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Efecto de los reguladores de crecimiento en la multiplicacién in vitro de papa (Solanum

tuberosum) var. Bicentenaria

Resumen

Obijetivo: Evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en la multiplicacion in vitro
de papa (Solanum tuberosum L.) variedad Bicentenaria. Metodologia: La investigacion se
realiz6 en dos fases. Para cada concentracion de fitohormonas, se evaluaron tratamientos con
acido indol acetico (AlA), bencil aminopurina (BAP), furfurilaminopurina (KIN), acido
indolbutirico (IBA) y &cido giberélico (AGs). En la fase de inicio se sembraron explantes en
el medio Murashige & Skoog (MS) con macro y microelementos en una camara de
crecimiento con condiciones controladas de 20 £ 2 °C de temperatura, humedad relativa de
50% y un fotoperiodo de 16 h luz. En la fase de multiplicacion; se escogieron plantulas con
dos hojas desde los 5 cm de altura evaluandose la produccién de brotes. Transcurrido un mes
y medio los brotes que resultaron vigorosos se transfirieron y se determiné el tamafio del
explante (cm) y el tiempo relativo de crecimiento. A los 10 dias se evalud si el explante era
Optimo para su propagacion por triplicado y su posterior estudio, teniendo en cuenta el
tamafio y estado de las raices y la cantidad de brotes. Los datos resultantes se analizaron
estadisticamente por medio del ANOVA (P=0,95). Resultados: El tratamiento T9 (1,5 ppm
de AG) tuvo la mayor cantidad de hojas y la altura de la plantula los tratamientos T8 (1 ppm
AG)y T7 (0.5 ppm AG) fueron superiores (p< 0,05) al resto de tratamientos, los tratamientos
T5 (1 ppm de AlA), T8 (1 ppm AG) y T6 (1,5 ppm AIlA), obtuvieron el mayor nimero de
raices. Para longitud de raiz, no hubo respuesta a los tratamientos. Conclusiones: Se
establecio el protocolo para la micropropagacion y se logré propagar los explantes de papa
.variedad Bicentenaria por medio de la aplicacion de los reguladores del crecimiento en

cultivo in vitro.

Palabras clave: fitohormonas, papa, vitroplantas, medio de cultivo, propagacion in vitro.
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Effect of growth regulators on in vitro multiplication of potato (Solanum tuberosum cv.
Bicentenaria)

Abstract

Obijective: To evaluate the effect of growth regulators on multiplication in vitro of potato
(Solanum tuberosum L..) cv. Bicentenaria. Methodology: The research was carried out in two
phases. For each phytohormone concentration [ppm] treatments with indole acetic acid
(1AA), benzyl aminopurine (BAP), furfurylaminopurine (KIN), indolbutyric acid (IBA) and
gibberellic acid (GAs) were evaluated. In the initiation phase, explants were seeded in
Murashige & Skoog culture medium with macro- and microelements in a growth room under
controlled conditions of 20 + 2 °C temperature, 50% relative humidity and a photoperiod of
16 hours of light. In the multiplication phase; seedlings with 2 leaves from 5 cm height were
selected and the production of shoots was evaluated. After one and a half months the
resulting vigorous shoots were transferred and explant size (cm) and relative growth time
were determined. After 10 days, the explant was assessed for optimum propagation in
triplicate and further study, taking into account root size, root condition and number of
shoots. Data were statistically analysed by Analysis of Variance (P=0.95). Results:
Treatment T9 (1.5 ppm AG) had the highest number of leaves and in plant height treatments
T8 (1 ppm AG) and T7 (5 ppm AG) were superior (p<0.05) to the rest of the treatments.
Treatments T5 (1 ppm AlA), T8 (1 ppm AG) and T6 (1.5 ppm AlA), obtained the highest
number of roots. For root length, there was no response to the treatments. Conclusions: The
protocol for micropropagation was established and it was possible to propagate explants of

potato cv. Bicentenaria by applying growth regulators in invitro culture.

Key words: phytohormones, potato, vitroplants, culture medium, in vitro propagation.



Capitulo I. Planteamiento del problema

1.1 Descripcion de la realidad problemaética

El pais alberga una elevada biodiversidad de especies vegetales, con enorme indice de
desarrollo agroindustrial y genético, por tal motivo es muy importante identificar, desarrollar
y transferir las nuevas tecnologias entre ellas la biotecnologia, asi como el cultivo in vitro
de especies vegetales de forma automatizada, que optimizan los procesos de produccion y
adaptacion de propagulos elegidos de muestras sin plagas y no infectadas; y podrian usarse
para futuros trabajos de investigacion y diversos experimentos (Consejo Nacional de
Ciencia, Tecnologia e Innovacion Tecnologica [CONCYTEC], 2015).

La papa (Solanum tuberosum), ocupa el cuarto lugar como alimento de elevado consumo
goblamente, luego del maiz, trigo y arroz, es muy importante en la dieta de las personas por
su elevado nivel de nutrientes, segun Camire et al. (2009), 100 g de papa cocida alberga 2.50
g en proteinas, 0.13 g en grasas totales, 21.15 g en carbohidratos, 2.2 g en fibra, ademas de
vitaminas A, B y C (CIP, 2022), ubicandose asi en la produccion mundial, siendo de gran
importancia por ocupar el cuarto lugar, por ser un cultivo altamente consumido,
produciéndose al afio 300 000 toneladas (FAO, 2010). Los tubérculos propagados
vegetativamente, comunmente acumulan en las semillas los fitopatdgenos sistémicos, que se
transmiten de entre generaciones en el cultivo; cuando esto sucede se va perdiendo el poder
de rendimiento de las plantas. Ademas de diferentes factores que causan problemas en la
economia, logrando a alcanzar pérdidas de hasta el 20%, ademas de las plagas y la limitada

tecnologia de produccion que se emplea (Torres, 2002).

Frente a la problematica, la biotecnologia vegetal empieza a obtener un gran impacto y llega
a ser un método tecnolégico; una de las técnicas es la micropropagacion la cual se sustenta
en el principio de que las plantas pueden separarse en componentes que pueden ser
manipulados in vitro y luego volver a crecer hasta formar una planta completa, siendo
prerrequisito el cultivo de tejidos debido a que se logra mantener germoplasma que le
confiere resistencia a patdgenos y mejorar las caracteristicas agronémicas de la papa. Hay
reportados en diversas variedades una optima regeneracion de plantulas por medio de una
gran cantidad de explantes tisulares, entre ellos las hojas, los tallos y los tubérculos (Oropeza,
2012).



El mejoramiento de los procesos de micropropagacion de papa aun no estan dichos en su
totalidad, por lo tanto, se considera como un componente primordial de diversos medios de
cultivo de tejidos vegetales, que prevé el oscurecimiento de los tejidos que se han cultivado
y los medios, por medio de la incorporacion de componentes toxicos como los son
polifenoles libres por los tejidos (Priya et al. 2015) y el acido salicilico esta relacionado en
las respuestas fisioldgicas a fitopatogenos (resistencia sistémica adquirida) (Maksimov &
Yarullina, 2007) e incrementa significativamente el crecimiento radical (Enriquez et al.

2001), con el fin de mejorar dicho proceso.
1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general
¢ Cudl es el efecto de los reguladores de crecimiento en la multiplicacién in vitro de

papa (Solanum tuberosum variedad Bicentenaria)?

1.2.2 Problema especificos
e Cudl es el efecto de los reguladores de crecimiento &cido indolbutirico (IBA),
Acido indolacético (AlA) y acido giberélico (AGs) en la fase de inicio en la

micropropagacion de papa variedad Bicentenaria en condiciones controladas?

e Cuél es el efecto de citoquinas bencilaminopurina (BAP) y furfurilaminopurina
(KIN) en la fase de multiplicacion en la micropropagacion de la papa variedad

Bicentenaria en condiciones controladas?

e Se puede establecer y propagar los explantes de papa variedad Bicentenaria

mediante la técnica de cultivo in vitro?

1.3 Obijetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto de los reguladores de crecimiento en la multiplicacion in vitro de

papa (Solanum tuberosum) var Bicentenaria

1.3.2 Objetivos especificos
e Determinar el efecto de los reguladores de crecimiento IBA, AIA y AGz en la
fase de inicio de la micropropagacion de papa variedad Bicentenaria en

condiciones controladas

e Determinar el efecto de las citoquininas BAP y KIN en la fase multiplicacion de

la micropropagacién de papa variedad Bicentenaria en condiciones controladas

2



e Establecer y propagar los explantes de papa variedad Bicentenaria mediante la

técnica de cultivo in vitro
1.4 Justificacion de la investigacion

Cientifico: Este trabajo investigativo nos permite extender los conocimientos sobre la
propagacion in vitro de papa variedad Bicentenaria. Esta tecnologia ayudara a los
productores de semilla, para que logren producir tubérculos semilla libre de patdgenos y

disminuir el uso de fungicidas para los fitopatdgeno que atacan este cultivo.

Social: Esta investigacién se justifica a razén de que los que producen semillas llevan
sembrando plantas de papa, lo cual tiene un porcentaje de propagacion no siendo lo
adecuado, para tal fin habiendo alternativas de proveer plantas vigorosas y adaptadas para
su propagacion en los campos, este producto se pondra al alcance de los alumnos, técnicos
agropecuarios y agricultores para lograr obtener una gran produccién de semilla que nos
otorga, proporciona y garantiza un material vegetal 100% libre de enfermedades y de gran

calidad genética.

Economico: El trabajo proporcionara al productor de semillas plantulas de papa que se
encuentren disponibles para ser comercializadas, a partir de plantulas de papas sanas, con
capacidad productivas y con las caracteristicas de la variedad Bicentenaria y también de
otras de libre eleccion, que proporcionen una fuente de ingreso en su actividad agricola,
ayudando a promover y aumentar el mercado nacional e internacional con un buen precio,

esto también permitiré elevar la calidad del producto y mejorar estandares de los productos.
1.5 Delimitacion del estudio

La siguiente investigacidon se realizd en el Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos
Vegetales del Centro Internacional de Investigacion para la Sustentabilidad (CIIS) de la
UNDOC, por tener una estupenda infraestructura para lograr desarrollar el trabajo de tesis. De
esta forma se aprovechd todos los reactivos y equipos necesarios para desarrollar la
investigacion, asi como con el apoyo de profesionales que poseen el conocimiento previo
del tema a ejecutar. Esto permitié centrar la investigacion en la linea bien definida y ya

establecida dentro del laboratorio, que se ejecuto durante cinco meses.



Capitulo 1. Marco teorico
2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1 Investigaciones internacionales

Polo (2019), evalu6 tres medios de cultivo para la micropropagacion de papa en condiciones
controladas, los tres medios estuvieron complementados con almidones que son: quinoa,
banano y papa, con dos dosis (25 y 75 g). Evalud: la cantidad de nudos, de hojas, de raices,
la altura (cm). El andlisis de resultados mostré que, el tratamiento dos (MS + Almidon de
quinoa 25cc), se encontrd dptimos resultados en las dosis evaluadas, en la cantidad de nudos
19,50 por plantula, cantidad de raices 5,75 por plantula, cantidad de hojas 19 por plantula,
altura 7,80 cm por vitroplanta. Se comprob6 que la mezcla de los almidones en el medio de
cultivo MS es una opcion accesible para completar y elevar la eficacia para el cultivo in vitro

de papa.

Lopez (2019) evalud seis cultivos de propagacion in vitro de meristemos de papa. Se empled
el medio Murashige & Skoog (MS) + &cido ascérbico 3,0 mg/L Tratamiento A, MS + A +
acido giberélico 2 mg/L tratamiento AG, MS + AG + 6- bencilaminupurina 0,5 mg/L
tratamiento AGBAP, MS + AG + kinetina 0,5 mg/L tratamiento AGK y MS sin agregar
fitohormonas con 20 g/L sacarosa y pH de 5,6. Los datos a analizar fueron fenolizacion,
formacion de callo, cantidad de nudos y altura de planta a los 60 dias. Las plantulas en todas
las dosis no presentaron fenolizacion; los resultados de los tratamientos: AG persento 60 %,
AGBAP 100% y AGK 100% de induccion. Ademas el &cido giberélico no afecto la
elongacion del tallo y la distancia de los entrenudos, posiblemente por la mezcla con
citocininas. Los resultados de MS sin fitohormonas sacarosa y pH de 5,6 presentd mayor
numero de nudos (8,17) y altura (8 cm) al dia 60. El medio éptimo para el cultivo para la

propagacion in vitro de meristemos de papa fue el MS con sacarosa.

Quisbert (2019) estudio el efecto de tres diversos tratamientos con carbéon activado (CA) y
diversas fuentes de carbono (azucar comercial, glucosa, miel de abeja, miel de cafia melaza)
en la multiplicacion de vitroplantas de papa. EI mayor crecimiento se obtuvo con azlcar
comercial 30 g/L y CA 1 g/L; en segundo lugar obtuvo un elevado rendimiento empleando
azlcar comercial 30 g/L y CA 4 g/L .También se logré la adquisicion de pigmentacion de la
especie y se concluyo que las fuentes de carbono influyen significativamente, produciendo
75 % con una elevada pigmentacion y un 25% sin pigmentacién, en la cual se le empled solo

melaza 10 g/L del medio de cultivo.



Mora (2017) implementd la produccion de minitubérculos de papa de pulpa de colores por
la técnica convencional y aeroponia. Bajo el esquema convencional de produccion de
semillas de papa, fue posible obtener desde 7 hasta 23 tubérculos por planta entre los
genotipos evaluados, con un porcentaje de 77 a 96% para semilla apta para establecimiento
en campo. Llevé a cabo con éxito la instalacion y optimizacién de la técnica aeroponica.
También tuvo la posibilidad de observar el comienzo de la tuberizacion de forma diferente
en los genotipos bajo el sistema aeroponico, a los 35, 44 y 75 dias luego del trasplante, con
un promedio de dos tubérculos por plantula, teniendo éstos un tamafio promedio de 30 mm,

lo que confirma la adaptacion de la técnica para la elaboracion de tubérculos semilla.

2.1.2 Investigaciones nacionales

Gil (2021) determin0 el efecto de diversas dosis de azlcar y de 6 - Bencilaminopurina (BAP)
en la tuberizacién in vitro de papa de pulpa de color, utilizando el medio MS con cloruro de
mepiquat, en diversas dosis de azlcar y BAP, realizando la evaluacion luego de 90 dias.
Concluy6 que el tratamiento conformado por MS con cloruro de mepiquat a 0,1%, azucar al

8% y BAP a 2,5 ppm, fue el mejor para la propagacion de tubérculos.

En la investigacion de Yauri (2019) se analizo el efecto de compuestos nutritivos en la
micropropagacion de explantes de papa por medio de microesquejes uninodales de explantes
micropropagados, utilizando el sistema autotréfico. Empled esquejes uninodales de
explantes micropropagados de 25 dias, los que se propagaron autotroficamente en cajas con
una cantidad de 12 plantulas/caja y pH de 5,7. Luego de 10 dias de la propagacion in vitro
se hizo el andlisis de la cantidad de plantas sobrevivientes y la altura de los explantes
prendidas, a los 15, 20, y 25 dias se hizo la medida de la altura de los explantes, la medida
del tallo y el nimero de raices por explantes que crecieron a los 25 dias. EI 6ptimo resultado
se tuvo en el T4, compuesto con aplicaciones de riego de 20 ml, elaborado de solucion
nutricional hidroponica y se empled turba con musgo: se hallé que para producir explantes
de papa, por medio del sistema autotrofico es recomendable se empled sustrato y solucién

nutricional, y con precios que favorecen la produccion de semilla pre béasica.

Tolentino (2019), en el andlisis del efecto de los reguladores de crecimiento en la
propagacion de papas amargas, evalud la supervivencia, contaminacion y muerte de
explantes realizando tres tratamientos con hipoclorito de sodio (NaClO) a diferentes niveles,
empleando el medio MS complementado con azucar al 3% y Phytagel 0,3%. Para la fase de

multiplicacion se utilizaron 9 dosis de bencilaminopurina (BAP), acido giberelico (AG3) y



un tratamiento control. Se analiz6 la cantidad de nudos y tamafio del tallo. Para el
enraizamiento se emplearon 05 dosis con acido indol acético (AlA). Se calculo el tamafio y
la cantidad de raices. A todas las dosis se les coloco el fotoperiodo de 16 horas luz y
temperatura de 20°C. El 6ptimo tratamiento de desinfeccion fue con NaClO al 1%, en donde
se tuvo solo un 6% de contaminacion, 91% de sobrevivientes y 3% de plantulas muertas.
Las optimas dosis que tuvieron mayor cantidad de nudos fueron las de 1,5 ppm de BAP y
0,5 ppm de AG3 teniendo asi 4 nudos/plantulas. La dosis 6ptima para el tamafio del tallo fue
con 1 ppm de AG3 con un valor de 64,1 mm de tamafio del tallo/plantula. En la mezcla de
1,5 ppm de BAP con varias dosis de AG3, la 6ptima dosis fue con 1,5 ppm de BAP, llegando
a un valor de 36,9 mm del tamafio de tallo/plantula, no tuvo diferencias estadisticas en la
propagacion de nudos utilizando 1,5 ppm de BAP agregado con varias dosis de AG3. El
Optimo enraizamiento fue con dosis de 2 ppm de AIA con un valor de 10 raices/plantula,

mientras que el testigo logro tener 26 mm de tamafio de raiz/plantula.

Rosario (2019) evaluo el efecto de las citoquininas BAP y KIN en la multiplicacion in vitro
de las papas amargas, empleo con dos dosis de Hipoclorito de sodio (0,75% y 1%), al
compararlos, hallo que los valores de contaminacién y sobrevivencia no se diferencian de
las plantulas con tratamiento. Tambien; el efecto que provoca las citoquininas en el tamafio
de los explantes, en la cantidad de nudos, el tamafio de las raices y la cantidad de raices;
tiene un efecto dafiino, ya que retarda el desarrollo de los explantes, sus hojas y sus raices.
Los resultados del BAP en los niveles analizados es mucho mas fuerte comparado con el
KIN, ademas de la dosis de KIN es importante en el desarrollo de las raices, y el BAP no

logra producir ninguna raiz.

Carrion (2017) trabajo en la propagaciéon de microtubérculos de papa en un proceso de
inmersion temporal y la produccién de este en un vivero para lo cual utilizo plantulas in vitro
provenientes de CIP (var. Canchan, Yungay, Unica, Capiro y Peruanita); en pruebas in vitro
la dosis del dia 0 es la que tuvo elevada cantidad de masa fresca con 0,977 g, aunque no
vario mucho con el resto a las dosis aplicadas. Mejores resultados de tuvieron con la dosis a
los 14 dias el cual tuvo méas rendimiento de tuberculillos. La masa fresca producida de las
variedades fue significativa, siendo la variedad Canchan la que mas peso fresco obtuvo con
8,679, Yungay fue la que menor peso fresco obtuvo con 2,83g. En numero de
microtubérculos, Peruanita fue la que mas cantidad de microtubérculos obtuvo con 20
unidades y Yungay la de menor cantidad (4,6). En vivero se apreci6 que la produccion de

los cuatro tipos de semilla, en la variedad Canchan se encontré diferencias, siendo las
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plantulas las que provienen de microtubérculos grandes con optima produccién, con un peso
fresco por plantula de 29,39g y 5,08 minitubérculos, por otro lado, las plantulas que

provienen de microtubérculos pequefios rindieron 10,85 g y 2,62 minitubérculos.

2.2 Bases teoricas

2.2.1 Resefia histdrica de la papa

Segun el Centro Internacional de la Papa [CIP] (2022), la papa tuvo su origen en Sudamérica
en las partes altas de la cordillera, en la cual ha sido parte de la dieta por aproximadamente
8 000 arfios. Los conquistadores europeos trasladaron la planta a Espafia en el siglo XVI a la
cual la adaptaron en su clima, llegando a ser hasta ahora un alimento de suma importancia,
popular y clasico. Las papas a comunmente eran consumidas en los buques para evitar
escorbuto, esta era una enfermedad provocada por la falta de vitamina C. En el siglo XIX la
papa habia sido distribuida por todo el continente europeo, la cual era un alimento barato y
numeroso para los trabajadores en la Revolucién Industrial. Segun el CIP (2022) esta planta
fue domesticada por primera vez en el Lago Titicaca ya hace mas de 6000 afios, en la cual

alberga la mayor diversidad de especies nativas en la actualidad.

2.2.2 Cultivo de la papa

Es una planta herbacea anual de tallo que pueden alcanzar de 0,6 a 1 m de longitud y sistema
radical fibroso. Perteneciente a la familia de las Solanaceae, y al género Solanum, en la cual
también se encuentra el tomate (Solanum lycopersicum L.), el aji (Capsicum annuum L.) y
la berenjena (Solanum melongena L.) (Rodriguez-Pérez, 2010). Esta planta se divide en dos
subespecies muy poco diferentes: andigena, la cual esta adaptada a estados de dias cortos, se
cultiva principalmente en la cordillera de los Andes, y tuberosum, esta es la variedad que
actualmente se cultiva en el mundo y segun estudios dice que es descendiente de una que se
introdujo en Europa de las papas andigenas, luego de eso fue adaptada poco a poco a dias
mas largos (FAO, 2010). Este tubérculo cuya principal funcién fisiolégica es acumular
nutrientes en los tuberculillos. En la fase de tuberizacion se necesitan cantidades enormes de
agua, también para cultivarlas se necesita tierras suaves, esponjosas y con aireacion, para el
Optimo crecimiento son necesarios los suelos arenosos y no los arcillosos, ya que los
arenosos el nivel del pH se encuentra entre 4,5y 7,5, los cuales son necesarios para su
desarrollo (La Torre, 2012). La papa ocupa el cuarto lugar como alimento impresindible en

la alimentacidn regular de las personas. Cuando se cosecha alberga un 80% de agua y 20%



de material seco en los cuales alberga gran cantidad de micronutrientes en especial la
vitamina C (FAO, 2010).

2.2.3 Descripcion botanica de la especie
La caracterizacion morfologica del cultivo de papa fue descrita por Egusquiza (2000):

e Tallo. Las plantaciones que provienen de semilla verdadera tienen un tallo principal, en
cambio las que provienen de tubérculo semilla pueden proporcionar diversos tallos. El
tallo es principalmente de color verduzco y algunas veces puede tener el color marrén-
rojizo o morado. Las yemas que crecen en el tallo entre la parte axilar de las hojas
pueden extenderse hasta llegar a formar tallos a los lados, estolones, inflorescencias y,
en ocasiones, tubérculos aéreos.

e Raiz. La raiz puede crecer por medio de una semilla o de un tubérculo. Cuando se
desarrolla por medio de una semilla, crece una pequefia raiz axonomorfa, con
ramificaciones a los lados. Cuando se desarrolla de tubérculos, crecen raices
adventicias, primeramente, en la estructura de cada brote y luego sobre los nudos en la
zona interna de cada tallo. La estructura radical se transforma de delicado y superficial
a fibroso y profundo.

e Hoja. Las hojas se distribuyen en forma de espiral en el tallo. Siempre, las hojas estan
hechas, es decir, albergan una estructura central y luego se dispersan en foliolos. Cada
raquis tiene diversos conjuntos de foliolos principales a los lados y un foliolo donde
termina.

e Flor. Las flores tienen cinco pétalos y son principalmente blanquecinas, también crema,
celestes, rojizo o lilas en sus diversas tonalidades e intensidades. Las flores son
monoicas, logrando desarrollar frutos denominados bayas, las cuales contienen la
semilla botéanica de papa.

e Tubérculo. Son tallos modificados y forman los primordiales organismos de
almacenamiento de la planta de papa. Un tubérculo tiene dos lados: el basal o lado ligado

al estoldn, que se denomina talén, y el lado opuesto, denominado apical o distal.

2.2.4 Fenologia de la papa

Los brotes crecen entre 10 - 12 dias en el tubérculo semilla cuando son sembrados en el
campo Y tienen las condiciones idoneas de temperatura y humedad en el camo (Roman y
Hurtado, 2002). En su fase vegetativa, hay incremento de follaje y raices de forma seguida;

dura un promedio de 35 dias; el tamafio puede cambiar de 0,40 a 0,90 m para la subespecie



tuberosum y llegando a medir hasta 2 m en comparacion de la subespecie andigena. Cuando
estos puntos de propagacion disminuyen sus requisitos de fotosintatos, inicia la propagacion

de los tubérculos o también llamada tuberizacion (Egusquiza, 2000).

En variedades jovenes, la tuberizacion inicia a los 30 dias luego de su siembra; en otras
variedades intermedias, esta en los 35 a 45 dias; y en las mas tardias esta entre los 50 a 60
dias. Los dias iniciales luego del comienzo de la tuberizacion 5 - 20% de los asimilados son
traslocados hacia los tubérculos, aumentandose con el pasar de los dias hasta su cosecha
(Gawronska et al., 1984; Burke, 2003). Este proceso dura unos 30 dias. Los tubérculos llegan
hasta su madurez fisioldgica a los 75 dias, en variedades jovenes, 90 dias para intermedias y
120 dias para variedades tardas. En este proceso los tubérculos logran cosecharse y
almacenarse (Roméan y Hurtado, 2002).

2.2.5 Clasificacion taxonomica de la papa
Fuente: Montaldo, (1984).

Reino: Plantae
Division: Magoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Solanales
Familia: Solanéceas
Género: Solanum
Especie: tuberosum
Nombre cientifico: Solanum tuberosum
Nombre comun: Papa

La papa es un cultivo herbaceo anual que llega a crecer hasta unos 100 cm de alto. En el
tiempo de crecimiento de la papa, sus hojas compuestas sintetizan el almidon que es
dispersado luego hasta los tallos subterraneos (o estolones). Estos organulos se ensanchan

para formar tubérculos cercana del lado del suelo. Logran formarse de algunos pocos hasta



20 tubérculos. La cantidad de tubérculos que alcanzan la madurez depende de la disposicion

de humedad y nutrientes del campo (Centro Internacional de la Papa [CIP], 2022).

2.2.6 Cultivo in vitro de tejidos vegetales

Calva y Peérez (2005) nos dicen que cultivar células y tejidos vegetales se refiere a la unién
de técnicas empleadas para realizar propagacion de células, tejidos u organulos vegetales in
vitro, a nivel aséptico, sin microorganismos, lo que nos habla sobre el principio de
totipotencia, lo que nos explica que cualquier célula vegetal tiene una copia integra del
material genético de la plantula de la cual se extrajo sin importar su funcion o lugar de ella,

por lo que tiene el poder para propagar una nueva plantula.

Aguirre et al. (2016) definen a la produccion de tejidos vegetales como una nueva
herramienta procedente de la biotecnologia vegetal que dispersa estructuras de una plantula
y las propaga en un medio de cultivo elaborado para cultivar in vitro dandole las condiciones
de salubridad para tener metabolitos, tejidos, érganos o plantulas completas, donde las
plantulas o partes de las plantulas analizadas son sembradas en un frasco de vidrio, el termino
cultivo in vitro deriva del latin in: adentro, vitro: vidrio), en otras palabras, en un recipiente

de vidrio, en una placa Petri, en un matraz, etc.

El dialecto cultivo in vitro de plantulas, quiere decir sembrar plantulas adentro de un
recipiente de vidrio, dando un ambiente artificial, en el cual este método de sembrar las
plantulas tiene dos formas primordiales: la sanidad (ausencia de gérmenes, etc.), y el control
de los factores que intervienen en el crecimiento (Castillo, 2004).

2.2.7 Etapas de la micropropagacion

2.2.7.1 Etapa 0: Seleccion del material vegetal o planta donadora

Roca y Mroginski (1993), comunican que este proceso pertenece a la eleccion del material
vegetal del cultivo madre o plantula donadora y es uno de los factores indispensables para
llegar al éxito o el fracaso de la propagacion de un cultivo determinado, donde la plantula
madre tiene que estar salubre, lejos del estado de senescencia y sin sefiales de enfermedad
por fitopatogenos, sabiendo que los tejidos jovenes tienen una cantidad mas elevadas de
células en division por lo que al comenzar en tejido des diferenciado su cantidad de

propagacion sera mas elevada.

Es recomendable tener la plantula madre en un invernadero, para lograr controlar su

temperatura, humedad, condiciones de salubridad, y nutricion necesaria para desarrollar
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eficazmente, preferentemente esta debe estar en estado juvenil ya que el material vegetal que

se tendré la edad y caracteres fisioldgicos de la plantula madre (Roca y Mroginski, 1993).

2.2.7.2 Etapa 1: Establecimiento del cultivo aséptico

Roca y Mroginski (1993), muestran que, teniendo un cultivo salubre del material vegetal
escogido, para lo cual debe efectuarse un procedimiento de desinfeccion de los explantes y
asi prever que se presenten microorganismos que contaminen el medio de propagacion y
dafien la plantula en un proceso corto a causa de la disputa por los nutrientes del medio de

cultivo.

Aguirre et al. (2016), expresan que los mas comunes y menos dafinos, son los componentes
hechos en base a cloro como el hipoclorito de sodio o de calcio, también se le adicionan
gotas de detergentes a estas soluciones para optimizar el contacto de éstas con las muestras
vegetales, como el Tween 20 que es el mas empleado en dosis de 0,01 a 0,05 % (v/v),
detergentes para lavar utensilios de cocina son utilizados para sustituirlos; el alcohol
principalmente es empleado a una concentracion de 70 y 80 % (v/v), dosis més levadas de
alcohol, son menos eficientes y pueden llegar a deshidratar los tejidos vegetales, también de
ser germicida, el alcohol es surfactante y utilizarlo al comienzo, favorece la efectividad de
los otros productos, después de la desinfeccion, siguen de tres a cinco lavados con agua

destilada estéril.

Roca y Mroginski (1993), dicen que cada especie de plantulas necesita diversos protocolos
de desinfeccion; de igual forma, la desinfeccion de los 6rganos o tejidos vegetales utilizados
como explantes requeriran diversos protocolos, dosis y tiempos de sumersion en las

soluciones de agentes quimicos de desinfeccion.

2.2.7.3 Etapa 2: Induccion de brotes

Luego del proceso de propagacion del cultivo que esta en la fase de desinfeccion del material
vegetal y la preparacion del medio de cultivo, sigue el proceso de propagacion de brotes,
después se realiza la propagacion del material vegetal en estado de limpieza total en cdmaras
de flujo laminar para proteger la muestra de interés; con esto se quiere disminuir
completamente la posibilidad de contaminacion externa hacia las plantulas o el medio de
propagacion (Roca y Mroginski, 1993). Los componentes del medio de cultivo es
indispensable, ya que por esta depende los resultados del crecimiento de la plantula, también
se tiene que tener en cuenta que las plantulas propagadas no son plenamente autotrofas por

lo que necesitan de la incorporacion de azucar y diversos componentes que motiven su
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propagacion para cada variedad de plantula con la que se trabaje, también se encuentran
varias formulaciones de medios de cultivo: pero el mas usado es el medio Murashige y

Skoog, fundamentalmente si el propoésito es la regeneracion de las plantulas (Pierik, 1990).

Se debe recalcar, que entre las esenciales diversidades de los medios de cultivo esta el uso
de compuestos como las hormonas que se utilizan para promover la diferenciacion y
propagacion celular, estos componentes son de diversos como: citoquininas, auxinas,
giberelinas, brasinolidas, y otros, que después de realizada la siembra de las plantulas en
estos medios de cultivo, se tienen los recipientes donde se coloco las explantes en una
incubadora en la cual seran supervisados diariamente para registrar si existe 0 no
contaminacion, si no se encuentra contaminacion las plantulas se quedaran en dicha
incubadora hasta que se dé el crecimiento esperado o la plantula necesite de un cambio de

medio de cultivo para la diferenciacion del tejido (Roca y Mroginski, 1993).

2.2.7.4 Etapa 3: Multiplicacion de brotes

Luego del crecimiento de la plantula y propagacion, se apreciard que las plantulas hayan
propagado brotes con hojas, el tejido propagado puede ser otra vez fragmentado y sembrado
a un nuevo medio de cultivo en el cual se desarrollard y seguira creciendo procediendo a la
formacion de tejido des diferenciado, callo o formacion de brotes (Cubero, 2003). Con esto,
se proporciona sub cultivos de la materia prima o plantula madre, la cual tiene a las plantulas
clones de dicha especie, los nuevos brotes se deberan sub cultivar seguidamente con la
finalidad de tener una alta cantidad de explantes o propagulos en cada division de la planta;
la cantidad de plantulas que se adquiera depende de la clase de especie vegetal, su genética,

y de condiciones del medio de cultivo (Castillo, 2004).

2.2.7.5 Etapa 4: Enraizamiento y elongacién

En la etapa de enraizamiento, las plantulas multiplicadas en la fase de multiplicaciéon son
transportados a un nuevo medio de cultivo que tiene nivele menores de sales minerales, es
por eso que, no todas las especies vegetales requieren el uso de medios de enraizamiento
para la formacion de sus raices ya que en la etapa de multiplicacién y enraizamiento ocurre
seguidamente; por lo que este proceso depende mucho de la especie vegetal utilizada en el
estudio (Roca y Mroginski, 1993).

2.2.8 Hormonas y reguladores de crecimiento
En la actualidad, el conjunto de fitohormonas ha ido incrementandose y ahora esta incluido

el &cido abscisico, las auxinas, brasinoesteroides, citoquininas, etileno, giberelinas,
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jasmonatos, acido salicilico y estrigolactonas (Depuydt y Hardtke, 2011; Santner et al.
2009), también existen algunas que tienen efectividad y que ain no han sido descritas o
estudiadas a profundidad como fitohormonas, un ejemplo son las poliaminas, el 6xido nitrico
y los péptidos (Davies, 2004; Dharmasiri, 2013). Estos se han vinculado en varias u otras
formas a la regulacién de cada proceso de la vida de los explantes, desde su crecimiento
hasta su respuesta de las plantulas a los niveles de estrés bioticos y abidticos (Santner et al.,
2009; Wolters y Jurgens, 2009). La sintesis de una fitohormona esta mayormente regulada,
principalmente fija a una retroalimentacion positiva o negativa estudiada por las condiciones
y luego afectado por una interaccidn con otras fitohormonas y factores ambientales. Una vez
elaborado, diversas fitohormonas estan dispuestas a alteraciones quimicas que dafian su
efectividad, en algunos casos, la fitohormona inactivada se podria almacenar y luego ser
liberada fugazmente en manera activa por medio de una reversion de estas modificaciones
(Andnimo, 2010). Las fitohormonas podrian dedicar su proceso en su zona de accion,
trasladarse por medio de toda la plantula por medio del xilema o floema, trasladarse a
pequefias distancias entre células por proteinas transportadoras o en algunos casos ser

dispersada libremente por medio de las membranas (Anénimo, 2010).

2.2.8.1 Auxinas

Aguirre et al. (2016), expresan que estas son las primeras fitohormonas de la cual hubo una
descripcidn, su forma es un proveniente del fenol o el indol, y en su estructura tiene anillos
aromaticos con dos enlaces conjugados, todas las auxinas son acidas; ain no se establece el
modo de accion, pero tiene relacidn directa con su estructura, ya que si se modifica pierde
su funcién. Dentro del grupo de las auxinas se encuentran el ANA, AIB, 2,4-D y el AIA,
esta Ultima es sintetizada por medio de tejidos meristematicos en la plantula (Prieto et al.
2005).

2.2.8.1.1 Auxinas naturales
Sharry et al. (2015), expresan que el Acido indol acético (AIA) es la Gnica auxina
proporcionada naturalmente que se encuentra en los lugares de crecimiento, siendo
fotosensible, por lo cual no es conveniente emplearlo en la propagacion en suspensiéon al ser
una fitohormona que se encuentra naturalmente, la disipacion del tejido es muy fugaz ya que
en las plantulas estdn las enzimas denominadas oxidasas las cuales hidrolizan a la

fitohormona de forma que su duracion es minima y su efecto es leve.
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2.2.8.2 Auxinas sintéticas

Sharry et al. (2015), nos dicen que de las auxinas que son sintétizadas en laboratorio estan
el Acido naftalenacético (ANA), &cido 2,4 diclorofenoxiacético y Acido indol butirico
(AIB), que son primordiales para cultivar meristemos, en el procedimiento de morfogénesis
directa e indirecta, en la induccién de embriogénesis somatica, en el enraizamiento de

microesquejes y actdan promoviendo la propagacion de apices caulinares.

2.2.9 Citoquininas

Sharry et al. (2015), nos dicen que las Citoquininas son empleadas para promover la division
celular, principalmente al unirlas con auxinas, las que en elevadas dosis proporcionan el
crecimiento de brotes adventicios e inhiben el crecimiento de raices, proocando la
multiplicacion de tallos y propagacion de yemas a los lados, por medio de la disminucion de
la dominancia apical, ralentiza el procedimiento de envejecimiento celular e influyen en el
transporte de auxinas, ya que diversos de tejidos necesitan principalmente Citoquininas para

el fendmeno de la organogénesis, éstas no son necesarias.

2.2.9.1 Citoquinas naturales
Sharry et al. (2015), expresan que en las Citoquininas naturales puede encontrarse la Zeatina,
que se saca del endospermo del maiz, y 6 isopentanil adenina (2IP), aislada de Clostridium

tumefaciens, la cual elabora una sobre expresion de los tejidos.

2.2.9.2 Citoquininas sintéticas

Sharry et al. (2015), mencionan que las citoquininas sintéticas son: 6-benciladenina (6 BAP)
o también conocida como bencilaminopurina (BAP); la kinetina (KIN) también conocida
como 6- furfurylaminopurina (FAP) y fue la primera Citoquinina identificada producida de

sintesis por la degradacion térmica del ADN.

2.2.10 Giberelinas

Sharry et al. (2015), expresan que las giberelinas se localizan de forma natural en las
plantulas y proporcionan una elongacion de estas, alargamiento de los entrenudos y la
propagacion meristematica, provocando una ruptura de dormancia de los embriones
propagados o de las semillas las cuales no promueven la propagacion de tallos y raices

adventicias, siendo el Acido giberélico (AGs) el mas empleado el cultivo in vitro.
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2.3. Definicién de términos basicos

e Planta madre: La cual por medio de su propagacion se va a tener los esquejes, gajos
0 yemas para proporcionar clones o plantulas hijas, que seran idénticas a la original
(Sucojayo, 2012).

e Desinfeccion: Es un procedimiento con sustancias quimicas que elimina o erradica
los contaminantes ya sean microbianos ya sea anulando la propagacion de estos en
su estado de crecimiento vegetativo y eliminando los restos para su propagacion
(Luque y Mareca, 2018).

e Esterilizacidn: Es el procedimiento por el cual se tiene un material, producto o medio

de cultivo sin contaminantes biologicos vivos (Luque y Mareca, 2018).

e Medio cultivo: Estos productos son una combinacion de nutrientes que, en niveles
dptimos, en valores fisicos precisos, ayudan al crecimiento de tejidos vegetales
(Castillo, 2013).

e Fitohormonas: Son componentes elaborados por células vegetales y se emplean en
otras células como mensajeras quimicas, siendo capaces de establecer de forma

predominante los sucesos fisioldgicos de las plantulas (Cantero, 2014).

e Yemas axilares: Es un brote embrionario que se encuentra en la zona axilar de la
hoja. Cada yema tiene el poder de proporcionar un nuevo brote, y puede
especializarse en la produccion, ya sea brotes vegetativos o brotes reproductivos
(Otegui, 2007).

e Meristemo apical: Son los encargados de la propagacion de la estructura primaria de
la plantula, se pueden encontrar en los apices de raices y de los tallos, principales y
a los lados (Otegui, 2007).

2.4 Hipotesis de investigacion

2.4.1 Hipotesis general
La aplicacion de reguladores del crecimiento mejoran la micropropagacion de papa

variedad Bicentenaria bajo condiciones controladas (in vitro).

Hipotesis alternante: La aplicacion de reguladores del crecimiento no tienen el efecto
de mejorar la micropropagacion de papa variedad Bicentenaria bajo condiciones

controladas (in vitro).
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2.4.2 Hipotesis especificas

Las auxinas IBA y AlA y las giberelinas AG3 influyen en el desarrollo de las
microplantas de papa variedad Bicentenaria en la fase de inicio bajo condiciones

controladas.

Las citoquininas BAP y KIN influyen en la fase multiplicacion de Ia

micropropagacion de papa bajo condiciones controladas.

Los reguladores de crecimiento permiten un mejor establecimiento y propagacién de

los explantes de papa variedad Bicentenaria mediante la técnica de cultivo in vitro.

2.4.3 Operacionalizacion de las variables

A continuacion, se muestran las variables, dimensiones e indicadores para el

andlisis de las muestras de papa (tabla 1).

Tabla 1

Variables, dimensiones e indicadores

Variables Dimensiones Indicadores
X, independientes e Medio de cultivo
Dosis de Auxinas y Concentracion de e  Parte por millon (ppm)

citoquinas y AGs en el Variedades e Variedad Bicentenaria
medio de cultivo

Y, dependientes

Crecimiento en la .
micropropagacion de papa Peso fresco (g)
Longitud de raiz
Longitud del tallo
Proliferacién de yemas

Porcentaje de contaminacion

Caracteristicas
morfoldgicas y
funcionales in vitro

Capitulo I111. Metodologia
3.1 Gestion del experimento

3.1.1 Ubicacioén

La siguiente tesis se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales del

Centro Internacional de Investigacion para la Sustentabilidad (CIIS) de la Universidad

Nacional de Cafiete (UNDC).

Distrito: Lunahuand



Provincia: Cafiete

Departamento: Lima

Figura 1l

Lugar donde se encuentra la Universidad Nacional de Cafiete (UNDC) en el distrito de Cafiete - Lima

3.1.2 Caracteristicas del area experimental
El laboratorio donde se realizé el experimento tiene las siguientes caracteristicas:

e Altura: 2,5m
e Ancho:7m
e Largo:13,5m

3.1.3 Tratamientos
Para cada concentracion de fitohormonas en parte por millén (ppm) se realizaron los
tratamientos dispuestos en la Tabla 2.

Tabla 2

Tratamientos que se aplicaron experimento en cada fase de la tesis

Fase de inicio
Tratamiento 0 MS
Tratamiento 1 IBA (0,5 ppm)
Tratamiento 2 IBA (1 ppm)
Tratamiento 3 IBA (1,5 ppm)
Tratamiento 4 AlA (0,5 ppm)
Tratamiento 5 AlA (1 ppm)
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Tratamiento 6

AlA (1,5 ppm)

Tratamiento 7

AG3 (0,5 ppm)

Tratamiento 8

AG3 (1,0 ppm)

Tratamiento 9

AG3 (1,5 ppm)

Fase de multiplicacion

Tratamiento 0 MS
Tratamiento 1 BAP (0,5 ppm)
Tratamiento 2 BAP (1 ppm)
Tratamiento 3 BAP (1,5 ppm)
Tratamiento 4 KIN (0,5 ppm)
Tratamiento 5 KIN (1 ppm)
Tratamiento 6 KIN (1,5 ppm)

3.1.4 Disefio experimental
Se uso el Disefio Completamente Aleatorizado con 10 repeticiones por tratamiento en cada

etapa de desarrollo in vitro de papa variedad Bicentenaria.

3.1.5 Variables a evaluar
Se evalu6 al cabo de 5 dias después de haberse iniciado la incubacidon; se determind el

tamafio del explante (cm) y el tiempo relativo de crecimiento y enraizamiento.

Al cabo de 10 dias se evaluo si el explante es Optimo para su propagacion por triplicado y su

posterior estudio, sabiendo sobre el tamafio, estado de la raiz y la cantidad de brotes.

3.1.6 Conduccidn del experimento
3.1.6.1 Fase de Inicio

3.1.6.1.1 Seleccidn de explantes para establecimiento de cultivo in vitro
Para el procedimiento de seleccion las plantas procedentes de papa var. Bicentenaria fueron

seleccionadas como explantes y se llevaron a la incubadora del laboratorio.

3.1.6.1.2 Preparacion de medios de cultivo
Para la elaboracion del medio de cultivo se emple6 el medio Murashige & Skoog (1962)
[MS] formulado con macro y microelementos 4,33 g/L, se agregd vitaminas al medio (el
medio de cultivo no contiene vitaminas), agar y se diluyo en agua destilada; se procedié a
calibrar el pH del medio empleando hidréxido de sodio (NaOH) y/o acido clorhidrico (HCI),
se esterilizo por autoclave a 121°C por 15 minutos y 15 Ib de presion.

Se prepard una solucién concentrada de cada regulador de crecimiento (solucién madre).

Para disolver el regulador de crecimiento se empled unas gotas de hidroxido de sodioa 1 N
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(NaOH) y luego se diluyé con agua destilada hasta completar el volumen total, cuando el
medio se enfrid a 50°C se pudo afadir las concentraciones de las soluciones ya calculadas
(Tabla 2).

El medio se dispensd en tubos de ensayo estériles de 16 x 150 mm con tapa de polipropileno
traslucida. Al final, se taparon con film y se dej6 unos 7 dias para lograr usar los medios,

con el fin de ver si es que se contaminaron o no los tubos.

3.1.6.1.3 Desinfeccion de camara de cultivo
Las plantulas fueron propagadas en la camara de flujo laminar que fue esterilizada siguiendo

el siguiente proceso:
- Desinfeccion con alcohol 70°.
- Colocacioén del mechero de alcohol.

- Se colocaron los materiales en la camara y se prendio la luz Ultravioleta (UV) de

la cdmara por 15 min.

Se tuvo asepsia durante todo el procedimiento empleando materiales estériles.

3.1.6.1.4 Desinfeccién de explantes
Los brotes de yemas se desinfectaron con etanol al 70° por 2 min, después con Hipoclorito
de Sodio (NaClO) al 1% durante 10 min, posteriormente se limpiaron los restos de cloro con

lavados sucesivos en agua destilada estéril.

3.1.6.1.5 Introduccion de explantes en medio de cultivo
Con hojas de bisturi se extrajeron los apices meristematicos de aproximadamente 0,5 cm de
las plantas y se colocaron en los tubos de ensayo con medio MS con sus respectivas
concentraciones de fitohormonas (Tabla 2), se rotularon los tubos de acuerdo a la proporcion,
fecha y planta, se cerraron los tubos con film pléastico. Estos tubos sembrados se dejaron en
una caja de crecimiento en condiciones controladas con temperatura de 22°C, humedad
relativa de 50% y sometidas a un periodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad controlada

por un temporizador (General Electric), evaluando semanalmente las plantulas.

3.1.6.2 Fase de Multiplicacion

3.1.6.2.1 Multiplicacion de brotes
Se seleccionaron los explantes optimas con dos hojas con un tamafio de 5 cm. Se analizo la

produccion de brotes y el desarrollo de los brotes (cm). Luego de dos meses los brotes que
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resultaron 6ptimos se llevaron de nuevo a medio MS suplementado con las concentraciones

de fitohormonas indicadas en la Tabla 2 para continuar su crecimiento.

3.1.6.2.2 Evaluacion de indicadores (variables)
Se evalu6 al cabo de 5 dias después de haberse iniciado la incubacion; se determino el

tamafio del explantes (cm), el nimero de brotes y el tamafio de la raiz.

Al cabo de 10 dias se evalud si el explante era éptimo para su propagacion por triplicado y

su posterior estudio, teniendo en cuenta el tamafio, estado de la raiz y la cantidad de brotes.
3.2 Técnicas para el procesamiento dela informacion

Se utilizaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas para determinar la
concordancia para el Analisis de Varianza. Se realizaron pruebas de comparacién de medias
de tratamiento de Tukey (p=0,05). El andlisis de datos de los bioensayos, se realizd con el

programa Infostat.

Capitulo 1V. Resultados

4.1 Efecto de los reguladores de crecimiento en la fase de inicio

La figura 2 muestra que con el tratamiento T9 (AG3z 1,5 ppm) se obtuvo la mayor cantidad
de hojas en comparacion al control, siguiendo en mayor nimero de hojas T2 (IBA 1,0 ppm)
y T6 (AlA 1,5 ppm), respecto al control.

Figura 2

Resultados de los tratamientos sobre la cantidad promedio de hojas de la papa variedad Bicentenaria en la

evaluacion
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Tratamientos: T1=IBA [0,5 ppm], T2 =IBA [1,0 ppm], T3=IBA [1,5 ppm], T4=AIA [0,5 ppm], T5=AIA [1,0
ppm] T6=AIA [1,5 ppm], T7=AG3 [0,5 ppm], T8=AG3 [1,0 ppm], T9=AG3 [1,5 ppm], TO (control).

La tabla 3 muestra el ANOVA para la cantidad de hojas donde se aprecia que existieron
efectos significativos (p< 0,05) para los tratamientos y el error de muestreo, por lo que el
sub muestreo fue eficaz para reducir la magnitud de la variabilidad del error. El coeficiente

de variabilidad alcanzo el valor de 18,16% y el coeficiente de determinacion (R?) 0,61.

Tabla 3

Analisis de Varianza para la cantidad de hojas de la papa variedad Bicentenaria

F.V. SC GL CM Fc p-valor CV% R?
Tratamientos 21,22 9 2,36 15,44 0,0000* 18,16 0,61
Error muestral 16,94 73 0,23 1,52 0,0156*

Error Experimental 23,98 157 0,15
Total 62,13 239

FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios CV%:
Coeficiente de variacion; R2: Coeficiente de determinacion; * Valores en negrita fueron significativos para los
CM (p < 0,05)
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La figura 3 nos deja ver que el Tratamiento 8 con 1 ppm de AG3y el tratamiento T7 con 0,5
ppm de AGs, tuvieron mas altura de planta en comparacion al control TO.

Figura 3

Resultados de los tratamientos sobre la altura de planta de la papa variedad Bicentenaria durante la

evaluacion
4.00
3.00
€ 2.00
=
[- 8
<
1.00
0.00
T8 T7 T9 T2 T6 T1 T4 T5 T3 TO
Tratamiento

Tratamientos: T1=IBA [0,5 ppm], T2 =IBA [1,0 ppm], T3=IBA [1,5 ppm], T4=AIA [0,5 ppm], T5=AIA [1,0
ppm] T6=AIA [1,5 ppm], T7=AG3 [0,5 ppm], T8=AG3 [1,0 ppm], T9=AG3 [1,5 ppm], TO (control).

La tabla 4 nos deja ver que el ANOVA para la altura de planta donde se aprecia que
existieron efectos significativos (p< 0,05) para los tratamientos y el error de muestreo no fue
significativo estadisticamente. El coeficiente de variabilidad (%CV) alcanzé el valor de
26,6% Y el coeficiente de determinacion (R?) 0,53.

Tabla 4

Analisis de Varianza para altura de planta de la papa variedad Bicentenaria

FV sC GL CM Fc p-valor CV%  R?
Tratamientos 23,81 9 2,65 9,73 0,000 266 0,53
Error muestral 26,35 73 0,36 1,33 0,070
Error Experimental 44,03 162 0,27
Total 94,18 244
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FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios CV%:
Coeficiente de variacion; R2: Coeficiente de determinacidn; * Valores en negrita fueron significativos para los
CM (p < 0,05)

La figura 4 nos demuestra que el Tratamiento 5 (T5) con 1 ppm de AIA y el Tratamiento 8

(T8) con 1 ppm de AGs, obtuvieron mayor nimero de raices a comparacién del control TO.

Figura 4

Resultados de los tratamientos sobre la cantidad de raices de la papa variedad Bicentenaria en la evaluacién
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Tratamientos: T1=IBA [0,5 ppm], T2 =IBA [1,0 ppm], T3=IBA [1,5 ppm], T4=AIA [0,5 ppm], T5=AIA [1,0
ppm] T6=AIA [1,5 ppm], T7=AG3 [0,5 ppm], T8=AG3 [1,0 ppm], T9=AG3 [1,5 ppm], TO (control).

La tabla 5 se aprecia que el ANOVA para la cantidad de raices donde se aprecia que
existieron efectos significativos (p< 0,05) para los tratamientos y el error de muestreo, por
lo que el submuestreo fue eficaz para reducir la magnitud de la variabilidad del error. El
coeficiente de variabilidad (%CV) alcanz6 el valor de 11,97% vy el coeficiente de

determinacion (R?) 0,84.
Tabla 5

Anélisis de Varianza para la cantidad de raices de la papa variedad Bicentenaria

F.V. SC GL CM Fc p-valor CV% R?
Tratamientos 44,83 9 4,98 47,31  0,000* 11,97 0,84
Error muestral 50,25 76 0,66 6,28 0,000*

Error Experimental 17,79 169 0,11
Total 112,88 254
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FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios CV%:
Coeficiente de variacion; R2: Coeficiente de determinacidn; * Valores en negrita fueron significativos para los
CM (p < 0,05)

La figura 5 nos demuestra que el Tratamiento 0 (TO) donde solo hay medio MS, tuvo mas

tamafio de la raiz comparado con los otros Tratamientos.

Figura 5

Resultados de los tratamientos sobre la longitud de raiz de la papa variedad Bicentenaria durante la

TO T T4 T8 Té T2 T5 T3 T1 T9

Tratamiento

evaluacion
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Tratamientos: T1=IBA [0,5 ppm], T2 =IBA [1,0 ppm], T3=IBA [1,5 ppm], T4=AlA [0,5 ppm], T5=AIA [1,0
ppm] T6=AIA [1,5 ppm], T7=AG3 [0,5 ppm], T8=AG3 [1,0 ppm], T9=AG3 [1,5 ppm], TO (control).

La tabla 6 nos deja ver que el ANOVA para la longitud de la raiz donde se aprecia que
existieron efectos significativos (p< 0,05) para los tratamientos y el error de muestreo, por
lo que el sub muestreo fue eficaz para reducir la magnitud de la variabilidad del error. El
coeficiente de variabilidad (%CV) alcanz6 el valor de 30,81% y el coeficiente de
determinacion (R?) 0,48.

Tabla 6

Analisis de Varianza para el tamafio de la raiz de la papa variedad Bicentenaria

F.V. SC GL CM Fc p-valor CV%  R?
Tratamientos 12,33 9 1,37 457 0,000* 30,81 0,48
Error muestral 33,27 76 0,44 1,46 0,023*

Error Experimental 49,48 165 0,3
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Total 95,08 250

FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios CV%:
Coeficiente de variacion; R2: Coeficiente de determinacidon; * Valores en negrita fueron significativos para los
CM (p < 0,05)

4.1 Efecto de las citoquininas en la fase de multiplicacion

e Longitud de la raiz por sub cultivo in vitro
La tabla 7 muestra el ANOVA para la longitud de la raiz donde se aprecia que existieron
efectos significativos (p< 0,05) para los cuadrados medios de los tratamientos, pero no para
el error de muestreo en el sub muestreo 1, pero si se encontraron diferencias significativas

(p < 0,05) para cuadrados medios del sub muestreo en los sub cultivos 2 y 3.

Tabla7

ANOVA: Cuadrados medios para la longitud de la raiz por sub cultivo in vitro

FV GLibertad CM1 CM2 CM3
Tratamientos 6 8,92* 3,86* 2,20*
Error muestral 54 1,27 0,84* 0,51*
Error Experimental 209 0,9 0,24 0,13
Total 269

FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios para sub

cultivos 1, 2y 3. * Valores en negrita fueron significativos para los CM (p < 0,05)

La figura 6 nos demuestra que el Tratamiento 2 (T2) a 1 ppm de BAP, en el sub cultivo 2

tuvo mayor longitud de raiz a comparacion del Tratamiento control.

Figura 6

Efecto de los tratamientos sobre la longitud de raiz de la papa variedad Bicentenaria por sub cultivo in vitro
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Tratamientos: T1=BAP [0,5 ppm] T2=BAP [1,0 ppm], T3=BAP [1,5 ppm], T4=KIN [0,5 ppm], T5=KIN [L,0
ppm], T6=KIN [1,5 ppm], TO control

e Altura de planta por sub cultivo in vitro
La tabla 8 muestra el ANOVA para el tamafio de planta donde se observa que existieron
efectos significativos (p< 0,05) para los cuadrados medios de tratamientos, pero no para el
error de muestreo en el sub muestreo 1, pero si se encontraron diferencias significativas (p

< 0,05) para sub muestreo en los sub cultivos 2 y 3.

Tabla 8

ANOVA: Cuadrados medios para la altura de planta por sub cultivo in vitro

FV G Libertad CM1 CM2 CM3
Tratamientos 6 5,11* 1,06* 1,49
Error muestral 54 0,14 0,31* 0,18
Error Experimental 209 0,29 0,13 0,09
Total 269

FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios para sub
cultivos 1, 2y 3. * Valores en negrita fueron significativos para los CM (p < 0,05)

La figura 7 nos demuestra que el Tratamiento T1 (0,5 ppm BAP) obtuvo un mayor valor
para altura de planta (p < 0,05) en comparacién con los demas tratamientos, aunque el efecto

no fue consistente en los siguientes sub cultivos.

Figura 7
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Efecto de los tratamientos sobre la altura de planta de la papa variedad Bicentenaria por sub cultivo in vitro
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B Subcultivo 2

T3 T4 T5 T6

Tratamiento

Subcultivo 3

Tratamientos: T1=BAP [0,5 ppm] T2=BAP [1,0 ppm], T3=BAP [1,5 ppm], T4=KIN [0,5 ppm], T5=KIN [1,0
ppm], T6=KIN [1,5 ppm], TO control

e Numero de brotes por sub cultivo in vitro

La tabla 9 muestra el ANOVA para la cantidad de brotes donde se aprecia que existieron

efectos significativos (p< 0,05) para los cuadrados medios de tratamientos en los sub cultivos

1y 2 pero no para el sub cultivo 3. Los cuadrados medios para el error de sub muestreo

fueron no significativos en esta variable, excepto en el sub cultivo 2.

Tabla 9

ANOVA: Cuadrados medios del nimero de brotes por sub cultivo in vitro

FV GLibertad CM1 CM2 CM3
Tratamientos 4,74* 1,05* 1,00
Error muestral 54 0,35 0,30* 0,13
Error Experimental 209 0,24 0,15 0,09
Total 269

FV: Fuentes de variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de libertad; CM: Cuadrados medios para sub

cultivos 1, 2y 3. * Valores en negrita fueron significativos para los CM (p < 0,05)

La figura 8 nos deja ver que en general, la cantidad de brotes por explante no se incremento
después del segundo sub cultivo. EI Tratamiento T5 (1 ppm KIN) y el T2 (1 ppm BAP),

27



obtuvieron la mas elevada cantidad de brotes en comparacién a los demas tratamientos en el

sub cultivo 2.

ElI T1 (0,5 ppm BAP) es el Gnico tratamiento con el que se muestra un ligero incremento en
la cantidad de brotes después de cada sub cultivo; en los demas tratamientos siempre en el
tercer sub cultivo disminuye el nimero de brotes, lo que puede significar que si se incrementa
el nimero de sub cultivos la tendencia sera a disminuir el namero de brotes. En el caso del
T1 la tendencia es al incremento o a mantener el mismo nimero de brotes. Esto nos indica
que la aplicacion de BAP a baja concentracion permite incrementar el nimero de brotes
comparados con el TO tratamiento sin reguladores de crecimiento. Sin embargo, a mayor
niveles de BAP la cantidad de brotes mejora en el segundo sub cultivo, pero seguidamente

se reduce.

Figura 8

Resultados de los tratamientos sobre la cantidad de brotes de la papa variedad Bicentenaria en la evaluacion
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Tratamientos: T1=BAP [0,5 ppm] T2=BAP [1,0 ppm], T3=BAP [1,5 ppm], T4=KIN [0,5 ppm], T5=KIN [1,0
ppm], T6=KIN [1,5 ppm], TO control

Capitulo V. Discusién

En la siguiente tesis, se ha evaluado los efectos de los reguladores de crecimiento IBA, AIA

y AGs en la fase de inicio de la micropropagacion de papa variedad Bicentenaria en
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condiciones controladas, obteniéndose respuestas a la aplicacion de estas fitohormonas en

las diferentes fases de desarrollo de las vitroplantas.

La dosis de 1,5 ppm de AGz obtuvo la mayor cantidad de hojas bajo el cultivo in vitro de la
papa variedad Bicentenaria. Al respecto, Gutiérrez (2021) determind el efecto de la
fitohormona AGs a 0,5 ppm con el mayor promedio de unidades de hojas por vitroplanta de
papas nativas, diferenciandose significativamente en la cantidad de hojas del resto de sus

tratamientos, lo cual coincide con los datos resultantes de esta investigacion.

Los tratamientos AG3 con dosis de 0,5y 1,0 ppm, tuvieron una mayor altura de planta en
forma significativa. Lopez (2012) report6 sobre esta fitohormona que el empleo de 0,25 ppm
de acido giberélico en el medio de cultivo permite obtener una diferencia en el pardmetro
altura de explante, siendo esta concentracion menor al hallado en la investigacion, aunque
se trataba de otro genotipo de papa. Es importante considerar que los factores como
temperatura ambiental y el genotipo de las variedades evaluadas, son factores a considerar

debido a la existencia de diversas respuestas (Garcia et al. 2015).

Los hallazgos encontrados en el trabajo respecto al tratamiento T5 (1 ppm AlA), T8 (1 ppm
AG3) y T6 (1,5 ppm AlA), fueron obtener el mayor numero de raices en la etapa de inicio.
La cantidad promedio de raices entre estos resultados oscila entre lo encontrado en la
investigacion y el nimero de raices de Lépez-Medina (2019). Sobre las auxinas Sharry et al.
(2015) indican que tienen un rol esencial en el establecimiento de raices en las plantas, lo

que se asemeja con los resultados de la tesis.

En la fase de inicio, los tratamientos con fitohormonas no tuvieron efecto significativo sobre
la longitud de la raiz con respecto al control. Estos datos son parecidos a los de Amador-
Alferez et al. (2013) los cuales estudiaron a las plantas de Ferocactus latispinus se aprecio

que los explante que provienen del control tuvieron un elevado tamafio de la raiz.

Se hallaron efectos significativos de las citoquininas BAP y KIN en la fase multiplicacion

de la micropropagacion de la variedad de papa Bicentenaria en condiciones controladas.

Los datos del Tratamiento 2 a 1 ppm de BAP, en el sub cultivo 2 tuvo mayor longitud de
raiz. Perez et al. (2002) obtuvo mejores resultados con el BAP en la multiplicacion de
Psidium guajava L., el que presento diferencias significativas con los demas tratamientos,

los cuales no tuvieron diferencias significativas entre ellos.

El Tratamiento T1 (0,5 ppm BAP) obtuvo un mayor valor para altura de planta, aunque el

efecto no fue igual en los otros sub cultivos. Segun Montiel-Fausto et al. (2016) obtiene
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resultados buenos en el cultivo in vitro de Hylocereus monacanthus con concentracion de 1

ppm de BAP, la cual fue la doble de dosis de nuestro estudio.

Los Tratamientos con 1 ppm de KIN y con 1 ppm de BAP, obtuvieron la mayor cantidad de
brotes. Lo similar a la incorporacion de BAP en el cultivo in vitro de Perezia pinnatifida la
cual fue primordial para propagacion de brotes (Olivera-Gonzales et al. 2017), parecidos al
que en Chlorophytum borivilianum (Shekhawat et al. 2015). Tambien, en la investigacion
de Ashrafuzzaman et al. (2013) la cantidad méaxima de brotes se tuvo con MS+0.5mg/L de
BAP. Martinez et al. (2012), obtuvo muy buenos resultados con BAP, pero se aprecia una
proporcidn a la formacion a la diversidad yemas en la zona de las plantulas, agregando en el
medio kinetina. Estos datos resultantes son semejantes con los de Baskaran et al. (2005) los
cuales tienen similitud de entre el efecto de la kinetina en el aumento de la propagacion de
yemas multiples. Estos investigadores mostraron una elevacion de la cantidad de brotes con
el aumento de las dosis de kinetina, lo que conlleva con los datos resultantes en este estudio.

Capitulo VI. Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

1. Efecto de los reguladores de crecimiento IBA y AGs en la fase de inicio de
la micropropagacion de papa en condiciones controladas.
a. Altura de planta: el mejor tratamiento fue AGz en comparacion a las auxinas

y el control; las dosis méas adecuadas para AGs fueron de 0,5 a 1,0 ppm
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b. Cantidad de hojas: el éptimo tratamiento fue AGz 1,5 ppm seguido por IBA
1,0 ppmy AIA 1,5 ppm

c. Numero de raices: los mejores tratamientos fueron AIA 1,0 ppm seguidos por
AG 1,0 ppm, que superaron ampliamente al control.

2. Efecto de las citoquininas en la fase de multiplicacion de la micropropagacion

de papa en condiciones controladas.

a. En el primer sub cultivo: La mayor cantidad de brotes se tuvo con BAP 0,5

ppmy KIN 0,5-1,0 ppm. En el tamafio de la plantay de la raiz, los reguladores

de crecimiento no superaron al control.

La aplicacion de BAP al medio de cultivo a baja concentracion ayuda a
incrementar la formacién de mayor numero de brotes en cada sub cultivo, a
diferencia del medio de cultivo sin citoquininas, sin embargo, si la
concentracion de citoguininas se eleva inicialmente, pero con los siguientes
sub cultivos se presenta una tendencia a disminuir el nimero de brotes. En
forma similar, baja una dosis de BAP permite incrementar la altura de planta,
aungue a mayor concentracion de BAP se manifiesta una tendencia a la

disminucidn del tamafio de planta.

b. En el segundo sub cultivo: Para la altura de planta los mejores tratamientos
fueron BAP 0,5a 1,0 ppm y KIN 1,0 a 1,5 ppm. En nimero de brotes, los
mejores tratamientos fueron BAP 1,0 ppm y KIN 1,0 ppm, y para la longitud
de raiz el mejor tratamiento fue BAP 1,0 ppm y KIN 1,0 ppm.

c. En el tercer sub cultivo: Para altura de planta: el mejor tratamiento fue BAP
0,5 ppm; en cantidad de brotes el mas optimo fue BAP 0,5 ppm y para el
tamafio de raiz: el mejor fue BAP 0,5 a 1,0 ppm

3. Establecimiento y propagacion de los explantes de papa por medio del

proceso de la micropropagacion.

Se establecio el protocolo para realizar la micropropagacion y se logré propagar los
explantes de papa Bicentenaria sin contaminacion. La aplicacion de los reguladores
de crecimiento en la fase inicial del cultivo in vitro de la variedad de papa
Bicentenaria permitio el establecimiento adecuado de los explantes, obteniéndose
Optimos resultados para incrementar el tamafio de las plantulas y la cantidad de raices

mediante el uso de AGs (0,5a 1,0 ppm).
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En la fase de propagacion (desarrollo), el mayor tamafio de la plantula y la
cantidad de brotes en el cultivo in vitro de la variedad de papa Bicentenaria, se obtuvo
con la aplicacion de BAP (0,5 ppm). Aunqgue en el primer sub cultivo no hubo
respuesta de los reguladores de crecimiento para elongacién de la raiz del explante,
en el segundo vy tercer sub cultivo se puede utilizar una dosis de 0,5 a 1,0 ppm de

BAP para lograr este resultado.
6.2 Recomendaciones
De la presente tesis se proponen estas recomendaciones:

- En la fase inicial del cultivo in vitro de la variedad de papa Bicentenaria se recomienda la
adicion de giberelinas en el medio de Murashige & Skoog a una dosis de 0,5 a 1,0 ppm; estas
concentraciones deben validarse segun las caracteristicas del ambiente dispuesto para la

micropropagacion.

- En la fase de desarrollo o propagacion rapida del micropropagado de la variedad de papa
Bicentenaria se recomienda la adicion de citoquininas, principalmente bencil amino purina

(BAP) en el medio de Murashige & Skoog a una dosis de 0,5 a 1,0 ppm.

- Se recomienda ajustar las dosis indicadas de acuerdo a las condiciones especificas de la

multiplicacion in vitro de papa.
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ANEXO 3. Tubos con plantulas de papa variedad Bicentenaria con el tratamiento cinco
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ANEXO 4. Cantidad de hojas de las plantula en la fase de inicio

Descripcion Tratamiento Nhojas n EE
CONTROL TO 1,87 20 0,28
IBA 0,5 T1 2,29 25 0,13
IBA 1,0 T2 2,59 23 0,20
IBA 15 T3 2,24 16 0,28
AIA 0,5 T4 2,07 29 0,07
AIA 1,0 T5 1,88 27 0,23
AIA 15 T6 2,57 30 0,07
AG 0,5 T7 1,63 20 0,23
AG 1,0 T8 1,41 27 0,23
AG 15 T9 3,50 23 0,70
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ANEXO 5. Altura de planta de la planta en la fase de inicio

Descripcion Tratamiento Aplant n EE

CONTROL TO 1,00 20 0,37 F
IBA 0,5 T1 1,70 25 0,17 D
IBA 1,0 T2 2,00 24 0,26 C

IBA 15 T3 1,38 18 0,30 E
AIA 0,5 T4 1,65 29 0,10 D
AIA 1,0 T5 1,52 27 0,30 E
AIA 15 T6 1,99 30 0,10 C

AG 0,5 T7 2,90 21 0,30 A

AG1,0 T8 2,97 27 0,30 A

AG 15 T9 2,25 24 0,90 B

ANEXO 6. Nimero de raices de la planta en la fase de inicio

Descripcion Tratamiento Nraices n EE

CONTROL TO 1,73 23 0,23 F
IBA 0,5 T1 2,10 27 0,19 E
IBA 1,0 T2 2,64 30 0,06 D

IBA 15 T3 2,48 27 0,1 D

AIA 0,5 T4 2,64 28 0,06 D

AIA 1,0 T5 3,42 30 0,06 A

AIA 15 T6 2,99 30 0,06 C

AG 0,5 T7 2,00 24 0,19 E
AG 1,0 T8 3,21 27 0,19 B

AG15 T9 1,67 9 0,65 F

ANEXO 7. Longitud de raiz de la planta en la fase de inicio
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Descripcion Tratamiento Lraiz n EE

CONTROL T0 2,14 23 0,39 A
IBA 0,5 T1 1,31 27 0,32

IBA 1,0 T2 1,89 30 0,10 A
IBA15 T3 1,69 27 0,18 A
AIA 0,5 T4 1,93 28 0,11 A
AIA 10 TS5 1,76 30 0,10 A
AIA 15 T6 1,92 30 0,10 A
AG 0,5 T7 2,08 23 032 A
AG1,0 T8 1,92 27 0,32 A
AG15 T9 0,01 6 1,18

ANEXO 8. Longitud de raiz de la planta en el Subcultivo 1

Descripcion Tratamiento LRaiz n EE
IControI ITO 2,84 40 0,15
BAP 0,5 T1 2,61 32 0,17
BAP 1,0 T2 1,41 26 0,19
BAP 1,5 T3 2,81 34 017 A
KIN 0,5 T4 2,93 34 016 A
KIN 1,0 T5 3,13 31 017 A
KIN 1,5 T6 2,99 29 018 A

ANEXO 9. Longitud de raiz de la planta en el sub cultivo 2

Descripcion Tratamiento Lraiz n EE
control ITO | 2,96 | 39 | 0,08 |
BAP 0,5 T1 2,76 40 0,08
BAP 1,0 T2 3,46 40 0,08 A
BAP 1,5 T3 2,7 39 0,08
KIN 0,5 T4 2,47 38 0,08
KIN 1,0 T5 3,06 36 0,08 B
KIN 1,5 T6 2,78 38 0,08

ANEXO 10. Longitud de raiz de la planta en el subcultivo 3
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Descripcion Tratamiento  LRaiz cm n EE
Icontrol TO | 2,96 | 39 | 0,06 | |
BAP 0,5 T1 3,2 39 006 A
BAP 1,0 T2 2,84 36 0,06
BAP 1,5 T3 3,18 38 006 A
KIN 0,5 T4 2,93 39 0,06
KIN 1,0 T5 2,51 38 0,06
KIN 1,5 T6 2,75 37 0,06
ANEXO 11. Altura de planta en el subcultivo 1
Descripcion Tratamiento APlant n EE
Icontrol lTO | 1,91 | 40 | 0,09
BAP 0,5 T1 1,99 33 0,10
BAP 1,0 T2 0,98 40 0,09
BAP 1,5 T3 1,46 34 0,09
KIN 0,5 T4 1,98 36 0,09
KIN 1,0 T5 1,82 37 0,09
KIN 1,5 T6 1,81 33 0,1
ANEXO 12. Altura de planta en el subcultivo 2
Descripcion Tratamiento  Aplant n EE
| Control ITO | 1,79 | 39 0,06
BAP 0,5 T1 2,09 40 0,06
BAP 1,0 T2 2,16 40 0,06
BAP 1,5 T3 1,78 39 0,06
KIN 0,5 T4 1,8 36 0,06
KIN 1,0 T5 2,12 36 0,06
KIN 1,5 T6 1,98 38 0,06

ANEXO 13. Altura de planta en el subcultivo 3
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Descripcion Tratamiento Aplant n EE

control TO 1,94 39 0,05 B
BAP 0,5 Tl 2,35 39 005 A

BAP 1,0 T2 2,01 38 0,05 B
BAP 1,5 T3 1,82 38 0,05

KIN 0,5 T4 1,77 39 0,05

KIN 1,0 T5 1,83 39 0,05

KIN 1,5 T6 1,98 37 0,05 B

ANEXO 14. Numero de brotes de la planta en el subcultivo 3

Descripcion Tratamiento  NBrotes n EE
Icontrol ITO | 1,76 | 39 | 0,08 o B
BAP 0,5 T1 2,01 31 0,09 A
BAP 1,0 T2 1,13 40 0,08
BAP 1,5 T3 1,37 34 0,08
KIN 0,5 T4 2,08 34 0,08
KIN 1,0 T5 1,98 33 0,08 A
KIN 1,5 T6 1,89 30 0,09 B

ANEXO 15. Numero de brotes de la planta en el subcultivo 3

Descripcion Tratamiento  NBrotes n EE
| Control ITO | 1,94 | 39 | 0,06 |
BAP 0,5 T1 2,02 40 0,06
BAP 1,0 T2 2,26 40 0,06 A
BAP 1,5 T3 1,88 39 0,06
KIN 0,5 T4 1,97 37 0,06
KIN 1,0 T5 2,33 36 0,06 A
KIN 1,5 T6 2,07 39 0,06

ANEXO 16. Numero de brotes de la planta en el subcultivo 3



Descripcion Tratamiento  NBrotes n EE
control | TO 1,8 39 0,05
BAP 0,5 T1 2,12 39 0,05
BAP 1,0 T2 1,91 36 0,05
BAP 1,5 T3 1,7 38 0,05
KIN 0,5 T4 1,64 39 0,05
KIN 1,0 T5 1,73 39 0,05
KIN 1,5 T6 1,86 37 0,05
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