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RESUMEN

El cultivo de Durazno Prunus persica es de gran importancia en el Peru, propagandose a nivel
de vivero mediante la injertacion, esta técnica muestra problemas de transferencia de plagas,
enfermedades y virus, asi como una trazabilidad no uniforme. Una de las alternativas para
aminorar el problema es el uso de una herramienta biotecnologica como lo es el microinjerto
in vitro. En este proceso interviene el azucar el cual es vital ya que este actia como molécula
de sefalizacion en el ciclo celular generando la division y expansion celular, es por ellos que
se plantea evaluar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre el prendimiento del
microinjerto de la variedad Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica Durazno, utilizando una
metodologia de tipo de investigacion basica de disefio experimental en la que se evalu6 cinco
tratamientos de concentracion de sacarosa, el cual nos mostré en los resultados diferencia
significativa entre todos los tratamientos en cuanto a prendimiento, tamafio y nimeros de hojas.
Concluyendo que la concentracion de sacarosa favorece en el prendimiento, tamafio y numero
de hojas a un 9.36%, 8.90% y 8.33% respectivamente interactuando con las semanas.
Palabras clave:

Durazno, Huayco rojo, Okinawa, microinjertacion, sacarosa, prendimiento del injerto, tamafio

de hojas, numero de hojas.
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ABSTRACT

The cultivation of Peach Prunus persica is of great importance in Peru, propagating at the
nursery level through grafting. This technique shows problems of transfer of pests, diseases
and viruses, as well as non-uniform traceability. One of the alternatives to reduce the problem
is the use of a biotechnological tool such as in vitro micrografting. In this process, sugar
intervenes, which is vital since it acts as a signaling molecule in the cell cycle, generating cell
division and expansion, which is why it is proposed to evaluate the effect of the sucrose
concentration on the entrapment of the micrograft of the Huayco rojo and Okinawa variety of
Prunus persica Peach, using a basic research type methodology of experimental design in which
five sucrose concentration treatments were evaluated, which showed us in the results a
significant difference between all the treatments in terms of taking , size and numbers of sheets.
Concluding that there was a better result in treatment one (25gr) followed by treatment five
(45gr/L).

Keywords:

Peach, red Huayco, Okinawa, micrografting, sucrose, grafting, leaf size, number of leaves.



INTRODUCCION

El durazno es uno de los frutos con mayor importancia en el Perd. Segun
AGRODATAPERU, quien brinda informacion sobre Comercio Exterior Agropecuario
del Per, menciona que la exportacion aumento en el 2017 y disminuyd en el siguiente
afio (Koo, 2019); a pesar de los esfuerzos de los agricultores por alcanzar una mejor
competitividad en la produccion de este fruto; no son suficientes para satisfacer la
demanda que percibe (Olmo, 2017).

Una de las razones de esta inconveniencia, es la propagacion de plantas frutales a
través del injerto realizados en viveros no certificados; que no realizan la trazabilidad del
material vegetal en uso perdiendo la uniformidad genética (Dubon, 2017), ocasionando
propagacion de las enfermedades y que sean sensibles a factores abioticos y bidticos
(Melnyk, Schuster, Leyser, & Meyerowitz, 2015).

Entre las alternativas para afrontar este problema, es el uso de una técnica
biotecnoldgica como el microinjerto in vitro, el cual permite obtener plantas libres de
enfermedades, mejor desarrollo y rendimiento en la produccién. Sin embargo, la
comprension del proceso de la union del microinjerto en frutales, como el durazno, es
limitada en casos como formacion vascular y la cicatrizacion de tejidos, ademas los
requerimientos en cada proceso varian segun la especie, variabilidad génica,
compatibilidad, entre otras, por ende, se requiere conocer y optimizar la técnica (Melnyk,
y otros, 2018).

Asi, por ejemplo, en el proceso de prendimiento del microinjerto, se recomienda
utilizar sacarosa como molécula de sefializacion para la activacion de genes encargados
de la division celular que intervienen en la diferenciacion vascular para la union del
injerto (Melnyk, y otros, 2018). Sin embargo, no se conoce si los niveles de sacarosa

tienen relacién con el porcentaje de prendimiento, tamafio y numero de hojas.



Es por esa razdn que en el presente trabajo se evaluara la concentracion de sacarosa en
la formacion del floema y xilema en el prendimiento de la variedad Huayco rojo y
Okinawa de Prunus persica.

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1.Descripcion de la realidad problematica

El durazno es uno de los frutos de gran importancia en nuestro pais por la creciente
demanda que presenta en la actualidad. En el afio 2018 la produccién nacional fue de
45100 t, lo que indica que para cubrir la demanda de la poblacion nacional y los
requerimientos de la exportacién resulta insuficiente, impidiendo que compita con los
paises de mayor produccion de este fruto; sin embargo, los campos de este cultivo
presentan un ambiente y clima favorable para su siembra en el Pert (Albujar, 2019).

La provincia de Huaral-Lima, es una de las provincias que fomenta el cultivo de
durazno de la variedad Huayco rojo, la que se masifica a nivel de vivero mediante la
injertacion, esta técnica es una practica comun que se lleva a cabo en la planta con el
propdsito de aumentar el rendimiento en la produccion y proporcionar resistencia ante
condiciones abioticos y bidticos (Melnyk, Schuster, Leyser, & Meyerowitz, 2015)

Esta técnica presenta problemas de transferencia de plagas, enfermedades y virus, que
afecta a la planta a corto o largo plazo, disminuyendo el rendimiento de la produccién y
la calidad de la fruta, finalizando en su eliminacién o muerte. (Herrera, 2014). La mayoria
de los viveros frutales no se encuentran certificados por lo que no aplican la trazabilidad,
es decir, un rastro o seguimiento en el proceso de la seleccién de los materiales vegetales
utilizados, por lo tanto, los plantines obtenidos pierden la uniformidad genética (Dubodn,
2017).

Una de las alternativas para aminorar el problema es el uso de una herramienta

biotecnoldgica como lo es el microinjerto in vitro que busca soluciones en la propagacion



tradicional reduciendo el periodo vegetativo, mejorando el rendimiento de la produccion,
uniformidad genética y lo destacable de esta técnica in vitro es la obtencion, saneado,
propagado Yy certificado del material biologico (Llihua, 2018).

La técnica del microinjerto exitoso es un proceso bioquimico y estructural complejo
que empieza con la union del vastago y el portainjerto mediante la formacion de un
sistema vascular funcional, y a nivel molecular requiere una considerable expresion de
genes que van a traducir proteinas para interferir en este metabolismo injertado (Jane, y
otros, 2013). Para este proceso la intervencidn del azlcar es vital ya gque este actia como
molécula de sefializacion en el ciclo celular generando la division celular y expansion
celular. (Wang & Ling, 2013)

Siendo esta molécula un factor fundamental en el prendimiento del microinjerto por
su accion a nivel celular, en este trabajo se eligid establecer un tratamiento a diferentes
niveles de concentraciones de sacarosa para evaluar el efecto en el prendimiento del
microinjerto de la variedad Huayco rojo empleando el patron Okinawa, ambos
provenientes de la provincia de Huaral.

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
¢Cual es el efecto de la concentracion de sacarosa en el prendimiento del
microinjerto de Prunus persica “durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa?
1.2.2. Problemas especificos
¢Como influyen las concentraciones de sacarosa en la unién del xilema y floema
de las variedades Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica?
¢El prendimiento del xilema y floema se evidencia a través de cortes histoldgicos

entre las variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica?



¢La variacion en la concentracion de sacarosa influye en el tamafio de hojas
desarrolladas de los microinjertos de las variedades Huayco rojo y Okinawa de
Prunus persica?
¢La variacion en la concentracion de sacarosa influye en el maximo nimero de
hojas desarrolladas de los microinjertos de las variedades Huayco rojo y Okinawa
de Prunus persica?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general
Determinar el efecto de la concentracién de sacarosa en el prendimiento del
microinjerto de Prunus persica “Durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa.

1.3.2. Objetivos especificos
Determinar la influencia de la concentracion de sacarosa que induce la unién del
xilema y floema entre variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.
Evidenciar histolégicamente el prendimiento del xilema y floema entre las
variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica.
Determinar la influencia de la variacion de la concentracion de sacarosa sobre el
tamafo de las hojas desarrolladas del microinjerto entre la variedad de Huayco
rojo y Okinawa de Prunus persica.
Determinar la influencia de la variacion de la concentracion de sacarosa sobre el
maximo numero de hojas desarrolladas del microinjerto entre la variedad de
Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica.

1.4. Justificacion

El microinjerto es una herramienta tecnolégica que restringe la diseminacion de

enfermedades; con repercusiones econdémicas y sociales que favorecen a los fruticultores



de Huaral y a la poblacion en general, permitiendo mejorar la calidad, seguridad y sanidad
de los productos agricolas como el durazno.

El beneficio para los agricultores de esta nueva tecnologia le garantizaria que las
plantulas a utilizar tendran un crecimiento y desarrollo favorable lo que mejoraria e
incrementaria la produccion, productividad y a la vez minimizar las pérdidas economicas,
mejorando asi su comercializacién y la calidad de vida de ellos mismos.

Ademas, podria ser aplicable a nivel nacional ya que el microinjerto in vitro ain no se
ha utilizado en plantaciones de durazno, por lo tanto, este estudio seria el primero en
trabajar con esta técnica en esta especie, lo cual genera mucha expectativa hacia un futuro
de que se logre algo prospero.

Asimismo, en la actualidad, el microinjerto es un procedimiento en el cual se busca
material vegetal certificado que se puede llevar a las plantaciones comerciales, que
garantice programas de mejoramiento, que no tan solo beneficiaria a los fruticultores de
Huaral sino también a todos los fruticultores del pais.

1.5. Delimitacion del estudio

El estudio se realizara en la Estacion Experimental Agraria Donoso “Kiyotada y
Miyagawa”-Huaral del Instituto Nacional de Innovacion agraria-INIA en el area de
cultivo de tejidos la cual durara 8 meses.
1.6.Viabilidad del estudio

El estudio tendra apoyo econéomico en lo que respecta en materiales, reactivos y
equipos excepto lo que se muestra en la tabla de presupuesto que sera autofinanciado.
También se contara con el apoyo de los especialistas del laboratorio de cultivo de tejidos
de INIA que vienen trabajando décadas en diferentes especies vegetales agricolas de

importancia econdmica. Ademas, se contara con el asesoramiento del docente Huberto



Williams Noriega Cérdova de la escuela de Biologia con mencion en Biotecnologia de la
Universidad Nacional Joseé Faustino Sanchez Carrion.

CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes internacionales

Arteaga (2009), investigo el efecto de la temperatura, medios nutritivos y reguladores
de crecimiento en la germinacion de los embriones cigéticos de durazno Prunus pérsica
var. Diamante. En donde se utilizé dos temperaturas diferentes de 4°C Y 18°C, medios
de cultivo y diferentes concentraciones de reguladores. La mejor germinacion de
embriones in vitro fue con un pretratamiento de frio (4°C) por 40 dias en medio AM (1/2
concentracion de sales de MS) suplementado con 1mg/l BAP, presentando 84% de
germinacion.

Mosella & Ascuin (2004), estudiaron como obtener frutales libres de virus a través del
microinjerto partiendo de apices meristematicos. Uno de los frutales en este estudio fue
Prunus persica de la variedad Cardinal y Dixired microinjertadas sobre plantulas de
Nemarguard. Los resultados que se obtuvo para la microinjertacion de Cardinal sobre
Nemarguard fue de 45% de prendimiento, mientras para la microinjertacion de la variedad
Dixired sobre Nemarguard el porcentaje de prendimiento fue de 70%.

Marsch et al., (2013) desarrollaron un método eficiente de injerto sin collar de
superficie plana para plantulas de Arabidopsis thaliana. Utilizaron el método de injerto
para plantulas de diferentes edades a diferentes concentraciones de azucar (0% y 0,5%)
c/s cotiledones, sin el uso de collarin que vendria ser el soporte del injerto. El éxito del
injerto en los resultados fue de 100%, lo cual se obtuvo con 0.5% azUcar con plantas mas

jévenes de 6 a 7dias sin cotiledones.



Yin et al., (2012), investigaron la union de los tejidos y el proceso de curacion del
injerto en Arabidopsis thaliana. En donde demostraron que las actividades de transporte
de la vasculatura del floema se recuperaron a los 3 dias después del injerto, mientras para
la reconexion del xilema la recuperacion fue de 7 dias. Para observar la reconexion del
floema utilizaron un marcador GFP (la proteina fluorescente verde) soluble que se
expresa especificamente en células compafieras del floema mediante la tincién de GUS
(Tincion de B-glucuronidasa) y para la deteccion de la reconexion del xilema la tincion
que se utilizé fue fucsina acida.

Melnyk, Schuster, Leyser, & Meyerowitz (2015), observaron la dindmica de la
adhesion de los tejidos, la conexion del floema, formacion del xilemay los cambios en la
expresion genética en la union del injerto en Arabidopsis thaliana. La formacion vascular
se realizo mediante el uso de tinte soluble CFDA (diacetato de carboxifluorescina). Donde
se comprobd que los tejidos separados al inicio del contacto mostraron una asimetria en
la division celular, la diferenciacion celular y en la expresion génica, pero esta
desapareci6 cuando se reformo la conexidn vascular.

Melnyk et al., (2018), determinaron la dindmica del transcriptoma en la union de
injerto de Arabidopsis. En la que se revelé un mecanismo de reconocimiento entre tejidos
que activa la regeneracion vascular. Para ello probaron un papel para el azicar mediante
injerto en presencia de sacarosa exogena, que previamente se informo que afecta el éxito
del injerto, para eso se tifieron las plantas injertadas con solucion de lugol lo cual se
expresd con mas fuerza por encima del injerto a las 72h y 120h en la unién del floemay
xilema respectivamente. concluyendo que la sacarosa tiene la capacidad de responder ante
la unién de los tejidos del injerto.

Bonilla y Mesa (2018), evaluaron tres métodos de injertacion in vitro en la especie

Erythrina edulis (fabaceae). Los tres tipos de microinjertacion fueron: aproximacion



lateral (corte en forma de bisel en la parte basal), ptia (corte de forma de “v” en la parte
terminal) y T invertida (corte en forma de T invertida). El mejor método para la
microinjertacion de Erythrina edulis fue el método pla y aproximacion lateral con un
23% Yy 29% respectivamente. El autor recomienda el uso de aproximacion lateral por
haber obtenido mayor prendimiento y por la facilidad de la ejecucion.

2.1.2. Antecedentes nacionales

Llihua (2018), determind la influencia de la concentracion de sacarosa en la
microinjertacion in vitro de los citricos limon Eureka y naranja Washington Navel sobre
el Citrange Troyer. En la que se realizo 6 tratamientos con: 45¢g/l'y 75¢/1 de sacarosa y 0;
1y 2 cotiledones del portainjerto), de los cuales se concluy6 que para la microinjertacion
de limon Eureka sobre Citrange Troyer, el mejor tratamiento fue 45g/l de sacarosa y un
cotileddn, obteniendo 16.67% de prendimiento. Mientras para la microinjertacion de la
naranja Washington Navel sobre Citrange Troyer el mejor tratamiento resulto ser 45g/I
de sacarosa sin cotiledénes, consiguiendo un prendimiento de 26.67%.

Tiraban te (2018), halld la influencia de la microinjertacion de apices caulinares in
vitro para el saneamiento del “virus de la tristeza de citricos” (CTV) en las variedades
Tangelo minneola “tangelo” y Citrus limon var. eureka “limon” sobre Citrange Troyer.
En la que se llevo a cabo 6 tratamientos (combinacion de los factores: 30g/l y 75¢/1 de
sacarosa con 0; 1y 2 cotiledones del portainjerto). Finalmente llego a la conclusion que
el prendimiento de Tangelo minneola “tangelo” fue de 7.7 % con 30g/1 de Sacarosa y cero
cotiledon y de Citrus limon var. eureka “limon” fue de 7.2 % con 75g/I de sacarosa y cero
cotiledones.

Gonzéles (2002), obtuvo plantas de Myrciaria dubia(H.B.K.) Me. Vaugh (camu camu)
mediante la técnica de microinjertacion. En la que se utiliz6 la accesion 15-01-10 como

patron y la accesion 14-05-09 como yema, que fueron seleccionadas del campo



experimental " El Dorado" INIA en Iquitos. En este estudio se llevé a cabo 8 tratamientos
(combinacidn de los factores: c/s cotiledon con agua destilada, MS completo, 1/2MS y
1/4MS), de los cuales el tratamiento con cotiledon y MS completo resulto mejor
obteniéndose un prendimiento de 25%.

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Durazno

En la actualidad se conoce que el lugar de origen del durazno es China, algo que
tiempos atras, erroneamente se le considero que era Persia, por ende, el nombre cientifico
es Prunus persica, este error se cree que ocurri0 porque antiguamente china
comercializaba sus productos a Persia. Actualmente se encuentra cultivandose en casi
todo el mundo, el 50% de produccién mundial se lo lleva Europa, produciendo alrededor
de 3.5 millones de toneladas. Asi mismo mencionamos a Perd que es uno de los paises
americanos que también produce el durazno en todo el basto de la sierra, por presentar un
clima favorable para su crecimiento y desarrollo (Aquino, 2009).

El durazno pertenece a la familia Rosaceae que se clasifica en el género Prunusy a la
especie persica. Se caracteriza por ser una especie caducifolia, perenne, de ciclo anual y
tiene una vida productiva de 15-20afios. El sistema radicular es muy ramificado; tiene 2
tipos de yemas, floral y vegetativa y las hojas son simples, lanceoladas con bordes
acerrados; mientras que las flores pueden ser de diferentes tonos entre blanco y rosado
con 5 pétalos, y por ultimo el fruto es de drupa grande presentando una epidermis delgada,
mesocarpo pulposo y endocarpo carozo que contiene las semillas (Quispe, 2016).

Las variedades que presenta el durazno a nivel mundial, son muchisimas y no todas se
encuentran en todos los paises, varian por la preferencia del productor y por las
condiciones ambientales que requiere la planta (Gratacds, 2004). Incluso en un pais las

variedades son diferentes de acuerdo a la zona de cultivo. En el territorio peruano las



variedades que mas se cultivan en la serrania de la provincia de Huaral es el Huayco rojo

seguido de Blanquillo y el patron mas utilizado es la variedad Okinawa.

2.2.1.1. Durazno huayco rojo

El ciclo vegetativo de esta variedad es en promedio de siete meses. Tiene un fruto de
pequefio a mediano tamafio, con una forma redonda, exocarpo amarillo y con manchas
rojas que la recubren casi por completo; una variedad que presenta mayor produccion y
productividad favorable para el agricultor. Ademas, tiene bastante aceptacion por la
industria y el mercado; por mostrar la pulpa consistente, fibrosa y muy jugosa, de sabor

agradable, con ligera acidez. (Queirolo, 2010)

2.2.1.2. Durazno Okinawa

Esta variedad fue obtenida en la estacion experimental de Gainsville (Florida) a partir
de una planta de semilla de variedad de origen japonés. El durazno Okinawa es la que
mas se utiliza como patron en la agricultura peruana porque presenta bondades como la
resistencia a nematodos, fundamentalmente a las especies Meloydogine incognita,
Meloydogine javanica y Radopholus similis. Ademas, es una planta que exige bajo
requerimiento de horas frio, lo que influye en la fuerza de la brotacién sea mas répida.
Estas caracteristicas lo haces favorable para la zona del cultivo y el agricultor. (Onofre,

2015).

Figura 1. Prunus persica (Wilhelm, 1885) 10



2.2.2. Microinjerto

El microinjerto de plantas es una técnica que se realiza a nivel del laboratorio que
involucra la union fisica de dos plantas a traves de una reconexién vascular para generar
un organismo quimérico (formado por células procedentes de distintos individuos)
(Melnyk C. , 2017). Se practica ampliamente en la horticultura con el objetivo de mejorar
problemas asociados con juvenilidad, oxidacion, pérdida de estabilidad genética,
resistencia a enfermedades con patrones resistentes y resulta eficaz para obtener plantas
libres de patdgenos (Criollo, 2008).

Ademas, Melnyk (2017) menciona que el injerto in vitro se usa en la ciencia para
estudiar el movimiento a larga distancia de las moléculas como la sacarosa y la expresién
de los genes que participan en unién del microinjerto.

Por ello en la actualidad gracias a estos estudios se conoce el proceso de union de las
células de los distintos individuos que se van prendiendo entre ellos, donde esta
ocurriendo la reparacién de los tejidos cortados que se han focalizado en la diferenciacion
y organizacion celular de los elementos vasculares (Ashanina, y otros, 2002), esta accién
se da por la activacion secuencial de genes asociados con la formacion de cambium,
floema y xilema (Melnyk, y otros, 2018) generando un proceso citoldgico, bioquimico y
estructural complejo que comienza con la adhesion de los dos socios injertados (Pina &

Errea, 2005).

T ——

T T R

Figura 2. Microinjertacion (Fuente de Nagar, 2016)
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2.2.3. AzUcar

2.2.3.1. Sacarosa
Los azucares, ademas de sus funciones importantes como fuentes de carbono y energia,
también acttan como moléculas de sefalizacion para regular la expresion génica, una de
las cuales es la sacarosa disacarida (Suc) que se transporta a través del floema desde las
hojas fotosintéticas hasta los 6rganos como la raiz, el meristemo, la flor, la fruta en
desarrollo y la semilla. (Harting & Beck, 2006)

Una disminucion en los niveles de sacarosa estimula las actividades de la fotosintesis,
la movilizacién de nutrientes y la exportacidn, mientras que los niveles mas altos de
sacarosa inhiben la fotosintesis estimulando el crecimiento y almacenando reserva en los
tejidos del sumidero. Por otra parte, su transporte puede ocurrir apoplasmicamente en la
matriz de la pared celular o simplasmaticamente a traves de plasmodesmo. (Skylar, Sung,
Hong, Chory, & Wu, 2011).

Ademas, la sacarosa sirve como soluto y sustrato osméticamente activos para la
biosintesis de diversos productos, incluido para la expansion celular de la pared celular.
Lo cual se ha demostrado mediante la invertasa vacuolar (cataliza la sacarosa) que
promueve la expansion de las células en laraiz de Arabidopsis através de una via
osmotica independiente (Wang, y otros, 2010).

Asimismo esta molécula juega un papel clave en la formacién vascular y la
cicatrizacién de heridas inducido por la division celular y expansion celular, aquello se
confirmd en un estudio realizado por Skylar et al. (2011) donde demostré que el azlcar
metabolico activa la transcripcién de componentes clave del ciclo celular para la
transicion de G2 a M, como CYCB 1;1 y CDKB 1;1. También se comprobo que la
sacarosa exogena puede activar la expresion de los reguladores mitoticos con el hipocotilo

extirpado.
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Recientes estudios en Arabidopsis thaliana han demostrado que al inicio de la union
del injerto hay una expresion génica asimétrica, es decir, los genes expresados en la parte
superior injertada son diferente a los genes expresados en parte inferior injertada. Este
suceso esta relacionado con la expresion de gen ApL3 (gen inducido por el azucar), lo
cual se demostré con la presencia del almidon mediante la tincion de las plantas injertadas
con lugol, la tincion aumento con mas fuerza por encima de la union del injerto de 48 a
72 horas después de injerto, y las 120 h la tincion fue igual en ambos, dando paso a la
simetria (Melnyk, y otros, 2018).

2.3. Bases filosoficas

La filosofia estd comprendida por la gnoseologia y la epistemologia, esta Gltima estudia
el conocimiento cientifico; en ella hay muchas corrientes filosoficas, como el relativismo
de Kuhn el cual sostiene que la naturaleza de la evidencia cambia conforme cambian las
teorias cientificas al igual que cambian los hechos empiricos, por lo tanto, no alcanzan la
verdad absoluta. Mientas que el realismo de Popper sostiene que la Unica teoria verdadera,
es aquella que supera todos los intentos de falsacion (Mercado, 2007).

No obstante, dentro del campo de ciencias bioldgicas la teoria celular incorpora a la
teoria de la biologia molecular la cual tiene su sustento en la experimentacion, induccién
y probabilidad (Rubio, 2009) rechazando lo mencionado por Kuhn y Popper ya que las
teorias mencionadas presentan un mayor grado de complejidad, pluralista, sistematico y

holista (Martinez, 2015).

Por otra parte, el avance cientifico ha hecho que el ser humano dependa en su mayor
parte de la bioinformatica y biotecnolégica impidiendo su reflexion sobre su autonomia
y naturaleza. Por ello, la ética permite el control social de la biotecnologia racionalizando

en los principios cientificos para favorecer a la sociedad. Asi pues, se impulsa dar al
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publico una mayor informacion cientifica para que se esclarezcan sus dudas sobre el
pensamiento biotecnologico (Martinez, del Valle Larez de Rodriguez, & Jesus, 2017).
La Declaracion Bioética de Gijon 2000 compromete a los paises desarrollados dar a
conocer los aportes de las biociencias y sus tecnologias a los habitantes de los lugares
menos favorecidas del planeta aportando a su bienestar; ademas, la Declaracion Universal
sobre Bioética y Derechos Humanos de la UNESCO (2005) ha precisado que el bienestar
de la persona se antepone a los intereses exclusivos de la ciencia o la sociedad (lkeda,

2017).

Tal avance cientifico implica un potencial de efectos positivos, pero también
negativos, tales efectos generan una expansion cientifica, por ello debe acompafarse de
una ponderacién bioética; la cual sélo serd eficaz si logra generar mecanismos de
recomendacion y de resolucion que ayuden a regular las actividades biotecnoldgicas en

respeto del bien comdn (Schramm & Lang, 2001).

2.4. Definiciones conceptuales (definicion de términos béasicos)
Microinjerto: El microinjerto de plantas es una técnica que se realiza a nivel del
laboratorio que involucra la unidn fisica de dos plantas a traves de una reconexion
vascular para generar un organismo quimérico (formado por células procedentes de
distintos individuos).
Variedad: Es la parte superior del microinjerto. Generalmente es un tejido
meristematico o un brote.
Portainjerto: Es la parte inferior del microinjerto que vendria ser el soporte.
Tipicamente un tallo o raiz.
Prendimiento: es un proceso donde las células de los distintos individuos se van

prendiendo entre ellos, en la cual esta ocurriendo la reparacion de los tejidos cortados
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que se han focalizado en la diferenciacion y organizacion celular de los elementos
vasculares en el proceso de conexién del tejido.

Sacarosa: es una molécula que estd compuesta de los dos monosacéridos: la D-glucosa
y la D-fructosa. Es esencial para que una planta tenga un buen crecimiento en los
medios de cultivo “in vitro”, ya que la sacarosa es parte del proceso de la fotosintesis
de las plantas como del metabolismo de las mismas. Ademas, actia como molécula de
sefializacion en el ciclo celular y expansion celular.

Floema: tejido vascular compuesto por células conductoras vivas que transporta
hormonas, azucares, acido nucleicos y proteinas por todas las partes de la planta.
Xilema: tejido vascular estd compuesto de fibras muertas que da soporte mecéanico,
elementos traqueales muertos gque transporta agua y nutrientes y células epidérmicas
vivas.

Cambium: es un tejido indiferenciado parecido a las células madres que se dividen y
se diferencian para dar a lugar a las células del floema y xilema. Para que ocurra la
diferenciacion de estos tejidos es necesario el desarrollo primario (crecimiento de
brotes y punta de raiz) conocido como el procambium y el desarrollo secundario

(engrosamiento del tallo y raiz) conocido como cambium.
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2.5. Hipdtesis
2.5.1. Hipdtesis general
El aumento en la concentracion de sacarosa favorece el prendimiento del
microinjerto de Prunus persica “Durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa.
2.5.2. Hipdtesis especifico
La variacion de las concentraciones de sacarosa tiene efecto en la union del xilema'y

floema de las variedades Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica.

El prendimiento del xilema y floema se evidencia a través cortes histologicos entre

las variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.

A mayor concentracion de sacarosa, mayor tamafio de hojas desarrolladas de los

microinjertos de las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.

A mayor concentracion de sacarosa, mayor nimero de hojas desarrolladas de los

microinjertos de las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.
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2.6. Operacionalizacion de las variables

Tabla 1:Operacionalizacion de las variables

VARIABLES Dimensién Indicadores MEDICION
Criterio Escala
INDEPENDIENTE concentracion de La cantidad de Niveles de
Concentracion de sacarosa sacarosa
sacarosa: sacarosa g/L, segt’m Tu 25g/|_
a) Definicién ) T2: 30g/L
Conceptual niveles de Ty 35g/L
Es la proporcién entre la concentracion. T4 40g/L
cantidad de soluto y la Ts: 45g/L
cantidad de solvente en
una solucidén quimica.
b) Definicion
Operacional
Valor g/L de sacarosa por
volumen de agua :,:'
destilada. g
DEPENDIENTE: -prendimiento de Nivel de g
Prendimiento del xilema y floema prendimiento: 8
microinjerto . . Bajo:0 a 25% @)
a) Definicion -Tamafio de hojas. Medio:25 a 50% £
Conceptual -N° de hojas Alto: 50 a 75% g
Es un proceso donde las Muy alto: 75 a 100% Q‘
células vegetales de los Niveles de Tamafio §

distintos individuos se
van prendiendo entre
ellos para una reparacion
de tejidos
b) Definicion

Operacional
Es la union de diferentes
tejidos vegetales en un
medio de cultivo con
componentes requeribles
para el prendimiento de

las variedades de la planta

de hojas(mm)
Pequefio:1-13
Mediano:14-27
Grande 28-40

Niveles de N° de
hojas:

Escaso:0-1
Regular:2-4
Abundante:5 a mas

Variable independiente: efecto de las concentraciones de sacarosa.

Variable dependiente: Prendimiento del microinjerto de Prunus persica “durazno”

entre var. Huayco rojo y var. Okinawa.

17



CAPITULO IlI: METODOLOGIA

3.1. Disefio metodoldgico
3.1.1. Tipo de investigacion.
El tipo de investigacion es aplicada. Este estudio busca obtener nuevos conocimientos
a partir de descubrimientos y avances de la investigacion basica. EI conocimiento de
la accién de la sacarosa en la regeneracion de los tejidos permitira obtener
prendimiento del microinjerto de las variedades de Prunus persica
3.1.2. Nivel de investigacion.
El nivel de investigacion, es explicativo, ya que busca determinar la relacion causa
efecto entre las variables independientes y dependientes. En este estudio se explica la
relacién causal entre la las concentraciones de sacarosa y el prendimiento de las
variedades de Prunus persica en la microinjertacion.
3.1.3. Disefio.
El disefio de investigacion es experimental. Esta investigacion no solo se trata de
identificar caracteristicas que se estudian, sino que también las controla, las altera o
manipula con el fin de observar los resultados en un tiempo determinado para que no
influya otros factores que no corresponde en el estudio. En este estudio se manipula y
controla las concentraciones de sacarosa con el fin de observar cuan efectivo es para
el prendimiento de los microinjertos de las variedades de Prunus persica. Los
Microinjertos son distribuidos en un Disefio Experimental Completamente al Azar
(DCA) con 5 tratamiento (concentraciones de sacarosa en g/L) y 20 unidades
(plantulas injertadas) por tratamiento. En total se utilizara100 plantulas.
3.1.4. Enfoque.
El enfoque es cuantitativo. En este estudio se hace la recopilacion de datos numeéricos,

la medicion de fendmenos y prueba hipotesis y teorias. La parte cuantitativa de este
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estudio es medir la cantidad de las concentraciones de sacarosa que se agregara en el
medio de cultivo y cantidad del microinjerto de Prunus persica.

3.2. Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion
La poblacién es constituida por todas las repeticiones de evaluacion de las unidades
muestrales; por lo cual la poblacion tiende al infinito.
3.2.2. Muestra
La confiabilidad de la muestra fue determinada por la representatividad y tamafio
muestral de las unidades de analisis; la misma que se estimara a traves del siguiente

estadistico (Ostle, 1981).

Donde:
n: Tamafio de muestra (n = 100)

Z: Estadistico de prueba (1.96; con a = 0.05 de significancia)
P=Q=0.50
E = Error muestral (9.8 %).

3.3. Técnicas de recoleccion de datos

3.3.1. Técnicas a emplear

3.3.1.1. La técnica del Microinjerto

El microinjerto es un acoplamiento fisico a través de los tejidos tisulares entre dos
individuos, donde se produce una union y existe un crecimiento.

Lugar de ejecucion

El presente trabajo de tesis se desarrollo en el laboratorio de biotecnologia vegetal de

cultivo de tejidos en el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA)-DONOSO,
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Huaral-Lima, y los cortes histologicos se realizé en el laboratorio de fitopatologia del

Instituto Educacion tecnolégico Huando-Huaral.

3.3.1.2. Obtencidn de dos Var. Okinawa y Huayco rojo de durazno para microinjerto.
Patron para el microinjerto: las semillas de durazno de la var. Okinawa de cinco
afios de edad fueron obtenidas de los campos de la Estacion Experimental Agraria
INIA DONOSO-Huaral a una ubicacion de 11°31°02’S 77°13°44°W.

Variedad a injertar: para la microinjertacion se emple6 plantulas de la etapa de
multiplicacién obtenida de nddulos axilares de las plantas de vivero variedad Huayco

rojo de durazno, provenientes de la Av. Los Naturales de la provincia de Huaral-Lima.

3.3.1.3. Tratamiento de desinfeccion y siembra para la obtencion de plantulas
portainjerto Huayco Rojo en condiciones in vitro.

Desinfeccion y preservacion del material vegetal Huayco Rojo

Se cortaron 10 trozos de ramas de 20cm de longitud en el campo con tijera de podar,
luego se llevo al laboratorio para su lavado con agua potable, para desprender
particulas de suciedad; seguidamente se introdujeron en un recipiente conteniendo una
solucidn de jabon liquido formando suficiente lavaza, esta solucién cubrié las ramas
por completo para su nuevo lavado dando paso a enjuagar con agua destilada estéril,
unavez de ello se le agreg6 alcohol al 70° y se sec6 con papel toalla. Estos se colocaron
en una solucion desinfectante de fungicidas y bactericidas para contrarrestar la
contaminacion del material vegetal, las cuales fueron; sulfato de cobre pentahidratado
a 1.5g/L, benomyl a 1g/L, cloranfenicol a 0.5g/L, oxitetraciclina a 0.95g/L, acido
ascorbico a 2g/L, acido citrico 4g/L. Inmediatamente se preservé en frio, en un
refrigerador a 4°C por 24h (Cabrera, 2003).

Desinfeccion de explantes a nivel de laboratorio.
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Una vez transcurrido el periodo de refrigeracion se dejé remojando en agua
esterilizada, luego se trasladé a un beacker conteniendo una solucién de alcohol al
70% por 2 min, después del término de los minutos se enjuago con agua esterilizada

para quitar el exceso de alcohol. Seguidamente se paso a una solucién de cloro al 5%
v/v por 5 min. Este mismo se trasladé a una camara de flujo laminar previamente
esterilizado, en donde se realizé tres lavados con agua estéril. En un recipiente
conteniendo una solucidn de &cido citrico de 0.15¢/L ya esterilizada se introdujo el
material vegetal y se cubrié con papel aluminio (Guevara, y otros, 2016)

Siembra de nédulos axilares de la variedad Huayco Rojo.
Se utilizo los explantes que se preservaron en el acido citrico 0.15¢/L del paso anterior.

Estos trozos de explantes se traspasaron en una caja Petri conteniendo 5ml de una
solucion de acido citrico al 0.1g/L en donde se cortaron dos centimetros con la ayuda
de un bisturi N°11. Luego de haber cortado el explante, se introdujo con una pinza
dentro de un frasco de vidrio con Medio de cultivo Woody Plant (MWP) (contiene
polivinilpilorridona un antioxidante 0,9g/L) de 30ml con un pH de 5.7, (Cabrera, 2003)
teniendo mucho cuidado de colocarlo en el centro, se tapo y se identificd debidamente.
Seguidamente se llevaron a la camara de incubacion a una temperatura de 24°C con
16 horas de luminosidad y ocho horas de oscuridad en donde se observo durante 20
dias
Brotacion de la variedad Huayco Rojo:

En esta fase se utilizé plantulas no contaminadas obtenida de la fase anterior, que se
trasladaron en frascos de vidrio con MWP de 30 ml en estado sélido con un pH de 5.7
en la cual se agregan las dosis siguientes: 3 mg/l de BAP (bencilaminopurina), 0.1
mg/l de IBA (acido indol butirico) y 0.1mg/L GA. Los frascos con las plantulas

brotadas son colocados en una cdmara de incubacion a una temperatura de 24°C con
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16 horas de luminosidad y ocho horas de oscuridad en donde se observo durante 30
dias (Azpeitia, Zapata, & Nava, 1993).

Multiplicacion

En esta etapa se llevd a cabo con las plantulas seleccionadas de la etapa anterior, con
las que mostraron caracteristicas favorables, sin contaminacion, vigorosas y con
buenos brotes. Luego fueron sembradas en un frasco de vidrio que contiene 30 ml de
MWP con un pH de 5.7 conteniendo 4mg/l de BAP (Bencilaminopurina), 0.2 mg/l de
IBA (&cido indol butirico) y 0.02mg/L ANA (Acido Naftalenacético), finalmente
incubadas a una temperatura de 24°C con 16 horas de luminosidad y ocho horas de
oscuridad en donde se observé durante 45 dias (Azpeitia, Zapata, & Nava, 1993)
Elongacion de la variedad Huayco Rojo

En esta Ultima etapa las plantulas que mostraron caracteristicas favorables, sin
contaminacion, vigorosas y con buenos brotes en la etapa anterior fueron sembradas
en un frasco de vidrio que contiene 30 ml de MWP 1mg/L de IAA (Acido
Indolacético), 0,1mg/L de GA, 0.06mg/L de BAP con un pH de 5.7 y finalmente
incubadas a una temperatura de 22°C con 16 horas de luminosidad y ocho horas de

oscuridad en donde se observé durante 20 dias (Balla & Mansvelt, 2013)

3.3.1.4. Desinfeccion y siembra de semillas de la variedad Okinawa en condiciones in
vitro

Desinfeccion de semillas de Okinawa

El endocarpio del melocotdn se lavé con una solucion de detergente y con la ayuda de
un cepillo se retiraron los residuos del mesocarpio para evitar contaminacion, luego se
enjuagd con abundante agua, seguidamente se desinfectd el endocarpio con una
solucion de NaClO al 15% por 15 minutos, se enjuago tres veces con agua destilada y

Se pasaron a secar para su posterior rompimiento del endocarpio con la ayuda de un
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martillo previamente desinfectado para liberar las semillas que luego fueron colocadas
en una solucion de NaClO al 1% y que se refrigeraron a 4°C por 48h (Conejeroa, y
otros, 2012).

Después del tiempo fijado en una cdmara de flujo laminar las semillas se pasaron a 70°
de alcohol por 1 minuto, pasado este tiempo se enjuagd con agua destilada luego se
sumergieron en una solucion de NaClO al 15% durante 10 minutos, transcurrido el
tiempo se enjuago tres veces con agua destilada y en una placa con ayuda de pinzas se
retiraron en su totalidad el tegumento de la semilla.

Siembra: las semillas sin tegumento son sembradas en un tubo de ensayo de 170
x30mm que contiene 40 ml de MWP. Los cuales se mantuvieron a 22°C con una
intensidad luminica de 16h luz/8h oscuridad hasta que el epicotilo llegue a un tamafio

de 2 cm.

3.3.1.5. Microinjerto.

Los portainjertos (Okinawa) en condiciones estériles se les hizo un corte a 2cm del
cuello con la ayuda de un estereoscopio y un bisturi N°11. Luego la plantula de la
variedad (Huayco rojo) seleccionada de la etapa de la elongacién se coloc6é mediante
la técnica de pua (Bonilla & Mesa, 2018) sobre la superficie decapitada y en contacto
con la zona vascular. La operacion se realizé sobre una caja Petri estéril. Una vez
realizada el injerto in vitro se introdujo en tubos 25x 150mm que se prepard
previamente con MWP con un pH de 5.7 ademas de las concentraciones de sacarosa
(25, 30, 35, 40 y 45) g/l de manera que el sistema radicular quede en contacto con el
medio nutritivo. Los microinjertos se incubaron en una cdmara de ambiente controlado

a 24 °C con 16h luz/d. El periodo de incubacion fue de 35 dias (Llihua, 2018).
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3.3.1.6. Conexion del xilema

El microinjerto se introdujo en una solucidn de fucsina acida al 0.1% sumergiendo las
raices en la solucion a temperatura ambiente, se toma en cuenta que el hipocotilo de la
variedad injertada no entre en contacto manteniéndose por encima de la solucion. El
cotileddn de la variedad debe volverse rojo en las venas vasculares dentro de 1 a 2 h.
Lo que indica gque el xilema del huayco rojo y el Okinawa han sido conectados (Yin et

al., 2012).

3.3.1.7. Conexion del floema

La conexién del floema se determiné mediante la prueba de yodo. La plantula de
durazno se sumergid en una solucion de fijacion (3.7% formaldehido, 50% etanol y
5% de acido acético) durante una hora a temperatura ambiente lo cual se transfirio a
70% de etanol por 10min. Posteriormente, las plantas se transfirieron a 96% de etanol
que se almacend a -20°C durante una semana. La rehidratacion de las muestras se
realizd en 50% de etanol durante una hora a temperatura ambiente luego se
transfirieron en agua destilada por 30 min y posteriormente se tefiiran en una solucién
de lugol durante 10 min a temperatura ambiente. Las plantas se enjuagaron en agua
destilada y se montaron en portaobjetos para observar en el microscopio. Si se observa
un color marrén oscuro uniforme en toda la planta indica que hay conexion del floema

(Melnyk et al., 2018).

3.3.1.8. Numero y tamafio de las hojas

El nimero y tamafio de las hojas se midi6 después del prendimiento con una regla de

20cm.
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3.3.1.9. Evidencia Histoldgica

Se realiz6 un corte longitudinal con bisturi N°11 para evidenciar el grado de

prendimiento del xilema y el floema en la regién de la unioén del microinjerto en la que se

empleo el estereoscopio Euromex modelo EC-2215251 y el microscopio Motic modelo

BA310E. Para las evidencias histologicas se utilizo el laboratorio de fitopatologia del

Instituto de Educacion Superior Tecnoldgico Huando-Huaral

3.3.2. Descripcidn de los instrumentos de datos

Potenciometro modelo HANNA INSTRUMENTS modelo PH 211
Microprocessor pH meter: que mede las unidades de pH del medio de cultivo a
utilizar en cada proceso la validez para obtener buenos resultados es calibrar el
instrumento.

Balanza analitica marca OHAUS modelo PX3202/E: se utiliz6 para determinar el
peso de las sustancias para el medio. La validez se realizé mediante calibraciones del
instrumento para obtener resultados confiables.

Estereoscopio OLYMPUS modelo VMZ 1X-4X se utiliz6 para realizar la union del
microinjerto de las variedades del Prunus persica. La validez del instrumento en las
calibraciones del instrumento.

Estereoscopio Euromex modelo EC-2215251 se utilizd evidenciar los cortes
histologicos de la union del microinjerto de las variedades del Prunus persica. La
validez del instrumento en las calibraciones del instrumento.

Microscopio Motic modelo BA310E se utilizé para observar la estructura histoldgica
y la conexion del floema y xilema. Para obtener la validez de los resultados se calibro
el instrumento.

La caAmara de incubacion sera el cuarto de incubacion que se utilizé para darle las

condiciones adecuadas, intensidad luminica, temperatura, oscuridad entre otros hasta
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que se desarrolla la plantula. Para obtener la validez de los resultados se calibré el
instrumento.

Céamara de flujo laminar TELSTAR modelo AV-30/70 se utilizo para trabajar con
las muestras en condiciones asépticas sin contaminacion. Para obtener la validez de
los resultados se calibrar el instrumento.

Autoclave marca SYSTEC modelo VB-40 se utilizo para esterilizar el medio de
cultivo y materiales de vidrio a utilizar en cada proceso. Para obtener la validez de los
resultados se calibrara el instrumento.

Destilador marca RELES modelo DL/O 5L se utiliz6 para obtener agua destilada a
utilizar en cada proceso. Para obtener la validez de los resultados se calibré el
instrumento.

Refrigerador marca SAMSUNG modelo RS64R5311M9 se utiliz6 para refrigerar
las muestras en cada proceso. Para obtener la validez de los resultados se calibro el
instrumento.

Agitador Magnético marca KOSSODO modelo F20500162 se utilizard para
disolver los reactivos del medio de cultivo en cada proceso. Para obtener la validez
de los resultados se calibrara el instrumento.

Dispensador marca HIRASAWA modelo TYPE FH-10S se utiliz6 para verter el
medio de cultivo en los frascos de vidrio en cada proceso. Para obtener la validez de
los resultados se calibrar el instrumento.

3.4. Técnica para el procesamiento de la informacion

El procesamiento de datos se realiz6 con la estadistica descriptiva, analisis de varianza
(ANOVA), analisis de varianza y regresion bifactorial para determinar si hay
diferencias entre tratamientos con un limite de confianza del 95%, si existe esta

diferencia se empleara una prueba de Fisher para realizar las comparaciones a 0.05.
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CAPITULO IV. RESULTADOS
4.1. analisis de resultados

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo principal determinar el
efecto de la concentracion de sacarosa en el prendimiento del microinjerto de Prunus
persica “durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa; teniendo como objetivos especificos
evidenciar histologicamente el prendimiento del xilema y floema; asi como determinar la
influencia de sacarosa sobre la union del xilema y floema, tamarfio y nimero de hojas en
el microinjerto. Por tal razén los datos obtenidos se han procesado mediante estadistica
descriptiva, andlisis de varianza y la prueba de homogeneidad de medias de Fisher. Los

gue se presentan en las tablas y graficas pertinentes.

4.1.1. Estadistica descriptiva para prendimiento, tamafio y numero de hojas por
semanas y tratamiento.

En la Tabla 2 y Grafica 1-3, se presenta la estadistica descriptiva de
prendimiento, tamafio y numero de hojas por semana y total de las mismas. Al observar
la Tabla y Grafica 1 se detecta que, para prendimiento, la media de la semana 4 tiene el
valor més alto (2) en el tratamiento 1; seguido del tratamiento 5 (1.75); el cual es igual al
tratamiento 1 de la semana 5; ocupando el tercer lugar (1.5) el tratamiento 3 de la semana
2 que es igual al tratamiento 1 y 5 de la semana 3; e igual al tratamiento 5 de la semana

5.

En la misma tabla las medidas de dispersion para el prendimiento indican que existe
alta heterogeneidad como lo sefiala el coeficiente de variacion (CV > 100%); con
excepcion de los tratamientos que no tienen prendimiento que tienden al valor 0

(tratamiento 1, 2, 4,5 de la semana 2 y el tratamiento 4 de la semana 3).
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En la misma tabla y grafica 2 se detecta que, para el tamafio de hoja, la media de la
semana 5 tiene el valor mas alto (6.04) en el tratamiento 1; en segundo lugar (5.25) el
tratamiento 5 de la semana 5; y en tercer lugar (5.23) el tratamiento 1 de la semana 4.
Para esta variable las medidas de dispersion indican que existe altisima heterogeneidad
(CV > 100%) con excepcion de los tratamientos que tienen O (tratamiento 1, 2, 4,5 de la

semana 2 y el tratamiento 4 de la semana 3)

Para la variable de numero de hojas (Tabla 1 y Grafica 3), se detecta en la media el
valor mas alto (2.65) en el tratamiento 1 de la semana 5; en segundo lugar (1.60) el
tratamiento 1 de la semana 4y en tercer lugar (1.40) el tratamiento 5 de la semana 5. Para
esta variable las medidas de dispersion indican que existe alta heterogeneidad (CV >
100%) con excepcion de los tratamientos que no crecieron hojas que tiene 0 (tratamiento

1,2,4,5de lasemana 2y el tratamiento 4 de la semana 3).
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Tabla N°2: Estadistica descriptiva de prendimiento, tamafio y numero de hojas por semana y total.

q Este_ldl_stlca Prendimiento Tamafio de hojas (TH) Numero de hojas (NH)
escriptiva
Error Error Error|
Factores [Tratamientos N Media estzr;dar Desv.Est| CoefVar Media estz;\jr;dar Desv.Est| CoefVarl Media estzr;dar Desv.Est| CoefVar,
la media la media la media
%PTI 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
%PT2 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Semana 2 %PT3 20 1.50 0.53 2.35 156.72 1.69 0.63 2.80 165.42 0.45 0.19 0.83 183.46
%PT4 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
%PT5 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
% PTI 20 1.50 0.53 2.35 156.72 3.00 1.15 5.15 171.92 0.75 0.32 1.45 192.85
%PT2 20 0.50 0.34 1.54 307.79 1.33 0.92 4,12 310.76 0.15 0.11 0.49 326.24
Semana 3 %PT3 20 0.50 0.34 1.54 307.79 1.26 0.87 3.88 308.70 0.55 0.35 1.57 285.81
%PT4 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
%PT5 20 1.50 0.53 2.35 156.72 1.86 0.72 3.23 173.74 1.00 0.38 1.72 171.68
%PTI 20 2.00 0.56 2.51 125.66 5.23 1.51 6.76 129.19 1.60 0.58 2.58 161.46
%PT2 20 1.25 0.50 2.22 177.70 4.37 1.80 8.04 183.92 0.95 0.39 1.76 185.41
Semana 4 %PT3 20 0.50 0.34 1.54 307.79 1.85 1.29 5.75 310.90 0.70 0.49 2.18 311.26
%PT4 20 0.25 0.25 1.12 447.21 0.47 0.47 2.09 44721 0.15 0.15 0.67 447.21
%PT5 20 1.75 0.55 2.45 139.82 3.61 1.18 5.26 145.72 1.35 0.48 2.16 159.91
%PTI 20 1.75 0.55 2.45 139.82 6.04 1.94 8.66 143.44 2.65 0.90 4.04 152.56
%PT2 20 1.25 0.50 2.22 177.70 5.16 2.09 9.37 181.64 1.30 0.53 2.36 181.86
Semanad> ™ ypT3 [ 20| 050| 034 1.54 307.79| 243| 1.70 7.59 312.57| 0.85| 059 2.62 308.38
%PT4 20 0.50 0.34 1.54 307.79 0.95 0.65 2.93 309.52 0.35 0.26 1.18 337.74
%PT5 20 1.50 0.53 2.35 156.72 5.25 1.90 8.51 162.20 1.40 0.68 3.03 216.65
%PS2 100 0.30 0.12 1.19 397.81 0.34 0.14 1.40 414.37 0.09 0.04 0.40 449.33
Total %PS3 100 0.80 0.18 1.84 230.28 1.49 0.38 3.77 253.25 0.49 0.13 1.28 260.25
semanas %PS4 100 1.15 0.21 2.12 183.89 3.10 0.61 6.05 195.01 0.95 0.20 2.01 211.26
%PS5 100 1.10 0.21 2.08 189.24 3.96 0.79 7.85 198.22 1.31 0.29 2.86 218.00
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PRENDIMIENTO DEL MICROINJERTO

M Semana2 M Semana3 M Semana4 M Semana5 M Total semanas

Grafica N° 1: Medias de prendimiento del microinjerto

Tamano de hojas del microinjerto

M Semana2 M Semana3 M Semana4 ™ Semana5 M Total semanas

Grafica N° 2: Medias de tamafio de hojas del microinjerto
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Grafica N° 3: Medias de numero de hojas del microinjerto

En la tabla N°3 y Grafica 4-6, se presenta la estadistica descriptiva de
prendimiento, tamafio y numero de hojas por tratamiento. Al observar la Tablay Grafica
4, se detecta que, para prendimiento, la media con mayor valor (1,313) es el tratamiento
uno; en segundo lugar (1.188) es el tratamiento cinco y el tercer lugar (0.750) son el
tratamiento 2 y 3. En la misma tabla las medidas de dispersion para el prendimiento
indican que existe alta heterogeneidad como lo sefiala el coeficiente de variacion (CV >
100%) en todos los tratamientos.

En la misma tabla y Gréfica N° 5, en cuanto a tamafio de hoja, la media con el
valor mas alto (3.566) es el tratamiento 1; seguido del tratamiento dos (2.713) y en el
tercer lugar (2.678) el tratamiento 5. Las medidas de dispersion para el tamafio de hojas
indican que existe alta heterogeneidad en el coeficiente de variacion (CV > 100%) en
todos los tratamientos.

En la variable nimero de hojas (Tabla N° 3 y Grafica N° 6), la media mas alta
corresponde al tratamiento uno (1.250), en segundo lugar, el tratamiento cinco (0.938) y
en el tercer lugar el tratamiento tres (0.637). Las medidas de dispersion para el nimero
de hojas muestran que existe altisima heterogeneidad en el coeficiente de variaciéon (CV

> 100%) en todos los tratamientos.
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Tabla N°3: Estadistica descriptiva del prendimiento, tamafio y numero de hojas por tratamiento.

Factores Prendimiento Tamafio de hojas Numero de hojas
Error Error Error
Variable | N | Media estandar Desv.Est. | CoefVar | Media estandar Desv.Est. | CoefVar | Media estandar Desv.Est. | CoefVar
dela de la dela
media media media
%PTI 80 | 1.313 0.248 2.214 168.67 | 3.566 0.715 6.399 179.46 | 1.250 0.296 2.651 212.04
%PT2 | 80 | 0.750 0.201 1.797 239.55 | 2.713 0.752 6.728 248.01 | 0.600 0.175 1.564 260.64
%PT3 | 80 | 0.750 0.201 1.797 239.55 | 1.807 0.587 5.246 290.24 | 0.637 0.211 1.891 296.62
%PT4 | 80 | 0.188 | 0.107 0.956 509.82 | 0.353 | 0.202 1.806 511.62 | 0.1250 | 0.0763 | 0.6820 | 545.64
%PT5 | 80 | 1.188 0.239 2.141 180.31 | 2.678 0.617 5.517 206.04 | 0.938 0.234 2.089 222.81
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Grafica N° 4: Medias del prendimiento del microinjerto
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Grafica N° 5: Medias del tamafio de hojas del microinjerto por tratamiento
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Numero de hojas por tratamiento
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Grafica N° 6: Medias del nimero de hojas del microinjerto por tratamiento

4.1.2. Analisis de varianza unifactorial para prendimiento, tamafio y numero de
hojas por semanas y tratamiento.

En la Tabla N°4 se presentan los valores del analisis de varianza unifactorial
para prendimiento, tamafio y numero de hojas por semana y total. al observar la tabla
se detecta que para las semanas 3, 4 y 5 no existen diferencias significativas (p = 0.05)
entre tratamientos para tamafio y nimero de hojas; mientras que el resto de tratamientos
tanto para prendimiento, tamafio y nimero de hojas de las semanas 2, 3, 4, 5 y total

muestran diferencias significativas entre ellos.

En la Tabla N°5 se presentan los valores del andlisis de varianza unifactorial para
prendimiento, tamafio y numero de hojas por el total de tratamientos. Al observar la tabla

se revela que para todos los tratamientos hay diferencias significativas (p = 0.05).
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Tabla N°4: andlisis de varianza unifactorial para prendimiento, tamafio y numero de hojas por semana y total

Anal_|3|s de Prendimiento Tamafio de hojas (TH) Numero de hojas (NH)
varianza
Factores Fuente | GL | SCAjust. | MC Ajust. | ValorF | Valorp | GL A?lf:st. A'}/lucs:t. Va'I:Ior Va:)lor GL A?uit. A'\j/lu(s:t. V?:Ior Va;)lor
Factor 4 36.00 9.000 8.14 0.000 4 4579 | 11.447 | 7.31 | 0.000 4 3.240 0.8100 5.94 0.000
Semana 2 Error 95 105.00 1.105 95 | 148.79 | 1.566 95 12.950 0.1363
Total 99 141.00 99 | 194.58 99 16.190
Factor 4 36.00 9.000 2.85 0.028 4 94.03 2351 | 1.70 | 0.156 4 13.74 3.435 2.22 0.073
Semana 3 Error 95 300.00 3.158 95 | 1310.61 | 13.80 95 147.25 1.550
Total 99 336.00 99 | 1404.64 99 160.99
Factor 4 46.50 11.625 2.79 0.031 4 298.0 7450 | 2.12 | 0.084 4 25.70 6.425 1.64 0.172
Semana 4 Error 95 396.25 4.171 95 | 3330.6 | 35.06 95 373.05 3.927
Total 99 442.75 99 | 3628.6 99 398.75
Factor 4 26.50 6.625 18.02 0.000 4 376.8 94.20 | 156 | 0.191 4 58.74 14.685 1.86 0.123
Semana 5 Error 95 34.922 0.3676 95 | 5726.7 | 60.28 95 748.65 7.881
Total 99 61.422 99 | 61035 99 807.39
Factor 3 45.69 15.229 4.47 0.004 3 789.3 | 263.10 | 9.19 | 0.000 3 85.04 28.347 8.11 0.000
Total semanas Error | 396 1348.75 3.406 396 | 11332.6 | 28.62 396 | 1383.32 3.493
Total | 399 1394.44 399 | 12121.9 399 | 1468.36

Tabla N°5: Andlisis de varianza del prendimiento, tamafio y numero de hojas por todos los tratamientos

Prendimiento Tamafo de hojas Numero de hojas
factores . . SC MC Valor | Valor SC MC Valor | Valor
Fuente | GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p Ajust. Ajust. = 0 Ajust. Ajust. = 0
Total Factor | 4 62.87 15.719 4.66 0.001 473.6 118.40 4.02 0.003 56.24 14.059 3.93 0.004
tratamientos Error | 395 | 1331.56 3.371 11647.6 29.49 1412.12 3.575
Total | 399 | 1394.44 12121.2 1468.36
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4.1.3. homogeneidad de promedios para prendimiento, tamafio y numero de
hojas por semanas y tratamiento con la prueba de Fisher.

En latabla N°6 y Graficas N°7-9, se presentan los valores de la prueba de Fisher
para la homogeneidad de promedios de prendimiento, tamafio y numero de hojas por
semanas Y total; donde se demuestra que el prendimiento del %PT3 de la semana dos es
diferente a los %PT5, %PT4, %PT2 y %PTI; los cuales, estadisticamente, son iguales
entre si. Mientras que, en la semanatres el %PT5 es el mas elevado, pero estadisticamente
igual al %PTI, %PT3y %PT2;y alavez el %PT2 es igual a %PT3y %PT4.

Por otro lado, en la semana cuatro el valor més elevado es el tratamiento %PTI,
pero estadisticamente igual al %PT5 y %PT2. Ademas %PT5 es igual %PT2 y %PT3,
asimismo %PT2 es igual %PT3 y %PT4. Respecto a la semana cinco el %PTI se muestra
por encima de los demas tratamientos, pero estadisticamente es igual al %PT5; es mas,
este mismo, es igual estadisticamente al %PT2. No obstante, el %PT4 y %PT3 son
diferentes a las demas y la vez estadisticamente iguales entre si.

Por ultimo, en el total del prendimiento el valor mas alto lo revela el %PS4, aunque
estadisticamente igual %PS5 y al %PS3. Ademas %PS3 estadisticamente muestra
equivalencia al %PS2.

En el caso de tamafio de hojas el TH3 de la semana dos es diferente a los TH5,
TH4, TH2 y THI; los cuales, estadisticamente, son iguales entre si. Mientras que, en la
semana tres el THI es el mas elevado, pero estadisticamente igual al TH5, TH2y TH3y,
alavezel TH5 esigual a TH2, TH3 y al TH4. Por otro lado, en la semana cuatro el valor
mas elevado es el tratamiento THI, pero estadisticamente igual al TH2, TH5 y TH3.
Ademas, TH5 es igual a TH3 y al TH4.

En cuanto a la semana 5 el tratamiento THI muestra un valor por encima de los

demas, no obstante, es igual estadisticamente TH5, TH2 y al TH3. Ademas, TH5 muestra
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igualdad con TH2, TH3, TH4. Por ultimo, en el total del tamafio de hoja el valor mas alto
lo revela el THS5, aunque estadisticamente es igual al THS4, mostrando una diferencia
entre el THS3 y THS2; los cuales son iguales entre si.

Respecto al nimero de hojas el NH3 de la semana dos es diferente a los
tratamientos NH5, NH4, NH2 y NHI los cuales, estadisticamente, son iguales entre si.
Mientras que, en la semana tres el NH5 es el mas elevado, pero estadisticamente igual al
NHIy NH3 vy, a lavez el NHI es igual a NH3, NH2 y al NH4. Por otro lado, en la semana
cuatro el NHI muestra el mayor valor, pero estadisticamente igual al NH5, NH2 yNH3;
asimismo el NH5 es igual a NH2, NH3 y NHT4.

En cuanto a la semana 5 el tratamiento NHI muestra un valor por encima de los
demas, no obstante, es igual estadisticamente al NH5 y NH2. Ademas, el NH5 muestra
igualdad con NH2, NH3, y NH4. Por ultimo, en el total del nimero de hoja el valor alto
lo revela el NHS5, aunque estadisticamente igual al NHS4; y este mismo, es igual al

NHS3; y este Gltimo también muestra igualdad estadisticamente con el NHS2.
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Tabla N°6: La prueba de Fisher para la homogeneidad de promedios de prendimiento, tamafio y numero de hojas por semanas y total.

Factor % Prendimiento Tamario de Hojas Nimero de Hojas
Tratamientos | N | Media | Agrupacién | Tratamientos | N | Media | Agrupacién | Tratamientos | N | Media | Agrupacion
%PT3 20 | 150 | A TH3 20 | 1.692 A NH3 20 | 0450 | A
Semana %PT5 20 | 0.00 B TH5 20 | 0.000 B NH5 20 | 0.000 B
5 %PT4 20 | 0.00 B TH4 20 | 0.000 B NH4 20 | 0.000 B
%PT2 20 | 0.00 B TH2 20 | 0.000 B NH2 20 | 0.000 B
%PTI 20 | 0.00 B THI 20 | 0.000 B NHI 20 | 0.000 B
%PT5 20 | 150 | A THI 20 | 3.00 A NH5 20 | 1.000 | A
Semana % PTI 20 1.50 A TH5 20 | 1.858 A B NHI 20 1 0750 | A | B
3 %PT3 20 0.50 A| B TH2 20 | 1.325 A B NH3 20 | 0550 | A | B
%PT2 20| 050 | A| B TH3 20 | 1.258 A B NH2 20 | 0.150 B
%PT4 20 | 0.00 B TH4 20 | 0.000 B NH4 20 | 0.000 B
%PTI 20 | 200 | A THI 20 | 5.23 A NHI 20 | 1.600 | A
Semana %PT5 20 1.75 A| B TH2 20 4.37 A NH5 20 | 1350 | A | B
4 %PT2 20| 125 |A|B|C TH5 20 | 3.61 A B NH2 20 | 0950 | A| B
%PT3 20 | 0.50 B|C TH3 20 | 1.85 A B NH3 20 | 0.700 | A | B
%PT4 20 0.25 C TH4 20 | 0.467 B NH4 20 | 0.150 B
%PTI 20 1.75 A THI 20 6.04 A NHI 20 | 2650 | A
Semana %PT5 20 1.50 A| B TH5 20 5.25 A B NH5 20 | 1400 | A | B
5 %PT2 20 1.25 B TH2 20 5.16 A B NH2 20 | 1.300 | A | B
%PT4 20 | 0.50 C TH3 20 | 2.43 A B NH3 20 | 0.850 B
%PT3 20 | 0.50 C TH4 20 | 0.945 B NH4 20 | 0.350 B
%PS4 100 115 | A TH S5 100 | 3.962 A NH S5 100 ] 1.310 | A
Total %PS5 100 110 | A TH S4 100 | 3.104 A NH S4 100 0950 | A | B
semanas %PS3 100 080 |A | B TH S3 100 | 1.487 B NH S3 100 | 0.490 B|C
%PS2 100 | 0.30 B TH S2 100 | 0.338 B NH S 2 100 | 0.0900 C
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Grafica N° 7: Medias del Prendimiento del microinjerto en la prueba de Fisher
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Grafica N° 8: Medias del tamafio e hojas del microinjerto en la prueba de
Fisher
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Grafica N° 9: Medias del nimero de hojas en la prueba de Fisher

En latabla N°7y Gréaficas N°10-12, se presentan los valores de la prueba de Fisher
para la homogeneidad de promedios de prendimiento, tamafio y numero de hojas por el
total de tratamientos; donde se demuestra que el prendimiento del %PTI muestra un valor
alto mayor que los demas; sin embargo, es igual estadisticamente al %PT5, %PT3 y
%PT2. Asimismo, se observa que el %PT3 es igual estadisticamente al %PT2 y al %PT4.

En cuanto al tamafio de hojas el valor mas alto lo muestra THI; pero
estadisticamente igual TH2 y al TH5. Mientras que TH2 es estadisticamente igual a TH5
yaTH3yalavez, TH3 es igual a THA4.

En el caso de nimero de hojas el NHI es el valor mas elevado que el resto de los
tratamientos; no obstante, es igual estadisticamente al NH5; a la vez este mismo es igual
estadisticamente al NH3, NH2 y al NH4. Por otra parte, el NH3 es igual al NH2 y NH4

como se muestra en la tabla ya mencionada.
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Tabla N°7: La prueba de Fisher para la homogeneidad de promedios de prendimiento,

tamario y numero de hojas por tratamiento

% prendimiento Tamario de hojas Numero de hojas
Factor | N | Media | Agrupacién | Factor | Media Agrupacion Factor | Media Agrupacion
%PTI | 80 | 1.313 A THI 3566 | A NHI 1.250 A
%PT5 | 80 | 1.188 A TH2 2713 |A | B NH5 0.938 A | B
%PT3 | 80 | 0.750 A B THS5 2678 |A| B NH3 0.637 B | C
%PT2 | 80| 0.750 | A B TH3 1.807 B| C NH2 0.600 B|C
%PT4 | 80 | 0.188 B TH4 0.353 C NH4 0.1250 C
Prendimiento en la prueba de Fisher por
tratamiento
1.4 1313
1.188
12
1
0.8 0.75 0.75
0.6
0.4
0.188
0.2
. ]
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Grafica N° 10: Medias del prendimiento del microinjerto en la prueba de Fisher por tratamiento
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Grafica N° 11: Medias del tamafio de hojas en la prueba de Fisher por tratamiento
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Grafica N° 12: Medias del nUmero de hojas en la prueba de Fisher por tratamiento

42



4.1.4. Analisis de varianza y regresion Bifactorial de concentracion de sacarosay
semanas para prendimiento, tamafio y numero de hojas.
En la Tabla N°8, Se presentan los valores del analisis de varianza y regresion bifactorial de
concentracion de sacarosa y semanas para prendimiento, tamafio y numero de hojas. Al observar
la tabla se detecta que hay diferencias significativas entre tratamientos, incluyendo la interaccion
de ambos factores en cuanto a prendimiento; sin embargo para el tamafio y numero de hojas no
hay diferencias significativas en la interaccion de sacarosa y semanas; es decir, no influye la
interaccion de la concentracion de sacarosay el tiempo (semanas) en el tamarfio y numero de hojas.
En la misma tabla, en cuanto al coeficiente de regrecion, se determina la concentracion de
sacarosa y semanas influyen en las variables prendimiento, tamafio y numero de hojas; debido a
que hay diferencias significativas (p= 0.05). Y, el coeficiente de determinacion indica que, el
porcentaje de influencia de la concentracion de sacarosa y semanas sobre las variables es bajo;
puesto que en ningun caso alcanza el 10%; lo que nos demuestra que existen otros factores
intervinientes que influyen en méas del 90% sobre las variables evaluadas; lo cual es ratificado por
la gran heterogeneidad de valores obtenidos (Tablas 2 y 3); donde los valores del coeficiente de

variacion es > al 100%, en todos los casos.
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Tabla 8: Anélisis de varianzay regresion bifactorial para prendimiento, tamafio y nimero

de hojas vs sacarosa y semanas.

VARIABLES ANALISIS
Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Varianza Lineal 7 108.56 15.509 4.90 0.000
Bifactorial Sacarosa 4 62.87 15.719 4.96 0.001
Semanas 3 45.69 15.229 4.81 0.003
Sacarosa*Semanas | 12 82.13 6.844 2.16 0.013
Prendimiento
Regresion Coeficiente (Coef.) | EE del Coef. de regresion | Valor T | Valor p
0.8375 0.0890 9.41 0.000
Coeficiente S R-cuadrado R-cuadrado (ajustado)
de determinacion 1.77982 13.67% 9.36%
Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Varianza Lineal 7 1263.5 180.50 6.52 0.000
Bifactorial Sacarosa 4 473.6 118.40 4.28 0.002
Semanas 3 789.9 263.30 9.51 0.000
. Sacarosa*Semanas | 12 341.0 28.42 1.03 0.423
Tamaiio
de hojas Regresién Coeficiente (Coef.) | EE del Coef. de regresion | Valor T | Valor p
2.223 0.263 8.45 0.000
Coeficiente S R-cuadrado R-cuadrado (ajustado)
de determinacién 5.26075 13.24% 8.90%
Fuente GL | SC Ajust. | MC Ajust. | Valor F | Valor p
Varianza Lineal 7 141.27 20.182 5.98 0.000
Bifactorial Sacarosa 4 56.23 14.059 417 0.003
Semanas 3 85.04 28.347 8.40 0.000
, Sacarosa*Semanas | 12 45.19 3.765 1.12 0.345
Numero de
hojas Regresién Coeficiente (Coef.) | EE del Coef. de regresiéon | Valor T | Valor p
0.7100 0.0918 7.73 0.000
Coeficiente S R-cuadrado R-cuadrado (ajustado)
de determinacion 1.83669 12.70% 8.33%

4.1.5. Evidencias histologicas

La evidencia histologica muestra que si hubo prendimiento evidenciado por la tincion de
fucsina acida al 1% y Lugol, como se puede observar en las figuras (1-10) del tratamiento 1 al 5;

también se observa la formacion de tejido xilematico en las figuras 2, 4, 6, 8 y 10.
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En todas las imagenes A de las figuras 1, 3, 5, 7 y 9; se observa prendimiento del
microinjerto, mediante la técnica pla a las 5 semanas (35 dias) de haberse injertado, dandose a
notar el prendimiento por la brotacion y crecimiento de hojas; y, el indicativo para ello fue la
formacion de callos en la interseccion de la variedad huayco rojo sobre el patron Okinawa. En el
caso de las imagenes B, estas mismas plantas se muestran tefiidas por completo con la tincion de
Lugol, lo cual revela que hubo una buena conexién por su uniformidad de color marron claro.

Asimismo, en las imagenes C se observa al mismo microinjerto tefiido con fucsina acida al
0.1% en un determinado tiempo de 2 horas, dando una coloracién fucsia en las nervaduras de las
hojas, indicando el prendimiento del microinjerto. En las imagenes D se puede observar el corte
longitudinal del microinjerto en la cual se demuestra que también hubo conexion de los haces
vasculares por su tincion en toda la planta de forma interna.

Por otro lado, en las figuras 2, 4, 6, 8 y 10 de los cortes histoldgicos de las imagenes Ey F
(excepto figura 2; imagen F), se evidencia con mayor claridad la conectividad del xilema y la
formacion del mismo entra la variedad de huayco rojo y Okinawa, ya que se puede observar el
tejido xilematico en desorden justo en la interseccidn del microinjerto, lo cual apunta cicatrizacion
del tejido.

Mientras tanto, con la excepcidn de la figura 2F se muestra un corte histolégico fuera de la
interseccion, para evidenciar los tejidos vasculares que son el floema y xilema como indica la
imagen. En los demas cortes en la interseccion del microinjerto no se pudo observar el floema por
su dificil ubicacion.

En el caso del T4y T5, en las imagenes C se observa que la tincion fucsina acida no tifi6
todas las hojas completamente, esto se debe a que tuvo una cicatrizacion lenta dejandose ver en

los tejidos de corte longitudinal ciertos orificios o huecos, ademas esto es corroborado por las
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imagenes A 'y B de la figura 9 y 10 que muestran pocas y pequefias hojas, demostrando que su
crecimiento fue tardio. Asimismo, lo comprueban las imagenes E de las figuras 8 y 10 donde se

observan espacios vacios en el tejido.

Figura N° 1: Microinjerto y tincion de los tejidos de la variedad Huayco rojo sobre el patron
Okinawa en el tratamiento 1.A. prendimiento del microinjerto de la variedad Huayco rojo sobre el
patrén Okinawa. B. microinjerto en tincion de Lugol visto en el estereoscopio. C. microinjerto en
tincion de fucsina acida vista en el estereoscopio. D. Corte longitudinal al tallo del microinjerto en
tincion de fucsina acida vista en el estereoscopio.

Figura N° 2: se observa la interseccion entre la variedad Huayco rojo sobre el patrén Okinawa en
el microscopio con aumento a 40X en el tratamiento 1.E. En la flecha negra se indica la formacion
de tejido del xilema en el patron Okinawa. En la flecha vacia se indica la formacién de tejido
xilematico de la variedad Huayco rojo. Co. indica la conectividad del xilema entre las variedades
de durazno. F. Corte longitudinal del tallo del microinjerto donde se visualiza los tejidos del xilema
(Xi) y floema (FI) en tincion de fucsina acida en microscopio éptico con un aumento del 40X.
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Figura N° 3: Microinjerto y tincion de los tejidos de la variedad Huayco rojo sobre el patrén
Okinawa en el tratamiento 2.A. prendimiento del microinjerto de la variedad Huayco rojo sobre el
patron Okinawa. B. microinjerto en tincion de Lugol. C. microinjerto en tincion de fucsina acida
vista en el estereoscopio. D. Corte longitudinal al tallo del microinjerto en tincién de fucsina acida
vista en el estereoscopio.

Figura N° 4: Corte longitudinal de la interseccion entre la variedad Huayco rojo sobre el patrén
Okinawa en el microscopio con aumento a 20X en el tratamiento 2.E y F. Se observa la
conectividad (Co) de la variedad Huayco Rojo (H.R.) sobre el patrén Okinawa (OKk.), en las flechas
se indica los tejidos vasculares de la xilema (Xi) en formacion.
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Figura N° 5: Microinjerto y tincion de los tejidos de la variedad Huayco rojo sobre el patron
Okinawa en el tratamiento 3. A. Prendimiento del microinjerto de la variedad Huayco rojo sobre
el patron Okinawa. B. Microinjerto en tincion de Lugol. C. Microinjerto en tincion de fucsina acida
vista en el estereoscopio. D. Corte longitudinal al tallo del microinjerto en tincién de fucsina acida

vista en el estereoscopio.

Figura N° 6: Corte longitudinal de la interseccién entre los tejidos tefiidos de fucsina acida de la
variedad Okinawa y Huayco rojo en el microscopio con aumento a 40Xy 20X respectivamente en
el tratamiento 3. E y F. Se observa la conectividad (Co) de la variedad Huayco Rojo (H.R.) sobre
el patrén Okinawa (Ok.), en las flechas se indica los tejidos vasculares de la xilema (Xi) en
formacion.
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Figura N° 7: Microinjerto y tincion de los tejidos de la variedad Huayco rojo sobre el patrén
Okinawa en el tratamiento 4. A. Prendimiento del microinjerto de la variedad Huayco rojo sobre
el patron Okinawa. B. Microinjerto en tincion de Lugol. C. Microinjerto en tincion de fucsina acida
vista en el estereoscopio. D. Corte longitudinal al tallo del microinjerto en tincién de fucsina acida
vista en el estereoscopio.

Figura N° 8: Corte longitudinal de la interseccion entre los tejidos tefiidos de fucsina acida de la
variedad Okinawa y Huayco rojo en el microscopio con aumento a 40X (E) y 20X (F)
respectivamente en el tratamiento 4. E y F. Se observa la conectividad (Co) de la variedad Huayco
Rojo (H.R.) sobre el patron Okinawa (Ok.).
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Figura N° 9: Microinjerto y tincion de los tejidos de la variedad Huayco rojo sobre el patron
Okinawa en el tratamiento 5. A. Prendimiento del microinjerto de la variedad Huayco rojo sobre
el patron Okinawa. B. Microinjerto en tincion de Lugol. C. Microinjerto en tincion de fucsina acida
vista en el estereoscopio. D. Corte longitudinal al tallo del microinjerto en tincién de fucsina acida

vista en el estereoscopio.

=

Figura N° 10: Corte longitudinal de la interseccion entre los tejidos tefiidos de fucsina acida de la
variedad Okinawa y Huayco rojo en el microscopio con aumento a 40X (E) y 20X (F)y 40X(F1)
respectivamente en el tratamiento 5. E y F. Se observa la conectividad (Co) de la variedad Huayco
Rojo (H.R.) sobre el patron Okinawa (OKk.). F1. En las flechas se indica los tejidos vasculares del
xilema (Xi) en formacion.
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4.2 Contrastacion de hipotesis

Hipotesis General:

El aumento en la concentracion de sacarosa favorece el prendimiento del microinjerto de

Prunus persica “durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa.

Fuente GL | SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Lineal 7 108.56 15.509 4.90 0.000
Sacarosa 4 62.87 15.719 4.96 0.001
Semanas 3 45.69 15.229 4.81 0.003
Sacarosa*Semanas 12 82.13 6.844 2.16 0.013
Error 380 1203.75 3.168
Total 399 1394.44

Fuente tabla N°8.
> Relacion de variables independientes con el % de prendimiento:

e Hipotesis nula: la relacion no es lineal
e Hipotesis alternativa: la relacion es lineal
e p= 0.000

» Concentracion de sacarosa y % de prendimiento

e Hipdtesis nula: Todos los tratamientos son iguales
e Hipotesis alternativa: Por lo menos un tratamiento es diferente
e p= 0.001

» Semanas y % de prendimiento

e Hipdtesis nula: todas las medias son iguales
e Hipotesis alternativa: Por lo menos una media es diferente
e p=0.003

» Interaccién de sacarosa y semanas en el % de prendimiento

e Hipdtesis nula: no existe interaccién
e Hipotesis alternativa: existe interaccion
e p=0.013

Nivel de significancia: a = 0.05

Se propuso igualdad de varianzas para el analisis.

Valor critico: Si “p” es mayor que 0.05 no se rechaza hipotesis nula.
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Decision: en todos los casos se rechaza hipétesis nula
Conclusion:
Estadisticamente, con un nivel de confianza de 95 %, se infiere que:

e La concentracion de sacarosa y las semanas tienen una relacion lineal con el % de
prendimiento.

e Por lo menos, un tratamiento de la concentracion de sacarosa, es diferente a los demas,
con respecto al % de prendimiento.

e Porlo menos, el promedio de % de prendimiento de una semana es diferente a las demas.

e Existe influencia de la interaccién combinada de concentracion de sacarosa y semanas
en el % de prendimiento.

Por tanto, se confirma la hipétesis general, la cual sostiene que “El aumento en la
concentracion de sacarosa favorece el prendimiento del microinjerto de Prunus persica
“durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa”
Hipotesis especificas
Hipotesis especifica 1 (H.E.1): La variacion de las concentraciones de sacarosa tiene efecto
en la union del xilema y floema de las variedades Huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica
Conclusion: Se confirma esta hipotesis con las evidencias histolégicas de la union del floema
y Xilema de las variedades Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica en las figuras: 2, 4, 6, 8 y
10 indicando que si hubo influencia de la concentracion de sacarosa sobre la unién del

microinjerto.

H.E.2: El prendimiento del xilema y floema se evidencia a través de cortes histologicos entre

las variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.
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Conclusion: Se evidencia el prendimiento de la union del floemay xilema a través de los cortes
histologicos observados por el microscopio a un aumento de 20X y 40X como se aprecia en las
figuras del 1 al 10.

H.E.3: A mayor concentracion de sacarosa, mayor tamafo de hojas desarrolladas de los

microinjertos de las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.

Fuente GL | SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Lineal 7 1263.5 180.50 6.52 0.000
Sacarosa 4 473.6 118.40 4.28 0.002
Semanas 3 789.9 263.30 9.51 0.000
Sacarosa*Semanas 12 341.0 28.42 1.03 0.423

Fuente de la tabla N°8

> Relacion de variables independientes con el tamafio de hojas:

e Hipotesis nula: la relacion no es lineal
e Hipdtesis alternativa: la relacion es lineal
e p=0.000
» Concentracion de sacarosa y el tamafio de hojas
e Hipotesis nula: Todos los tratamientos son iguales
e Hipotesis alternativa: Por lo menos un tratamiento es diferente
e p=0.002
» Semanas y el tamafio de hojas
e Hipdtesis nula: todas las medias son iguales
e Hipdtesis alternativa: Por lo menos una media es diferente
e p=0.000
» Interaccién de sacarosa y semanas en el tamarfio de hojas
e Hipdtesis nula: no existe interaccion
e Hipotesis alternativa: existe interaccion
e p=0.423

Nivel de significancia: a = 0.05

Se propuso igualdad de varianzas para el analisis
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€ %

Valor critico: Si “p” es mayor que 0.05 no se rechaza hipotesis nula.

Decision: en todos los casos se rechaza hipotesis nula, excepto para la interaccion de
concentracion de sacarosa y semanas en el tamafio de hojas

Conclusion:

Estadisticamente, con un nivel de confianza de 95 %, se infiere que:

e La concentracion de sacarosa y las semanas tienen una relacion lineal con el tamafio de
hojas.

e Por lo menos, un tratamiento de la concentracion de sacarosa, es diferente a los demas,
con respecto al tamafio de hojas.

e Por lo menos, el promedio de tamafio de hojas de una semana es diferente a las demas.

e No existe influencia de la interaccién combinada de concentracion de sacarosa y
semanas en el tamafio de hojas.

Por tanto, estadisticamente (o = 0.05), se confirma la hipotesis planteada, la cual sostiene que
“A mayor concentracion de sacarosa, mayor tamafio de hojas desarrolladas de los microinjertos de
las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus persica”.

H.E.4: A mayor concentracién de sacarosa, mayor numero de hojas desarrolladas de los

microinjertos de las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica.

Fuente GL | SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Lineal 7 141.27 20.182 5.98 0.000
Sacarosa 4 56.23 14.059 4.17 0.003
Semanas 3 85.04 28.347 8.40 0.000
Sacarosa*Semanas 12 45.19 3.765 1.12 0.345

Fuente de la tabla N°8

» Relacion de variables independientes con el nimero de hojas:

e Hipdtesis nula: la relacion no es lineal
e Hipotesis alternativa: la relacion es lineal
e p=0.000

» Concentracion de sacarosa y el nimero de hojas
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e Hipdtesis nula: Todos los tratamientos son iguales
e Hipotesis alternativa: Por lo menos un tratamiento es diferente
e p=0.003

» Semanas y el numero de hojas

e Hipdtesis nula: todas las medias son iguales
e Hipdtesis alternativa: Por lo menos una media es diferente
e p=0.000

> Interaccion de sacarosa y semanas en el numero de hojas

e Hipdtesis nula: no existe interaccién
e Hipotesis alternativa: existe interaccion
e p=0.345

Nivel de significancia: a = 0.05

Se propuso igualdad de varianzas para el analisis

Valor critico: Si “p” es mayor que 0.05 no se rechaza hipdtesis nula.

Decisién: en todos los casos se rechaza hipotesis nula, excepto para la interaccién de
concentracion de sacarosa y semanas en el nimero de hojas

Conclusion:

Estadisticamente, con un nivel de confianza de 95 %, se infiere que:

e Laconcentracién de sacarosa y las semanas tienen una relacion lineal con el nimero de
hojas.

e Por lo menos, un tratamiento de la concentracion de sacarosa, es diferente a los demas,
con respecto al numero de hojas.

e Por lo menos, el promedio de nimero de hojas de una semana es diferente a las demas.

e No existe influencia de la interaccion combinada de concentracion de sacarosa y
semanas en el nimero de hojas.

Por tanto, estadisticamente (o = 0.05), se confirma la hipotesis planteada, la cual sostiene que
“A mayor concentracion de sacarosa, mayor tamafio nimero de hojas desarrolladas de los

microinjertos de las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus persica”.
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CAPITULO V. DISCUSION
5.1. Discusion de resultados

Los resultados obtenidos muestran que, luego de haberse evidenciado, histologicamente,
el prendimiento del xilema y floema entre dos variedades de Prunus pérsica; y, establecida la
influencia de la concentracion de sacarosa en la union del xilema y floema, asi como en el
tamafo y nimero de hojas; se puede afirmar que la concentracion de sacarosa tiene efecto en el
prendimiento del microinjerto de Prunus persica.

Por lo expresado, se aceptan las hipotesis especificas del presente trabajo, las cuales
sostienen que: “La variacion de las concentraciones de sacarosa tiene efecto en la union del
xilema y floema de las variedades Huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica”; “El
prendimiento del xilema y floema se evidencia a través de cortes histoldgicos entre las
variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus pérsica”; “A mayor concentracion de
sacarosa, mayor tamafo de hojas desarrolladas de los microinjertos de las variedades huayco
rojo y Okinawa de Prunus pérsica”; y, “A mayor concentracion de sacarosa, mayor nimero de
hojas desarrolladas de los microinjertos de las variedades huayco rojo y Okinawa de Prunus
pérsica”.

Como consecuencia de las afirmaciones del parrafo anterior, se admite la hipétesis
general planteada, en la cual se afirma que “El aumento en la concentracion de sacarosa
favorece el prendimiento del microinjerto de Prunus persica “durazno” variedad Huayco rojo
x Okinawa”.

Al respecto, es oportuno resaltar que, desde el punto de vista biotecnoldgico, un
microinjerto se define como la unién fisica de dos plantas a través de una reconexion vascular

para generar un organismo quimeérico; es decir; formado por células procedentes de distintos
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individuos (Melnyk C. , 2017); tal como se demuestra histolégicamente en el presente trabajo
(Figuras 1-10), donde se ve que hubo prendimiento, evidenciado por la tincion de fucsina acida
y lugol, de los tratamientos 1 al 5.

Cabe recalcar que el efecto regulador de la sacarosa en la division celular y diferenciacion
celular se debe fundamentalmente a la sefializacion, mas que en la disposicion de nutrientes y
el estado energético (Harting & Beck, 2006). Asimismo, la sefializacion de la sacarosa podria
ser la responsable de la expansion celular regulando la extensibilidad de la pared celular (Wang,
y otros, 2010).

Teniendo presente lo mencionado, el prendimiento de un microinjerto, implica procesos
de division celular y diferenciacion para la formacion vascular; xilema y floema (Skylar, Sung,
Hong, Chory, & Wu, 2011); por lo cual, el medio de cultivo debe ser complementado con
sacarosa, para que el proceso de microinjertacion prosiga; toda vez que, en esta fase, se necesite
el efecto regulador de la sacarosa, como moléculas de sefializacion, para regular la expresion

de los genes implicados en el proceso de la microinjertacion (Melnyk, y otros, 2018).

Precisamente, lo afirmado en el parrafo anterior, explicaria la razén por la cual, en el

presente trabajo, inicialmente en todos los tratamientos se registré prendimiento, por lo menos

histol6gicamente, mostrados en las figuras 2, 4, 6, 8 y 10. Donde se observa la conectividad de la

xilema y la formacién del mismo entre la variedad de Huayco rojo y Okinawa, justo en la

interseccion del microinjerto, lo cual apunta la cicatrizacion del tejido; cuyo proceso se

interrumpid o prosiguid, en directa relacion con la cantidad de sacarosa disponible en el medio de

cultivo (Marsch, y otros, 2013)

Esto se debe a que la sefalizacion de la sacarosa regula el proceso del ciclo celular,

activando la expresion de componentes claves como las ciclinas CYCBI;1y CDKBI;1 para la
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transicion de G2 a M; lugar donde ocurre la divisién celular y proliferacion celular (Skylar, Sung,
Hong, Chory, & Wu, 2011).

Ademas, el tiempo y la concentracidn de sacarosa han influido en la formacidn vascular
del microinjerto de huayco rojo y Okinawa; ya que a los tres o cuatro dias la sacarosa reactiva la
expresion del indicador CYCBI;1 responsable de la transicion de G2 a M del ciclo celular (Skylar,
Sung, Hong, Chory, & Wu, 2011); donde ocurre la iniciacion de la division celular en el cambium,
endodermis y la corteza que rodean el floema y xilema dando formacion al callo (Melnyk C. ,
2017).

En mas de una semana el callo sigue proliferando y diferenciandose a cambium y mas tarde
el floema y xilema se diferencian, restableciendo las conexiones vasculares (Melnyk C. , 2017).
Por consiguiente, la sefializacion de sacarosa también es responsable de la expansion celular, la
explicacion se basa en que vac-Inv (invertasa que degrada la sacarosa en la vacuola) interacta con
las quinasas asociadas a la pared (WAK) que regulan la extensibilidad de la pared celular (Wang,
y otros, 2010).

Esto se confirma con el estudio realizado por Melnyk et al. (2018) en Arabidopsis thaliana
donde menciona que la sacarosa induce la expresion de genes asimétricos, es decir, que los genes
expresados en la variedad y patron son diferentes, que son responsables de la reconexion de floema
y xilema al inicio de la microinjertacion, unos dias mas tarde se consigue la simetria de los genes
expresados dando paso a la reanudacién del transporte de nutrientes, azucares y hormonas.

De acuerdo a lo descrito anteriormente, se comprueba que la sacarosa ha influenciado en el
buen prendimiento, desarrollo y crecimiento del tamafio y numero de hojas, en el cual,
estadisticamente segun la tabla 7, se observa que los valores obtenidos por el PTI, PT2, PT3y PT5

son iguales entre si, pero difieren del PT4; esto es en el caso del prendimiento. Para el tamafio de
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hojas los valores alcanzados por el THI, TH2 y TH5 muestran igualdad entre si, pero son diferentes
al TH3 y TH4; y estos a su vez difieren entre si, y para el caso del numero de hojas los valores
logrados de NHI 'y NH5 son iguales entre si, pero diferentes al NH2 y NH3 y estas a la vez son
iguales, pero diferentes al NH4.

Los resultados obtenidos de la microinjertacion con la concentracion de sacarosa, se asemeja
a la investigacion realizada por Tirabante (2018) en citricos; Tangelo minneola “tangelo” sobre
Citrange Troyer. quien demostré que tuvo resultados favorables de prendimiento con 30g/l de
sacarosa. Concentracion que forma parte de nuestro tratamiento.

De igual modo, Singh, Meetei, Kundu, Salma, & Mandal, (2019) evaluaron las concentraciones
de sacarosa en la microinjertacion de citricos de la mandarina Khasi sobre el patrén autdctono
Nemutenga obteniendo resultados favorables en dos semanas con la concentracion de sacarosa de
50g/L; el indicativo fue los brotes como en este trabajo.

Asimismo, Llihua (2018) demostro prendimiento favorable para la microinjertacion de limén
Eureka sobre Citrange Troyer a una concentracion de sacarosa de 45¢g/L. Quien concuerda con lo
obtenido por los resultados del presente trabajo con el tratamiento cinco (45g/L) aungue, no
necesariamente concuerdan en el proceso de microinjertacion, en porcentaje y tiempo; por las
razones expuestas en parrafos anteriores.

En el caso de los tratamientos cuatro y cinco en la figura 7 y 9 de las imagenes A se observa
que el microinjerto muestra pocas hojas y de menor tamafio. Ademas, en las imagenes C se ve que
la tincion de fucsina acida no tifio todas las nervaduras de las hojas indicando que no hubo una
buena conexidn de floema y xilema y esto se comprueba por los espacios vacios observados en la
interseccion de los tejidos entre las variedades Huayco rojo y Okinawa (figura 8 y 10, imagen E)

verificando que no hubo una buena formacion vascular (Yin, y otros, 2012).
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También se menciona en la tabla N°8 que globalmente, la [sacarosa] y semanas han influido
en un 9.36 % sobre el prendimiento; 8.90% y 8.33% en el tamafio y numero de hojas,
respectivamente; demostrando que algo mas del 90% ha sido influenciado por variables
intermitentes, dado a su gran heterogeneidad de valores obtenidos.

lo mencionado en los tres parrafos anteriores, puede deberse a que la sefial del azucar no
es suficiente para desencadenar la division celular. ya que los estudios revelan que, la sefializacion
de azlcar necesita interactuar con la auxina para el desarrollo de la planta (Skylar, Sung, Hong,
Chory, & Wu, 2011).

Ademas, las auxinas tiene un papel importante en la formacion vascular, dado que, estudios
recientes muestran que al momento de hacer los cortes hay una acumulacion de estas mismas por
encima del corte activando la expresion del gen ANACO71 y por debajo del corte se muestra un
agotamiento de auxina activando la expresion del gen RAP2.6L. ambas inducen la conexion
vascular, floema y xilema y estos genes disminuyen cuando cicatriza el microinjerto dando paso a
la respuesta simétrica de los genes de la auxina (Melnyk, y otros, 2018).

También se podria deber a la saturacion de sacarosa. Al respecto Llihua (2018) sostiene
que a bajas concentraciones de azucar (15 a 25¢g/L) hay formacion de xilema, en altas
concentraciones (30 a 40g/L) hay formacién de floema; y las concentraciones intermedias (25-30
g/L) inducen por lo general a la formacién de xilema, floema y cambium entre ambos. En el
presente trabajo se utilizo 40g/L y 45g/L de sacarosa, como alta concentracion, y por ello se habria
formado floema mas no xilema, causando un desequilibrio en el sistema vascular y afectando el
desarrollo de las hojas.

Ademas, ello explicaria los resultados obtenidos (tabla 7) con el test de homogeneidad de

promedios (prueba de Fisher); donde se observa que, estadisticamente, existe homogeneidad de
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prendimiento entre PTI, PT2, PT3 y PT5; siendo diferentes con PT4. del mismo modo en tamafio
de hojas muestran igualdad THI, TH2, TH5, pero diferentes al TH3 y TH4; y, en nimero de hojas
NHI 'y NH5 difieren NH2 y NH3 y estas a la vez son diferentes al NH4.

aunado a lo anterior, los resultados obtenidos (tabla 7), también podrian estar influenciados
por la incompatibilidad generada por estrés del injerto; esto se debe a que hay mas altos valores de
compuestos fendlicos, especies reactivas de oxigeno y en algunos casos, disminucién de niveles
de transcripcion de genes antioxidante (Aloni et al. 2008; Irisarri, Binczycki, Errea, Martens y
Pifia, 2015). Haciendo que los vasos conductores no se formen a través del microinjerto, incluso
puede que haya formacion de callo hasta formacién vascular como en el caso de ciruelo y
albaricoque; pero, la diferenciacién de callo a cambium es muy lenta haciendo que estos
microinjertos llegan a sobrevivir menos de dos semanas (Errea, Felipe, & Herrero, 1994; Pifia,
Errea, & Martens, 2012 ).

Esta incompatibilidad a menudo se presenta en especies lefiosas como, por ejemplo, el
membrillo que es utilizado como patrdn para el vastago de pera donde se espera que la conectividad
floematica se muestre dentro de los 10 a 20 dias después del injerto, pero si se aplaza a los 30 dias
la conexion del floema es limitada haciendo que se retrase la diferenciacion del xilema, estos
injertos son faciles de reconocer porque tienen un crecimiento deficiente o el deceso del injerto
como se muestra en este trabajo (Melnyk C. , 2017) .

También se debe mencionar que la solucion de Lugol determina la presencia de almidon
(cadenas de azucares y glucosa) en plantas injertadas. Si la tincion es mayor en la parte superior
del microinjerto indica que la expresion de genes inducidos por la sacarosa es mayor que en la
parte inferior. Pero segun va pasando el tiempo mediante unién vascular el color se va

uniformizando en ambos lados mostrando simetria de genes. En el caso de este trabajo se tifio la
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planta después de un mes, mostrando un color marron oscuro, la cual indica una simetria de genes
en ambas variedades denotando conexion de floema (Melnyk, y otros, 2018).

Mientras que la tincidn de fucsina acida es un marcador del flujo de agua que interactia a
través del tejido vascular entre células parenquimaticas del xilema, es por ello su tincion fucsia en
los tejidos xilematico que se observa en las nervaduras de las hojas Del microinjerto (huayco rojo
sobre Okinawa). Se recomienda una concentracion no mayor al 0.1% por que su ascenso de la
tincion es mas lento si es méas concentrado (Maceda, 2019).

En este trabajo la concentracion de sacarosa es directamente proporcional al nimero y
crecimiento de hojas, pero en cierto punto, segun lo que haya ocurrido, como la necesidad de la
auxina, saturacion de la sacarosa o la incompatibilidad se detuvo el desarrollo y crecimiento de las
hojas y la cantidad.

CAPITULO VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1. Conclusiones

El aumento en la concentracion de sacarosa favorece en un 9.36 %, conjuntamente con el
nimero de semanas, el porcentaje de prendimiento del microinjerto de Prunus persica
“Durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa; siendo el porcentaje restante motivado por
variables no controladas.

Se logr6 evidenciar histolégicamente el prendimiento del xilema y floema entre las
variedades de Huayco rojo y Okinawa de Prunus persica. En donde el tratamiento uno, dos y
tres mostraron una buena formacion vascular de los tejidos y los indicadores para ello fue las
tinciones.

A mayor concentracion de sacarosa, el tamafio de hojas desarrolladas del microinjerto de

Prunus persica “durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa, influye en un 8.90%
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simultaneamente con el numero de semanas. Siendo el porcentaje restante causado por variables

intervinientes.

A mayor concentracién de sacarosa, el nimero de hojas desarrolladas de los microinjerto de
Prunus persica “Durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa, influye en un 8.33% juntamente
con el nimero de semanas. Siendo el resto del porcentaje propiciado por variables
intervinientes.

6.2. Recomendaciones

Para futuras investigaciones se recomienda evaluar otros pardmetros del microinjerto como la
velocidad de crecimiento de hojas por dia, efecto de las auxinas y clips (sujetadores de los
microinjertos) para la mejor unién del injerto.

Se recomienda evaluar el desequilibrio hormonal entre las variedades Okinawa y Huayco rojo
provenientes de la ciudad de Huaral. Asimismo, medir el grado de compatibilidad de un
microinjerto entre las variedades de Huayco rojo sobre Okinawa.

Se recomienda determinar mecanismos de prevencion en la oxidacion de la variedad que va sobre
el patron, comparar la edad fenoldgica en que se extrae los explantes del campo al laboratorio para
el microinjerto y multiplicar el patron a partir de nddulos axilares, también evaluar su

comportamiento en el microinjerto.
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ANEXOS

Anexo N°2: Recoleccion de varetas de Huayco rojo en la
estacion experimental de Donoso.
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Anexo N°3: Rompimiento de la drupa de las semillas se
Okinawa y desinfeccion de las semillas en hipoclorito
de sodio.

Anexo N°4: Desinfeccion de varetas de huayco rojo en
una solucion de fungicida y bactericida.
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Anexo N°6: plantas de Okinawa sembradas de semilla
para la microinjertacion

Anexo N°5: Plantas de Huayco
rojo micropropagadas in vitro

- . 3 y d

2023/4/11 09:10

Anexo N°7: Técnica de una para la microinjertacién de la

variedad Huayco rojo sobre Okinawa Anexo N°8: Microinjerto de una
semana
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Anexo N°10: proceso de la
fijacion, después de la congelacion.

Anexo N°11: tincion con Lugol y fucsina éacida.
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Anexo N°10: Matriz de consistencia

Titulo:

Matriz de Consistencia

Autores: Brenda Rosangela, Calderon Ojeda; Grecia Elyani, Justo Acosta

Efecto de la concentracion de sacarosa en el prendimiento del microinjerto de Prunus persica “durazno” variedad Huayco rojo x Okinawa.

Problema

Objetivos

Hipotesis

Variables e indicadores

Problema General:

¢Cual es el efecto de la
concentracion de sacarosa
en el prendimiento del
microinjerto de Prunus
persica “durazno” variedad
Huayco rojo x Okinawa?
Problemas Especificos:
PE1l: ;Como influyen las
concentraciones de
sacarosa en la union del
xilema y floema de las
variedades Huayco rojo y
Okinawa de  Prunus
persica?

PE2: (El prendimiento del
xilema 'y floema se
evidencia a través de cortes
histolégicos  entre  las
variedades de Huayco rojo
y Okinawa de Prunus

persica?

Objetivo general:
Determinar el efecto de la
concentracion de sacarosa en el
prendimiento del microinjerto
de Prunus persica “Durazno”
variedad Huayco rojo X
Okinawa.

Obijetivos especificos:
OEl:

de la concentracion de sacarosa

Determinar la influencia

que induce la unién del xilema
y floema entre variedades de
Huayco rojo y Okinawa de

Prunus pérsica.

OE2: Evidenciar
histolégicamente el
prendimiento del xilema vy

floema entre las variedades de
Huayco rojo y Okinawa de
Prunus persica.

OE3: Determinar la influencia

de la variacion de la

Hipotesis general:

El aumento en la
concentracion de
sacarosa favorece el
prendimiento del
microinjerto de Prunus
persica “Durazno”
variedad Huayco rojo x
Okinawa.

Hipotesis especificas:
H1: La variacién de las
concentraciones de
sacarosa tiene efecto en
la unién del xilema y
floema de las
variedades Huayco rojo
y Okinawa de Prunus
persica.

H2: El prendimiento
del xilema y floema se
evidencia a travez cortes

histol6gicos entre las

Variable 1: Efecto de la concentracién de sacarosa

Dimensiones

Indicadores

Escala de medicion

Niveles y rangos

-Concentracion de

Sacarosa

-Cantidad en g/L

Razén o proporcion

Niveles
sacarosa

T 25¢/L

T,: 30g/L

Ts: 35g/L

Ta: 40g/L

Ts: 45¢/L

de

Variable 2: El prendimiento del microinjerto Prunus persica “durazno” variedad Huayco rojo x

Okinawa
Dimensiones Indicadores Escala de medicion Niveles y rangos
Nivel de
-calidad del | -Desarrollo de xilema prgndlmlento:
dim ) . Bajo:0 a 25%
prendimiento Razén o proporcién Medio:25 a 50%
-Desarrollo de floema Alto: 50 a 75%
Muy alto: 75 a
100%

-Tamafio de hojas

-NUmero de hojas

Niveles de Tamafio

de hojas(mm)
Pequefio:1-13

Mediano:14-27

Grande 28-40

Niveles de N°
hojas:

de
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PE3: ¢La variacién en la
concentracion de sacarosa
influye en el tamafio de
hojas desarrolladas de los
microinjertos  de  las
variedades Huayco rojo y
Okinawa  de Prunus
persica?

P.E4: (La variacion en la
concentracion de sacarosa
influye en el méaximo
nimero de hojas
desarrolladas de  los
microinjertos  de  las

variedades Huayco rojo y

concentracion de sacarosa sobre
el tamafio de las hojas
desarrolladas del microinjerto
entre la variedad de Huayco
rojo y Okinawa de Prunus
persica.

OE4: Determinar la influencia
de la variacion de la
concentracion de sacarosa sobre
el maximo ndmero de hojas
desarrolladas del microinjerto
entre la variedad de Huayco
rojo y Okinawa de Prunus

persica.

variedades de Huayco
rojo y Okinawa de
Prunus pérsica.

H3: A mayor
concentracion de
sacarosa, mayor tamafio
de hojas desarrolladas de
los microinjertos de las

variedades huayco rojoy

Okinawa de Prunus
pérsica.

H4: A mayor
concentracion de

Sacarosa, mayor namero

de hojas desarrolladas de

Escaso:0-1
Regular:2-4
Abundante:5 a mas

Okinawa de  Prunus los microinjertos de las
persica? variedades huayco rojoy
Okinawa de Prunus
pérsica.
Nivel - disefio de Poblacién y muestra Técnicas e instrumentos Estadistica a utilizar

investigacion

Tipo:

experimental

Poblacioén:

Variable 1:

Efecto de la concentraciéon de sacarosa

El procesamiento de datos se realizara con el analisis de varianza (ANVA)

para determinar si hay diferencias entre tratamientos con un limite de
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Disefio:
Explicativa con un disefio

experimental

La poblacidn estara constituida
por todas las repeticiones de
evaluacion de las unidades

muestrales; por lo cual la
poblacién tiende al infinito.
Tipo de muestreo:

La confiabilidad de la muestra
estard determinada por la
representatividad y tamafio
muestral de las unidades de
andlisis; la misma que se
estimara a través del siguiente
estadistico (Ostle, 1981).

Z2P.Q

Donde:

n: Tamafio de muestra (n = 100)
Z: Estadistico de prueba (1.96;
con o = 0.05 de significancia)
P=Q=0.50

E = Error muestral (9.8 %).

Técnicas:

Induccion de  sacarosa a  diferentes

concentraciones en un medio establecido.

Variable 2: el prendimiento del microinjerto
Prunus persica “durazno” entre var. Huayco rojo y
var. Okinawa

técnicas: microinjerto

Instrumentos:
Potenciometro modelo HANNA
INSTRUMENTS modelo PH 211

Microprocessor pH meter: que medira las
unidades de pH del medio de cultivo a utilizar en
cada proceso la validez para obtener buenos
resultados es calibrar el instrumento.

Balanza analitica marca OHAUS modelo
PX3202/E: se utilizara para determinar el peso de
las sustancias para el medio. La validez se realizara
mediante calibraciones del instrumento para
obtener resultados confiables.

Estereoscopio OLYMPUS modelo VMZ 1X-4X
se utilizard en INIA, DONOSO para extraer
explantes de las variedades de Prunus persica. La
validez del instrumento en las calibraciones del

instrumento.

confianza del 95%, si existe esta diferencia se empleara una prueba de

rangos multiples de Tukey para realizar las comparaciones a 0.05.
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Microscopio NIKON modelo DSfil se utilizara en
INIA, DONOSO para extraer explantes de las
variedades de Prunus persica. La validez del
instrumento en las calibraciones del instrumento.
Estereoscopio OLYMPUS modelo VMZ 1X-4X
se utilizara para realizar la unién del microinjerto de
las variedades del Prunus persica. La validez del
instrumento en las calibraciones del instrumento.
Microscopio NIKON modelo DSfil se utilizara
para observar la estructura y la conexion del floema.
Para obtener la validez de los resultados se calibrara
el instrumento.

La cédmara de incubacion serd el cuarto de
incubacion que se utilizard para darle las
condiciones adecuadas, intensidad luminica,
temperatura, oscuridad entre otros hasta que se
desarrolla la plantula. Para obtener la validez de los
resultados se calibrara el instrumento.

Camara de flujo laminar TELSTAR modelo
AV-30/70 se utilizara para trabajar con las muestras
en condiciones asépticas sin contaminacion. Para
obtener la validez de los resultados se calibrara el

instrumento.

78




Autoclave marca SYSTEC modelo VB-40 se
utilizard para esterilizar el medio de cultivo y
materiales de vidrio a utilizar en cada proceso. Para
obtener la validez de los resultados se calibrara el
instrumento.

Destilador marca RELES modelo DL/O 5L se
utilizard para obtener agua destilada a utilizar en
cada proceso. Para obtener la validez de los
resultados se calibrard el instrumento.
Refrigerador marca SAMSUNG modelo
RS64R5311M9 se utilizara para refrigerar las
muestras en cada proceso. Para obtener la validez
de los resultados se calibrard el instrumento.
Agitador Magnético marca KOSSODO modelo
F20500162 se utilizara para disolver los reactivos
del medio de cultivo en cada proceso. Para obtener
la validez de los resultados se calibrara el
instrumento.

Dispensador marca HIRASAWA modelo TYPE
FH-10S se utilizaré para verter el medio de cultivo
en los frascos de vidrio en cada proceso. Para
obtener la validez de los resultados se calibraré el

instrumento.
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Anexo 11: instrumento para toma de datos.

Trat.

Sacarosa

g/l

Indicadores

Ml

Ml

Ml

Ml

Ml

MI

Ml

M

MI

Ml

M

MI

Ml

MI

MI

Ml

M

MI

Ml

Ml

25

Desarrollo del xilema

Desarrollo el floema

Numero de hojas

Tamafio de hojas

30

Desarrollo del xilema

Desarrollo el floema

Numero de hojas

Tamafio de hojas

35

Desarrollo del xilema

Desarrollo el floema

Numero de hojas

Tamafio de hojas

40

Desarrollo del xilema

Desarrollo el floema

Numero de hojas

Tamafio de hojas

45

Desarrollo del xilema

Desarrollo el floema

Numero de hojas

Tamafio de hojas
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