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EFECTO DE LA BENCILAMINOPURINA, EL ACIDO GIBERELICO Y EL ACIDO
INDOLACETICO EN LA MICROPROPAGACION DE MORA (Rubus hadrocarpus forma
adenophorus).

EFFECT OF THE BENCILAMINOPURINA, THE GIBBERELLIC ACID AND THE
INDOLEACETIC ACID IN THE MICROPROPAGACION OF BLACKBERRY
(Rubus hadrocarpus forma adenophorus).

RESUMEN

La mora (Rubus Hadrocarpus forma adenophorus) es un producto nativo de Guatemala con
potencial de mercado a nivel nacional e internacional. La Asociacion Gremial de Exportadores de
Productos no Tradicionales considera necesario definir cultivares de alta calidad para propagarlos a
escala comercial, de tal manera que se produzcan al mismo tiempo gran cantidad de plantas sanas y
rendidoras.  El método de propagacion que mas cumple con estas perspectivas es la
micropropagacion, por tanto el objetivo general de esta investigacion fue establecer una metodologia
para la micropropagacion de esta especie vegetal.

La metodologia const6 de dos etapas: la etapa de proliferacion y la de regeneracion, en cada etapa se
utilizé el medio Murashige y Skoog a la mitad de su concentracion. En la etapa de proliferacion se
evalud la combinacion de cuatro niveles de bencilaminopurina y cuatro niveles de acido giberélico.
Las variables de respuesta fueron: numero de brotes, tamafio de brotes, nuimero de nudos, longitud
entrenudos y nimero de hojas.

En la etapa de regeneracion se evalud la combinacion de tres niveles de bencilaminopurina y cuatro
niveles de acido indolacético, la variable respuesta evaluada fue numero de raices.

El disefio experimental que se utilizd fue Completamente al Azar con Arreglo combinatorio y la
prueba de medias Tukey al 5%, siendo necesario el ajuste de datos por medio de transformaciones
logaritmicas y de raiz cuadrada.

El tratamiento que produjo mejor resultado en cuanto a crecimiento y desarrollo del explante fue el
conformado por la combinacion de 3 ppm de bencilaminopurina y 1 ppm de 4cido giberélico y el
tratamiento que indujo el mayor numero de raices fue el conformado por la combinacion de 1 ppm de
bencilaminopurina y 0.5 ppm de acido indolacético. El testigo produjo resultados aceptables para la
micropropagacion por lo que se recomienda el andlisis de costos y tiempo de desarrollo de plantulas

para establecer si es necesaria la aplicacion de reguladores de crecimiento.



1 INTRODUCCION.

La mora es un producto no tradicional, que ha tenido desde hace quince afios, aceptacion en el
mercado nacional y demanda en el mercado internacional. Se cultiva principalmente en la zona
central de Guatemala en una extension aproximada de 200 hectareas, destinando 625 toneladas
métricas de produccion a la exportacion (1).

Los principales mercados a nivel internacional son Estados Unidos y la Unioén Europea.

Las variedades Brazos, Rosborough, Brison y Womack de Estados Unidos, son las de mayor
aceptacion, debido a que se producen con mayor nivel tecnolégico que la mora originaria de
Guatemala, por lo que la calidad es superior (17), sin embargo desde el afio 2001 La Asociacion
Gremial de Exportadores de Productos no Tradicionales, se ha interesado en la evaluacion de cuatro
variedades de mora con potencial para exportacion, tres originarias de Estados Unidos y la mora
silvestre proveniente de las montafias de Tecpan, Chimaltenango (7).

La mora es originaria de Europa y América, Nash y Dieterle(15), han reportado un total de 18
especies en Guatemala de las cuales algunas ya han sido domesticadas y se cultivan preferentemente
en altitudes de 1,800 a 2,400 metros sobre el nivel del mar.

La mora esta compuesta por un alto porcentaje de agua, aproximadamente un 84.2 %, el resto se
compone de proteinas 0.67 %, grasa 0.69 %, carbohidratos 8.33 %, fibra 4.17 %, vitamina C y
microelementos (17).

La presente investigacion tuvo como finalidad obtener una metodologia para propagar en forma
masiva la mora (Rubus hadrocarpus forma adenophorus) por medio de cultivo de yemas axilares, por
lo que se evalu6 el efecto de la bencilaminopurina en combinacién con acido giberélico para la
induccion de brotes y el efecto del 4cido indolacético en combinacion con bencilaminopurina para la

induccion de raices.



2 DEFINICION DEL PROBLEMA.

La Asociacion Gremial de Exportadores de Productos no Tradicionales ha calificado a la mora
producida en Tecpan como un producto nativo que posee potencial de mercado importante, por lo que
cree necesario definir cultivares de alta calidad para luego multiplicarlos a escala comercial, de tal
manera que se pueda lograr calidad uniforme, caracteristica necesaria tanto para productos frescos
como procesados (7).

Segun informacion proporcionada por los pobladores de la aldea La Cumbre, Tecpan la propagacion
se realiza sin previa seleccion, observandose plantaciones enfermas carentes de vigorosidad y
uniformidad, por lo tanto del total de la produccidon tnicamente el 5% se destina a la exportacion,
constituyendo esta forma de propagacion un problema que requiere atencion.

De acuerdo a la Federaciéon Nacional de Cafetaleros de Colombia (8), la mora se propaga por via
sexual y asexual, siendo el método asexual el mas utilizado debido al bajo porcentaje de semillas
fértiles que se producen por plantay periodo germinacién largo.

La reproduccién asexual se realiza por acodo, esquejes de raiz o por estaca. Los métodos por estaca y
por acodo son los mas utilizados, debido a que la planta produce pocos esquejes de raiz, sin embargo
el método por estaca presenta el problema de rapido brotamiento de yemas, formandose ramas sin que
aun exista sistema radicular y el método por acodo presenta la desventaja, que para producir plantas
rendidoras deben sacrificarse las ramas productivas.

La micropropagacion es una técnica eficiente para multiplicar especies vegetales en forma masiva y
libre de enfermedades, que a partir de muy pequefias porciones de planta (en el caso de esta
investigacion brotes axilares de mora) se produce una planta completa, utilizando un medio artificial

y aséptico (23).



3 MARCO TEORICO

3.1 MARCO CONCEPTUAL.

3.1.1 ASPECTOS GENERALES DE LA MORA.

3.1.1.1Clasificacion Taxonomica del género Rubus por Nach y Dieterle (15):

Reino:

Subreino

Division:

Clase:

Subclase:

Orden:
Familia:

Genero:

Plantae
Embryobionta
Magnoliophyta
Magnoliopsida
Rosidae
Rosales
Rosaceae

Rubus

Nach y Dieterle(15), han reportado 18 especies en Guatemala, las cuales se enlistan a continuacion:

Rubus adenotrichus Schlecht Rubus coriifolius Liebm.
Rubus hadrocarpus Standl Rubus leptosepalus Donn. Smit
Rubus fagifolius Schlecht Rubus miser Liembm

Rubus rosaefolius J.E. Smith Rubus smithii Rydb

Rubus urticaefolius Poir Rubus alpinus Macfad

Rubus eriocarpus Liebm Rubus glaucus Benth

Rubus irasuensis Liebm Rubus macrogongylus Focke.

Rubus pringlei Rydb Rubus sapidus Schlecht.

Rubus trilobus Seringe in DC. Rubus hadrocarpus, forma adenophorus Standl & Steyerm

De las especies enlistadas anteriormente Rubus macrogongylus (19) y Rubus hadrocarpus, forma

adenophorus Standl & Steyerm se propagan y comercializan en Tecpan, de éstas Rubus hadrocarpus,

forma adenophorus Standl & Steyerm es la que presenta mejor caracteristica en cuanto al tamafo del

fruto.



3.1.1.2 Descripcién de Rubus hadrocarpus forma adenophorus Standl & Steyerm.

De acuerdo a Nach y Dieterle (15), Rubus hadrocarpus forma adenophorus Standl & Steyerm

es un arbusto de dos metros de alto, armado con espinas y ramas densamente pubescentes y pelos
glandulares de 1 a 2 milimetros de longitud.

Hojas compuestas con el borde doblemente aserrado y dientes lanceolados dirigidos hacia el extremo
distal de la hoja, las venas secundarias sobresalen en el dorso de la misma.

Inflorescencia panicula de 3.5 a 6 centimetros de largo y de 3 a 5 centimetros de ancho, flores
perfectas color blanco, sépalos 5, pétalos 5. Peciolos densamente glandulares, de colores palidos.
Fruto de 1.5 a 2.2 centimetros de largo. Esta especie se encuentra en altitudes de 2600 a 3000 metros
sobre el nivel del mar, caracteristica importante ya que las variedades de mora introducidas al pais

son susceptibles a heladas.

3.1.1.3 Importancia de Rubus hadrocarpus forma adenophorus en Guatemala.

Rubus hadrocarpus forma adenophorus, es una de las productos denominados por la Asociacion de
exportadores de productos no tradicionales, como producto nativo que posee potencial de mercado
importante, tanto en Guatemala como en Centroamérica, Europa y Estados Unidos, lograndose para
este ultimo pais la admisibilidad como producto fresco. (7)

De acuerdo a la informacion proporcionada por Asociacion de exportadores de productos no
tradicionales', los principales mercados de comercializacion son la terminal de la zona 4 de la ciudad
de Guatemala, las agroexportadoras Hortifruta, Unispice y Profruta e intermediarios de El Salvador.
La comercializacion en el mercado interno se realiza en los meses de mayo a octubre con un precio
promedio de Q4.00 a Q4.50 la libra, produciéndose de 32 a 51.2 libras por hectarea semanalmente.

La fruta de exportacion se comercializa en los meses de noviembre a abril obteniéndose diariamente
80 cajas de 4.5 libras por hectarea. El precio por caja oscila entre Q15.00 y Q50.00, dependiendo la
demanda existente en el mercado, siendo esta mayor en los meses de octubre a enero.

Las diferentes agroexportadoras se encargan del acopio directo de la mora, actividad realizada por
estas empresas desde hace 5 afios. El mecanismo de acopio es la distribucion de canastillas entre los
productores, las cuales deben ser llenadas por éstos, previo a la seleccion de la fruta. Los
requerimientos de exportacion son: fruto con color uniforme, sin dafio mecanico, tamafio de 3 cm. de

largo por lcm. de ancho. '

1 N L . . L, -
Espaiia, R.. 2002. Comercializacion de berries (entrevista). Guatemala, Asociacion de exportadores de productos no tradicionales.



Los principales mercados a nivel internacional son Estados Unidos y la Union Europea.

Palma (16) indica que Estados Unidos consume el 71% de la demanda nacional.

Xum (26) expresa que la mora es utilizada por la industria para la elaboracion de jaleas, jugos,
refrescos, esencias, yogurt, compotas, concentrado, purés, jarabe, gelatinas, mermeladas, relleno de
pasteles y golosinas. El precio de la mora en libra en agroindustrias oscila entre Q.0.80 a Q.1.00
quetzal. La demanda de la mora procesada en el mercado interno se da mayoritariamente en los

supermercados, restaurantes, hoteles y pequefia industria.

3.1.1.4 Propagacion de la Mora.

Existen distintos métodos de propagacion. Segun la Federacion Nacional de Cafetaleros de Colombia
(8), los métodos asexuales que comunmente se utilizan son el acodo y la estaca. En ambos casos es
importante escoger plantas sanas, vigorosas y productivas, para obtener el material; las ramas mas
apropiadas para propagar son las productivas (hembras), sin embargo muchos agricultores utilizan los
fuetes (machos) con el fin de no sacrificar ramas productivas en su plantacion. Los fuetes daran
lugar a plantas que producirdn mayor nimero de ramas vegetativas que productivas. Las moras
también se multiplican por retofios enraizados, pero €éstas desarrollan pocos retofios, por lo que no es
muy utilizado este método de propagacion.

El método de propagacion mas utilizado en Tecpan es esquejes de raiz, actividad realizada durante la

época lluviosa.

3.1.1.5 Manejo Agronémico de la mora Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

De acuerdo a informacién proporcionada por pobladores de la aldea La Cumbre, Tecpan® las
practicas agronomicas que comunmente realizan los productores de mora son:

A. Siembra. Debido que la mora tiene un promedio de vida de 12 a 15 afios, esta practica
unicamente se lleva acabo cuando una planta ha sido atacada por una plaga o cuando ha terminado su
vida util. El método cominmente utilizado es la siembra de esquejes de raiz, el cual consiste en la
extraccion y separacion de €stos de la planta madre, para luego sembrarlos en un area apropiada.

B. Limpieza de las plantaciones. La limpieza consiste en la eliminacion de plantas no deseadas que

interfieren en el desarrollo adecuado de las plantaciones y en el acceso a las mismas. Esta actividad

2. Garcia, M. 2002. Produccion y comercializacion de mora (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala.
Rucux, C. 2002. Produccion y comercializacién de mora (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala.



se realiza por los productores de mora durante la época seca del afio, utilizando como herramientas
azadones o machetes.

C. Podas. Con el objeto de inducir la produccion de nuevas ramas productivas o de eliminar ramas
enfermas, los pobladores realizan una poda anual en el mes de agosto, mes en que los tallos son
faciles de cortar. Esta practica es realizada por medio de la utilizacion un machete.

D. Control de Plagas. La mora es atacada por diversas plagas, principalmente por el gusano
barrenador del tallo (Epialus sp) y las aves. El control realizado es la eliminacion de las partes
afectadas, inclusive plantas completas.

E. Control de Enfermedades. Entre las principales enfermedades que afectan a la mora, se
encuentra el Mildiu (Sphaerotheca macularis), el cual ataca la parte aérea de la planta sin exclusion
de los frutos, por lo que los productores de mora utilizan como medida de saneamiento la eliminacion
de las partes afectadas, evitando con ello la diseminacion de la enfermedad.

F. Cosecha y Clasificacion. La cosecha se realiza un dia a la semana escogiendo los frutos que ya
han completado su madurez. Se cortan teniendo el cuidado de no lastimarlos con las espinas. En el
caso de la mora para exportacion ésta se clasifica durante la cosecha, frutos grandes con coloracion
morado uniforme. Se colocan en recipientes de plastico que poseen papel absorbente en la parte

interna. A cada recipiente se le colocan 160 gramos de mora.

3.1.2 MICROPROPAGACION.

De acuerdo a la Universidad de Agricultores de Praga (23), la micropropagacion es un sistema de
multiplicacion en un medio artificial y aséptico que a partir de pequefias porciones de plantas, tales
como: semillas, embriones, tallos, brotes de tallos y de raices, células y polen, se produce una planta
entera.

Puede utilizarse potencialmente este método de propagacion al conocer los requerimientos

hormonales y alimenticios de las especies.

Segun Hartmann y Kester (9), el éxito de la micropropagacion varia segun los explantes que se
utilicen y depende de la aplicacion de las hormonas apropiadas.

Los explantes de punta de tallo se pueden tomar de segmentos de yemas laterales que esencialmente
son estacas de un solo nudo. Los explantes de un solo nudo se reproducen por el alargamiento del
meristemo terminal, acompafiado por un desarrollo limitado de los meristemos axilares. Las fases de

la multiplicacién resultan de la supresion del meristemo terminal y de la estimulacion de las yemas



axilares, para que crezcan y se alarguen. La division repetida y la transferencia de los propagulos a
un nuevo medio de cultivo conducen a un considerado incremento, pero la cantidad est4 limitada por
el nimero de yemas axilares presentes en el explante. La produccion de brotes axilares puede ir
acompanada de la proliferacion de yemas en el callo que se forma en la base del propagulo. En estos
casos se puede obtener tasas de multiplicacion mas elevadas, ya que el incremento no depende del
numero de nudos. La propagacion por punta de tallo se adapta para la propagacion in vitro de casi
cualquier especie de planta, si se conoce o determinan la secuencia y el requerimiento de cultivo
apropiados. A menudo este sistema se prefiere a otros métodos debido a que tiene menos

probabilidad de producir cambios genéticos.

3.1.2.1 Ventajas y desventajas de la Micropropagacion.
Efferson (6) indica que la micropropagacion presenta las siguientes ventajas y desventajas.
A. Ventajas.

a. Propagacion acelerada. Es posible tedricamente obtener en un afio a partir de una sola planta, un
millon de clones de ella.

b. Ahorro y ganancia de espacio. En espacio reducido es posible mantener cantidades considerables
de clones que servirdn como semilla en el campo y permite hacer uso de dareas verticales,
acumulando varios niveles para el efecto.

c. Ausencia de infecciones y factores climaticos adversos. Debido a las condiciones asépticas en que
se tienen los explantes estan libres de contaminantes, por lo que se cuenta con material que tiene la
capacidad de someterse a las pruebas mas rigurosas de cuarentena.

d. Disponibilidad inmediata y permanente de material. Permite la propagacion de plantas en épocas

en que las condiciones de campo no son las adecuadas.

B. Desventajas.

a. Altos costos de mantenimiento e instalacion de laboratorio.
b. Necesidad de tener mano de obra calificada.
c. Falta de precision en la seleccion de materiales.

d. Pérdida de variabilidad.



3.1.2.2 Etapas de la micropropagacion.

De acuerdo a Weaver (24), La micropropagacion se realiza en las siguientes etapas:

A. Fase de Iniciacién. Esta etapa consiste en aislar el apice vegetativo, esterilizarlo en forma
superficial y luego colocarlo en un medio de proliferacion.

B. Fase de Proliferacion. En la fase de proliferacion se estimula la formacion y multiplicacion de

brotes. El medio de proliferacion comtiinmente es un medio inorganico de Murashige y Skoog
(1962), con un balance de concentraciones de citocininas/auxinas.
La transferencia consiste en tomar el cultivo de brotes y cortarlo con bisturi en brotes individuales
e introducirlos en un nuevo medio de proliferacion. Asi se pueden establecer ciclos de
multiplicacion cada 4 a 6 semanas. Este proceso se puede continuar mas o menos por un afo. La
tasa de multiplicacion varia entre 2 y 8 ciclos, dependiendo de la variedad. Cuando el maximo
numero de brote es adquirido se separan en forma individual para subcultivarlos en un medio apto
para la formacion de raices, lo cual forma la segunda etapa, la etapa de regeneracion.

C. Fase de Regeneracion. En esta etapa se usa el medio de Murashige y Skoog (1962) con un
balance de concentraciones de citocininas/auxinas especifico para cada planta, el cual promueve
una prolongacion del tallo y la formacion de raices. Esta etapa tiene una duracién de unos dos
meses.

D. Fase de Aclimatacién. Las plantas de 7cm de longitud, con raices bien formadas y con por lo
menos tres hojas verdes se pueden transferir al invernadero para aclimatarlas a las condiciones
fuera del laboratorio. Las primeras semanas se meten las plantas debajo de plastico, manteniendo
la humedad a un 90% y reduciéndola poco a poco durante dos semanas, tiempo a partir del cual
las plantas pueden ser transferidas a un vivero con buenas condiciones de temperatura y humedad.

Las plantas estan listas para sembrar en el campo después de 2 meses.

3.1.2.3 Medio de Cultivo.

Hurtado y Merino (10), indican que el éxito del cultivo de tejidos de plantas estd influenciado por la
composicion quimica de los medios de cultivo. Se ha determinado que utilizando las sustancias
quimicas necesarias y las cantidades apropiadas de nutrientes, se han establecido cultivos para casi

todas las partes de una planta en diversas especies vegetales.



A. Tipos de medios de cultivo.

Los medios comtinmente utilizados son los siguientes:

a.

Murashige y Skoog o MS (1962). Es un medio que con ligeras modificaciones ha probado ser
exitoso para muchas especies vegetales. Este medio contiene concentraciones elevadas de nitrato
de amonio lo que permite su uso en el cultivo de meristemos y ademas en estudio de
organogeénesis.

Medio B5 (Gamborg et al, 1968). Su uso se ha generalizado en el cultivo de células. Presenta
bajos contenidos de amonio.

Schemk y Hidelbrant (1972). Es utilizado para la proliferacion de callos tanto en
monocotiledoneas como dicotiledoneas.

Woody plant Médium (Lloyd y Mc Cown, 1980). Es utilizado en plantas lefiosas que han
manifestado problemas en el medio MS por su alto contenido mineral. Su bajo contenido i6nico

lo hace adecuado para la fase de regeneracion. (4)

B. Componentes del medio de cultivo.

Torres, Texeira y Campos (22), indican que los componentes de un medio de cultivo son los

siguientes:

a.

Agua. Este componente que se encuentra en mayor proporcion en el medio de cultivo. El agua a

utilizarse debe ser destilada y estéril.

b. Nutricion mineral. La mayoria de los medios de cultivo incluye en su composicion los elementos

esenciales para las plantas. Estos elementos son: nitrogeno (nitrato, nitrito o amonio), fosforo
(fosfato), potasio (fosfato de potasio, nitrato de potasio o cloruro de potasio), magnesio (sulfato de
magnesio), calcio (cloruro de calcio o nitrato de calcio), hierro (quelato de hierro), manganeso
(sulfato de manganeso), zinc (sulfato de zinc), cobre (sulfato de cobre), cobalto (cloruro de

cobalto) y boro (4cido borico).

c. Nutricidon organica. Los compuestos organicos importantes para las plantas son: carbohidratos,

sustancias reguladoras de crecimiento, vitaminas, aminodacidos, amidas, ciertas purinas,

pirimidinas y acidos orgénicos.

d. Fuentes de carbono y energia. Al extraer parte de la planta y cultivarla in vitro, las células no son

fotosintéticamente activas y necesitan de carbohidratos para su crecimiento y desarrollo. Los

azucares estan involucrados ademas en los procesos de diferenciacion celular favoreciendo la



formacion de elementos vasculares y de la clorofila, tienen influencia ademés sobre la
organogénesis.

Los carbohidratos mas comtiinmente usados son: sacarosa, glucosa, fructosa en los niveles de 2%
al 5%.

e. Vitaminas. Son compuestos organicos que en bajas concentraciones desempefian funciones
reguladoras cataliticas en el metabolismo celular. Las vitaminas cominmente utilizadas en el
medio de cultivo son: tiamina (B1), 4cido nicotinico (B3) y piridoxina (B6), pero solo la tiamina
es indispensable en el medio.

f. Purinas y pirimidinas. Generalmente se ha reconocido que la malta, algunas levadura y extractos
selectos de tejidos vegetales, asi como endosperma liquido, pueden suministrar purinas o
pirimidinas.

g. Acidos organicos. El 4cido ascérbico y el acido citrico son usados para prevenir la oxidacion de
los explantes. La solucion preparada con estos acidos es una mezcla de 100 mg de acido
ascorbico y 150 mg de acido citrico.

h. Compuestos fendlicos. Muchos derivados fendlicos promueven el desenvolvimiento de la parte
aérea y el desarrollo de las raices. La diferenciacion de la parte aérea es estimulada por
compuestos fenolicos (mono-OH), y el enraizamiento es estimulado por los compuestos fenolicos
(bi-OH).

1. Extractos naturales. Entre los extractos naturales mas utilizados estan: leche de coco, agua de
coco y extractos de levaduras.

j. Materiales de soporte. Entre los materiales de soporte mas comtinmente utilizados esta el agar, el
cual es un polisacarido de algas marinas, es alcalino, liquido a 80 °C y so6lido a 40 °C. La
concentracion a utilizar varia de 0.5 a 1%, y depende del tipo de tejido o embrion, ya que en
algunos casos la alta densidad retarda el crecimiento.

k. Carbdn activado. Es utilizado para eliminar sustancias toxicas producidas por el explante in vitro
en el proceso de oxidacion, cuando existe decoloracion del medio de cultivo, en la formacion de
callos en la fase de regeneracion. La cantidad de carbdn activado a aplicar es diferente para cada
especie.

1. Reguladores de crecimiento. Segin Ruiz (18), las hormonas son por definicion, compuestos
organicos sintetizados por las plantas superiores, que influyen sobre el crecimiento y desarrollo y
actian regularmente en lugares diferentes en donde son producidas, ademas se encuentran
activas en muy pequefias cantidades. También se ha desarrollado otro tipo de hormonas sintéticas

que pueden tener un efecto semejante a las naturales.



C. Cualidades del medio de cultivo.

De acuerdo a Ruiz (18) para un desarrollo adecuado de los explantes, los medios de cultivo deben

presentar las siguientes cualidades:

a. PH. El pH debe ser tal que no altere la funcion de las membranas celulares o el sistema buffer del

citoplasma. Sus funciones son importantes en la regulacion fisiologicas. El pH condiciona las

sales que permanecen en forma soluble, influye en la asimilacion de nutrientes del medio y

modifica la gelificacion del agar. El crecimiento del tejido in vitro en medio liquido es mejor en

pH 5.0. En medios gelificados con agar el pH debe ser ajustado a 5.8. El pH se ajusta con

hidroxido de sodio o con acido clorhidrico y varia durante el periodo de incubacion.

b. Cantidad del medio. Como regla general cuanto menor es el explante menor debe ser el medio de

cultivo a utilizar.

c. Condiciones de incubacion. Deben ser consideradas las exigencias de luz, temperatura y

acumulacion de productos toxicos en el medio. Las tres caracteristicas de la luz, intensidad,

periodo de exposicion y calidad, son fundamentales.

La intensidad luminica en la fase inicial de desenvolvimiento del explante in vitro, debe ser baja

(1,000 lux). En la fase de multiplicacion las exigencias son de 1,000 a 3,000 lux. En cuanto a la

calidad de la luz, las lamparas recomendadas son fluorescentes blanco-frias, groluz u otro tipo de

lamparas con emisiones en las regiones de rojo (430nm) y azul (660 nm). Estas regiones del

espectro influencian los procesos morfogenéticos.

Las exigencias de fotoperiodo deben ser satisfechas. En general 16 horas de iluminacion y 1,000

lux de intensidad luminosa, se utilizan para la mayoria de especies.

Las exigencias de temperatura para el desarrollo de las plantas en condiciones naturales, deben ser

consideradas como punto de partida para establecer un cultivo in vitro.

Las plantas producen oxigeno, diéxido de carbono, aldehido y otros compuestos volatiles. La

acumulacion de CO2  en altas concentraciones conduce a la anaerobiosis, fermentacion y

produccion de alcoholes. En algunos casos, altas concentraciones de gas carbdonico inducen

disturbios en el crecimiento y desarrollo de la planta in vitro.

d. Esterilizacion del medio de cultivo. Segin Izaguirre (11), el medio de cultivo es generalmente

esterilizado a 121 °C y 1.05 kilogramos por centimetro cuadrado de presion. El tiempo requerido

para esterilizacion depende del volumen del medio en el recipiente (cuadro 1).



Cuadro 1: Tiempo minimo requerido para la esterilizacion de diferentes volimenes del medio:

Volumen del medio por recipiente en | Tiempo minimo de autoclavado en
mililitros. minutos.

25 20

50 25

100 28

250 31

500 35

1000 40

2000 48

4000 63

Fuente: Catalogue plant cell culture, SIGMA.

La contaminacion bacterial o por hongo es detrimental en el cultivo de tejidos. Los explantes son

esterilizados con soluciones desinfectantes (cuadro 2).

CUADRO 2: Desinfectantes comunmente utilizados en el cultivo de tejidos de plantas.

Concentracion Tiempo de exposicion
Desinfectante
(%) (minutos)

Hipoclorito de calcio 9-10 5-30
Hipoclorito de sodio 0.5-5 5-30
Agua Oxigenada 3-12 5-15
Alcohol etilico 70-95 5-15
Nitrato de plata 1 5-30
Cloruro de mercurio 0.1-1 2-10

Fuente: Catalogue plant cell culture, SIGMA.



3.1.24 Tipos de cultivo in vitro

Segtin la Universidad de Agricultura de Praga (23), existen ocho tipos de cultivo in vitro, los cuales
se describen a continuacion:

A.  Cultivo de plantulas.

Las plantulas son obtenidas por medio del cultivo de semillas en un medio adecuado. El cultivo de
plantulas se realiza cuando se desea propagar plantas por semillas y éstas presentan problemas de

germinacion.

B.  Cultivo de embriones.
En un ambiente aséptico se extirpa el embridon y se coloca en un medio estéril. En la medida que el
embrion crece, sus requerimientos de alimentos se reducen. Los embriones se desarrollan en agar con

relativo éxito. Una vez que las raices y los brotes crecen, las plantas deben trasplantarse.

C. Cultivo de 6rganos.
a. Organogénesis directa. Tallos y raices son regenerados directamente del tejido puesto en cultivo,

sin pasar por la formacioén previa de callo.

1. Polen. Los capullos de flores se esterilizan antes de abrirlos, luego se abren y se seccionan las
anteras, estas son colocadas en un recipiente conteniendo un medio inorganico con vitaminas A, B, C

y hierro.

2. Punta de brote. Este sistema es utilizado para obtener clones libres de agentes patogenos
especialmente en los cultivos propensos a los hongos como el clavel, crisantemo, ajo, papa, frutilla,
dalia, fresilla, gladiolos y orquideas. Este método consiste en cortar el meristemo apical y las dos
primeras insinuaciones de hojas de los brotes y ubicarlos en un medio estéril de tal manera que les
permita formar raices. Para extirpar el meristemo deben quitarse las hojas que lo cubren, luego se
secciona con un escarpelo esterilizado haciendo un corte en forma de “V”. La parte seccionada debe
tener aproximadamente 0.5 milimetros.

Agregando sales inorganicas y azicar se logra mejores resultados. Antes que los explantes sean
realmente brotes seran removidos, seccionados y replantados en diferentes frascos, de esta forma en
pocos meses se obtiene una cantidad apreciable de plantas. Si se colocan los envases en aparatos que

agiten o giren los frascos se obtienen brotes laterales y mas posibilidades de cortar nuevas partes de



tejido con el consiguiente aumento de plantas. Cada 3 o 4 semanas, nuevos brotes apareceran.
Cuando no se desee que el brote madre dé meristemos, se suspende la agitacion del frasco, se coloca
en medio de agar y asi se obtienen en 8 meses plantas con hojas y raices bien desarrolladas y listas

para ser plantadas.

b. Organogénesis indirecta.

Se realiza a través de una proliferacion celular rapida que conlleva a la formacion de callo, que en
condiciones fisiologicas y medios adecuados, se puede inducir la formacion de estructuras
organizadas que regeneran plantas; los procesos mas comunes son: Iniciacion indirecta de tallos a

partir de callo y la induccion indirecta de embriogénesis del callo formado.

D. Cultivo de tejidos.

Todas las partes de una planta estan formadas por tejidos, pero en este caso se trata de tejido
extirpado de una raiz o de la seccion vascular de un tallo (epidermis o cambium).

Tanto los medios a utilizarse como los nutrientes, varian de una especie a otra. También varia la
intensidad de luz y los estimulantes o retardadores de crecimiento que se utilicen. Las formas de
efectuar las incisiones de tejido son las siguientes: de una raiz carnosa cortada longitudinalmente se
extraen circulos transversales y se siembran en una solucion de agar. En plantas herbaceas se cortan
porciones de 15 cm. de largo, se remueven las hojas y se desinfecta con una solucién de alcohol al
95%, luego se cortan estos trozos en secciones de 5 centimetros y los cilindros del tallo interno son
extirpados, cortados transversalmente en discos y plantados. De las plantas lefiosas pueden obtenerse
micropropagaciones partiendo de tallos atin no lefiosos en secciones de 1 a 1.5 centimetros que son
sumergidos durante 10 a 15 minutos en hipoclorito de sodio y luego se enjuagan en agua esterilizada.
Los extremos son eliminados y el segmento restante es cortado en discos que son cultivados
posteriormente. En el caso de tallos lefiosos se pueden cortar longitudinalmente en lugar de discos y

en ese caso la parte que tocara el medio sera la no cortada.

E. Cultivo de celulas.
Se utiliza el mismo método de cultivo de tejidos, pero se parte de una sola célula que por division

celular llega a formar una planta (suspensiones o agregados celulares).



F.  Cultivo de protoplastos.

Es el cultivo de células separadas de su pared celular.

G. Formacion de 6rganos de almacenamiento.

Consiste en inducir in vitro la formacion de estos 6rganos.

H. Por microinjerto. Esta técnica ha permitido multiplicar plantas que por otro medio no ha
sido posible. Consiste en tomar una yema de la planta seleccionada, desinfectarla e injertarla sobre

un patrén germinado in vitro.

3.1.25 Reguladores de crecimiento.

A. Auxinas.

a. Auxinas sintéticas empleadas.

1. Acido indolacético (AIA).

Torres, Teixeira y Campos (22) indican que el acido indolcético es una auxina natural, que se utiliza
para promover la division celular y la diferenciacion de raices, su punto optimo de aplicacion es de
0.1ppm. a 1ppm.

La formula quimica de este regulador de crecimiento es C;o0HsKNO, y el peso molecular es de 213.28

g/mol (figura 1).

H

Fuente: Manual de productos quimicos Bayer
FIGURA 1. Estructura quimica del acido idolacético.

2. 2,4 -D (4). Se utiliza sobre todo para la formaciéon de callo. Presenta el inconveniente de
producir cambios genéticos importantes.
3. AIB. Es uno de los reguladores mas empleados. Se utiliza para la induccion de raices. También

se emplea en bajas concentraciones en la fase de multiplicacion.



4. ANA (4). Es un regulador de crecimiento comtinmente utilizado para promover la organogénesis
celular.

5. Picloram. Este tipo de regulador es utilizado recientemente para la induccion de callo.

Las auxinas difieren en la actividad fisioldgica, en el desplazamiento dentro de los tejidos, en la

metabolizacién y en la conjugacion.

La escogencia de una auxina y su concentracion en el medio depende de:
1. La clase de crecimiento y desarrollo necesario.

2. Los niveles naturales dentro del explante.

3. La capacidad de los tejidos de sintetizar auxina naturalmente.

4. La interaccidn entre auxinas sintéticas y auxinas naturales endogenas. (5)

b. Funcionamiento. Las auxinas actian de tres formas: aumento en el alargamiento celular;
incremento del metabolismo energético y cambio en el tipo de ARN. Las enzimas y proteinas son la

base de muchos efectos auxinicos, importantes en la agricultura.

Las auxinas desempefan un papel importante en la fase de alargamiento en muchos 6rganos. Los
limites maximos de concentracion para el alargamiento celular varian grandemente en los diferentes
tejidos y en las concentraciones. Las auxinas estimulan el crecimiento de tallos y hojas pero en
concentraciones diferentes para cada uno. En la raiz el acido indolacético en concentraciones altas

tiene efecto inhibitorio.

c. Modo de accion. Las auxinas parecen tener dos efectos en el proceso de alargamiento celular;
aumenta la plasticidad de la pared y participan directa o indirectamente en las reacciones mediante las
cuales se depositan nuevas moléculas de célula dentro de las paredes; sin embargo, el efecto de las
auxinas en el desarrollo de la pared celular se considera en la actualidad no como un efecto directo
sino como una posible reaccion final de un proceso metabdlico condicionado o regulado por la
hormona.

Hay pruebas abundantes que las auxinas act@an primariamente como agentes cataliticos o

reguladores en alguna fase del metabolismo de los carbohidratos.

d. Efecto sobre los cultivos in vitro. Las auxinas son generalmente necesarias para inducir la
formacion de callo. El 2,4-D y el picloram son las auxinas utilizadas con mas frecuencia, para este

propasito.



Para la induccion de callo en dicotiledoneas se utilizan concentraciones entre Img/l y 3 mg/l. Enel
caso de las monocotiledoneas las concentraciones son mas altas, 2 mg/l a 10 mg/I.

Otros efectos producidos en los explantes son: inhibir la formacion de clorofila, inducir la
formacion de embriones y participar en la formacion de tallos y raices, aunque este ultimo proceso
es dependiente de la interaccion auxina/citocinina. Durante la multiplicacion de tallos, bajas
concentraciones de auxinas son empleadas con altos niveles de citocininas. Las auxinas también son

indispensables para promover el crecimiento inicial de meristemos y apices.

e. Fijacion auxinica. Las auxinas sintéticas agregadas al medio de cultivo pueden ser absorbidas por
sitios de fijacion en los tejidos y ser liberadas posteriormente, como por ejemplo se ha transferido
explante a un nuevo medio que no contiene auxina. Esto constituye un problema a la hora que se
quiere reducir la auxina para inducir procesos morfogenéticos. El grado de fijacion y liberacion
varia segun el genotipo y la auxina utilizada. En ciertos casos la absorcion de auxina es tal, que es
necesario transferir varias veces los cultivos a un medio desprovisto de esta sustancia que elimine sus

efectos.

f. Regulacion de niveles enddgenos. La capacidad potencial de diferenciacion, division vy
morfogénesis depende no solo de la concentracion de auxina exdgena, sino también del nivel
endogeno en la planta y de la interaccion entre estas dos fuentes.

La regulacion del nivel endogeno ocurre por la variacion natural de su biosintesis y su metabolismo.
Los tejidos meristematicos y tejidos juveniles, presentan naturalmente altos niveles de inhibidores de
la peroxidasa. Se ha observado que los fenoles y sus derivados son inhibidores de las enzimas

oxidativas.

g. Biosintesis de la auxina. El aumento de AIA es consecuencia del enriquecimiento del medio con el
aminoacido triptofano porque éste se convierte en AIA. Las vias de sintesis del AIA se basan en la
presencia de intermediarios y su actividad bioldgica, ademas en el aislamiento de enzimas capaces de
convertir in Vitro estos intermediarios en AIA. Asi se han podido establecer cuatro vias de
biosintesis: la via del acido indolpiruvico, la via de la triptamina, la via de la indolacetoxima y la via

del triptofol.

h. Antiauxinas. La primera molécula en que se detectd accidon antiauxinica fue la del acido tri-
fenilbutirico. Sin embargo la molécula, que mas cerca estd del prototipo de antiauxina es el acido

2,4-diclorofenoxi isobutirico.



1. Efecto toxico de las auxinas. La aplicacion de auxinas, en concentraciones relativamente altas,
produce como resultado la aparicion de deformaciones en las plantas, tales como: distorsiones en las
hojas, tallos y raices, asi como en decoloracion de las hojas, inhibicion del alargamiento del tallo o las

raices, apertura floral y formacion de tumores (4).
B. Citocininas.

Las citocininas son derivadas de la adenina y tienen un papel fundamental en la diferenciacion y
regeneracion de plantas en la mayoria de las especies. Inducen la division celular, la proliferacion y
morfogénesis de la parte aérea.

a. Citocininas comunmente utilizadas en cultivo de tejidos.

1. Bencilaminopurina (BAP).

Segun Torres, Teixeira y Campos (22), la 6-bencilaminopurina es una aminopurina, derivada de la
adenina. Su peso molecular es de 225.26 g/mol y su formula quimica es C;; H;; Ns. Esta pertenece
al grupo de la citocininas, las cuales estimulan la division celular y la citocinesis, su punto optimo

esta alrededor de 0.03 ppm a 30 ppm (figura 2) .

I
H
Fuente: Manual de productos quimicos Bayer

FIGURA 2. Estructura quimica de la bencilaminopurina

2. Zeatina: promueve el crecimiento de tallo.



3. Cinetina: en la papa es la Uinica sustancia que junto con el 4cido giberélico induce la proliferacion

de tallo (4).

b. Actividad bioldgica. El efecto de las citocininas es mas notable en cultivos de tejidos cuando son

usadas con las auxinas, éstos estimulan la division celular y controlan la morfogénesis.

c. Modo de accion. Su efecto es igual al de las condiciones naturales. Sus funciones son: aumenta la
cantidad de ADN, estimula la sintesis de proteinas, inhibe las auxinas oxidasas, tiene implicacion en
el metabolismo de los carbohidratos, en la actividad enzimaticas de las vias glucoliticas y oxidativas

de las pentosas fosfato y estan presentes en la transferencia molecular del ARN.

d. Especificidad de accion. La accion de las citocininas es dependiente de la luz. El efecto

citocininico varia segun el compuesto utilizado y el tipo de cultivo.

e. Efecto en el cultivo de tejidos. Las citocininas son necesarias en la division celular, pues en un
medio donde la citocinina es limitada, la division celular puede detenerse en una de sus fases.

Las citocininas son muy efectivas para promover directa o indirectamente la iniciacién de brotes, los
cuales se forman en una superficie meristematica. La formacion de brotes adventicios, es regulada por
una interaccion entre auxinas y citocininas.

Un balance entre auxinas y citocininas, normalmente dan la més efectiva organogénesis.

Las citocininas pueden promover el crecimiento de las raices o la formacion de raices adventicias en
ausencia de auxinas.

Las bajas concentraciones de citocininas, inducen la formacion de callos embriogénicos,
especialmente en plantas de hoja ancha. La presencia de citocininas enddgenas, puede ser

responsable de la inhabilidad para obtener embriogénesis en algunos genotipos.

Biosintesis de las citocininas. Las citocininas se sintetizan comunmente en los apices radicales, la
ruta de biosintesis es desconocida hasta el momento, sin embargo se tienen datos que indican que ésta
se produce por la isopentenilacion de la adenina monofosfato o por degradacién de la molécula de

ARNL. (4)



C. Interaccion auxina-citocinina.
Muchos efectos de la diferenciacion celular y organogénesis son controlados por esta interaccion
(figura 3).

AUXINA 4 CITOCININA

FORMACION DE RAICES
ESTACA.

EMBRIOGENESIS

RAICES ADVENTICIAS EN
CALLO

INICIACION DE CALLO

FORMACION DE TALLOS
ADVENTICIOS

PROLIFERACION DE TALLOS
ADVENTICIOS

FIGURA 3. Efecto de la interaccion auxina - citocinina en cultivo de tejidos (IICA)

Sin embargo no siempre se tienen estos resultados. En las monocotiledoneas, el callo es inducido por
altos niveles de auxinas sin necesidad de aportar citocinina. En estos callos la organogénesis es
promovida al transferir los cultivos a un medio carente de reguladores, no obstante en general es
necesario un balance entre auxinas y citocininas para la formacion de tallos adventicios y meristemos

radicales (4).
D. GIBERELINAS.

Son compuestos que tienen esqueleto ginabe y estimulan la division o la prolongacion celular o
ambas cosas. Existen mas de 71 giberelinas hasta el momento y su numero sigue creciendo, todas las
giberelinas tienen la misma estructura quimica, el ent-gibereleno y se diferencian unas de otras

unicamente por las caracteristicas de los grupos laterales (-CH3; -CH,OH; CHO, etc.)(4)

a. Efectos fisiologicos de las giberelinas. Los efectos fisioldgicos de las giberelinas son:
alargamiento de entrenudos, estimulacion de la floracion, crecimiento de hojas y  frutos,
germinacion y la brotacion de yemas y se deben a la estimulacion de enzimas especificas o a cambios

en disponibilidad de auxina enddgena.

b. Efectos invitro. Inhibe la induccion de tallos y raices por mas de 2 o 3 subcultivos, también

inhibe la formacion de embriones somaticos y tiene poco o ninglin efecto en la diferenciacion de



células, estimula el crecimiento y el desarrollo en 6rganos preformados. Generalmente impide la
formacion de raices. En el cultivo de dpices estimula el crecimiento y su presencia es generalmente

critica para permitir la elongacion de los tallos formados (4).

c. Acido giberélico (GA3). Torres, Teixeira y Campos (22) expresan que el acido giberélico puede
provocar un aumento sorprendente en la prolongacion de los brotes en muchas especies vegetales, su
actividad biologica es muy variada principalmente en el crecimiento, ya que puede producir una
elongacion extraordinaria o enanos genéticos. El 4acido giberélico incrementa la produccion de
auxinas y su punto optimo esta alrededor de 0.1ppm. a 1ppm. Valores mayores de 1ppm. produce

toxicidad. El peso molecular es 346.4 g/mol (figura 4).
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Fuente: Manual de productos quimicos Bayer

FIGURA 4. Estructura quimica del acido giberélico (Merck MG aA)

3.1.2.6 Problemas que se pueden presentar durante el proceso de micropropagacion.

Uno de los problemas frecuentes es la oxidacion de células dafiadas por el corte (oxidacion de
fenoles). Este problema no se presenta en todas las especies, pero cuando ocurre es necesario utilizar
soluciones antioxidantes como: PVP (5-10 g/l); acido citrico, acido ascorbico y carbon activado.

Otro problema es orientar el desarrollo del explante en funcion de su naturaleza (4).



3.1.2.7 Estudios de cultivo de tejidos en berries.

A. Micropropagacion de la frambuesa (Rubus ideaus).

Welander (25) obtuvo una metodologia para la propagacion masiva de la frambuesa (Rubus ideaus),
realizo el estudio en seis variedades de frambuesa utilizo el cultivo de yemas axilares. Los mejores
resultados en cuanto a la produccion de brotes se obtuvieron agregando en el medio de cultivo
(Murashige y Skoog) la mitad de concentraciéon de nitrato de amonio y nitrato de potasio y el
regulador de crecimiento bencilaminopurina en una concentracion de 1 mg/I.

En cuatro de las variedades se obtuvo 100% de respuesta en enraizamiento. Y en la etapa de

aclimatacion obtuvo el 90% de respuesta.

B. Micropropagacion de la fresa (Fragaria sp)

Slowik y Villalobos (20) realizaron estudios para obtener una metodologia para la micropropagacion
de la fresa. Utilizaron como propagalos estolones de fresa los cuales fueron esterilizados
superficialmente con alcohol al 70% y posteriormente con hipoclorito de sodio al 4%. los meristemos
de un tamano aproximado de 0.5 a 1 mm fueron extirpados en un  microscopio de diseccion y
sembrados en el medio Murashige y Skoog (1,962) modificado por Vine (1,968), el cual fue
suplementado con agua de coco (10%), 4cido indolbutirico 1lug/ml y Bacto-agar (0.7%),

incubandose el material a una temperatura de 23 °C y un fotoperiodo de 16 horas.

Bajo estas condiciones se obtuvo en los primeros 20 dias de la etapa inicial de incubacion un 69% de

callosidad, el porcentaje de plantas obtenidas con este sistema fue relativamente bajo.



3.2 MARCO REFERENCIAL.

3.2.1 UBICACION DEL EXPERIMENTO.

El experimento se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de Agronomia de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, bajo las condiciones siguientes:

1. Intensidad luminica: de 1,000 a 4,000 lux.

2. Fotoperiodo: 16 horas luz por 8 de oscuridad

3. Temperatura: 25 °C (mas o menos un grado).

3.2.2 ESTUDIOS REALIZADOS EN MICROPROPAGACION DE Rubus glaucus:

Kite y Kleyn (12) elaboraron una metodologia en 1,981 para propagar mora in vitro, utilizaron el
medio Murashige y Skoog suplementado con benciladenina y acido giberélico.

En 1,990 Angarita y Ramirez (2) propagaron mora (Rubus glaucus) por medio de yemas axilares
activas de plantas de mora cultivadas en invernadero, realizaron ensayos para determinar el
desinfectante y la concentracion necesaria para la desinfeccion y encontraron que el  hipoclorito de
sodio al 0.5% durante cinco minutos produjo el mejor resultado. Concentraciones y tiempos
mayores no promovieron la supervivencia del explante. En segundo término establecieron el uso del
mejor antioxidante, ya que se detectd un proceso de oxidacioén generalizado desde el inicio de cultivo
in vitro, el antioxidante que presentd mejor resultado fue el acido ascorbico en la concentracion 100
ppm.

Ademas realizaron ensayos para obtener el balance hormonal 6ptimo, probando el efecto de la
kinetina y la bencilaminopurina en diferentes concentraciones adicionadas a un medio basico MS
suplementado con acido naftalenacético (0.1 ppm), calificando el desarrollo de la plantula, el nimero
de foliolos y la presencia de callo. También determinaron que la bencilaminopurina (3ppm) produjo
el mejor resultado. En el siguiente ensayo probaron la interaccion citocinina-giberelina; el mejor
resultado se obtuvo con acido giberélico (1ppm) y bencilaminopurina (3ppm). Posteriormente se
hizo un ensayo con el objeto de obtener tallos verdaderos y brotes multiples, para lo cual se prob¢ el
acido indolacético (0.1ppm) en interaccion con las hormonas anteriormente probadas, obteniendo

como resultado de esta interaccion plantulas 6ptimas para la micropropagacion.



En el afo 2,000, Muralanda, Gonzaga y Castro (13), desarrollaron una metodologia para la
propagacion industrial de mora de castilla (Rubus glaucus). Para la multiplicacién masiva de mora
utilizaron el medio Murashige y Skoog a la mitad de la concentracion con M-inositol 100 mg/l y
Tiamina 0.01 mg/l. Como reguladores de crecimiento bencilaminopurina 1 mg/l y acido giberélico 1
mg/l y phytagel 2.7 g/l como gelificante.

Para la produccion de callo utilizaron fragmentos de hoja de plantas propagadas in vitro. El medio
empleado fue Murashige y Skoog en la mitad de su concentracion y suplementado con 1 mg/l de 2,4-
Dy 1 mg/l de cinetina. La induccion de brotes la obtuvieron utilizando el medio Murashige y Skoog
en la mitad de su concentracion con niveles de cinetina que oscilan entre 0,2-0,5 mg/1.

Muralanda, Gonzaga y Castro (14) determinaron el tiempo ideal entre subcultivos, que puede oscilar
entre 1 y 2 meses, durante la fase de multiplicacion. Asi mismo definieron una fase de elongacion y
enraizamiento con 4acido indolacético solo o combinado con bencilaminopurina, previo al
establecimiento en invernadero. Para el establecimiento ex vitro utilizaron como sustrato jiffy pellets
por la buena formacion de raiz y excelente desarrollo aéreo que produce. Con esta metodologia fue

posible producir 100,000 plantas anuales.



4. OBJETIVOS.

4.1 OBJETIVO GENERAL.

" Establecer una metodologia para la micropropagacion de mora (Rubus hadrocarpus forma

adenophorus).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

. Determinar la combinacion de bencilaminopurina en los niveles de (0 ppm, 0.5 ppm, 3 ppm, y
7 ppm) y el acido giberélico en los niveles de (0 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm, 1 ppm y 1.5 ppm), que
producird los mejores resultados en el nimero de brotes, tamafio de brotes y nimero de hojas en

yemas axilares de mora (Rubus hadrocarpus forma adenophorus).

. Determinar la combinacion de bencilaminopurina en los niveles de (0 ppm, 0.1 ppm, 0.5 ppm y
1 ppm) y 4cido indolacético en los niveles de (0 ppm, 0.1ppm, 0.5ppm, lppm y 3ppm), que

producira los mejores resultados en el nimero de raices por explante.



5. HIPOTESIS.

= La bencilaminopurina en una concentracion de 3 ppm y el acido giberilico en la concentracion de
Ippm induciran la formacion adecuada de brotes y hojas en yemas axilares de mora (Rubus

hadrocarpus forma adenophorus).

= La bencilaminopurina en una concentracion de 1 ppm y el acido indolacético en una
concentracion de 0.1 ppm inducira la formacion adecuada de raices en explantes de mora (Rubus

hadrocarpus forma adenophorus).



6. METODOLOGIA

La investigacion const6 de dos etapas las que se describen a continuacion.

6.1 INDUCCION DE BROTES.
Para la induccion de brotes se utilizé el medio basico de cultivo de Murashige y Skoog (1,962) a la
mitad de su concentracion (cuadro 19A) Los reguladores de crecimiento se aplicaron de acuerdo a

cada tratamiento.

6.1.1 TRATAMIENTOS.

Los tratamiento para la induccion de brotes, estdn determinados por las combinaciones de cuatro
niveles de bencilaminopurina (BAP y cuatro niveles de acido giberélico (GA3) mas un testigo, para
un total de 17 tratamiento con 10 repeticiones, los cuales hacen 170 unidades experimentales (cuadro
3). El ntimero de repeticiones se seleccion6 con base en la cantidad de material disponible y no con
base al disefio experimental, sin embargo el numero de repeticiones seleccionado es valido para

minimizar el efecto del error experimental.

Cuadro 3. Tratamientos para evaluar la induccion de brotes en yemas axilares de mora (Rubus

hadrocarpus forma adenophorus).

Tratamiento | BAP (mg/l) | AG3 (mg/l)
1 (testigo) 0 0
2 0.5 0.1
3 3.0 0.1
4 5.0 0.1
5 7.0 0.1
6 0.5 0.5
7 3.0 0.5
8 5.0 0.5
9 7.0 0.5
10 0.5 1.0
11 3.0 1.0
12 5.0 1.0
13 7.0 1.0
14 0.5 1.5
15 3.0 1.5
16 5.0 1.5
17 7.0 1.5




6.1.2 SELECCIONY COLECTA DEL MATERIAL VEGETAL.
Para la seleccion del material vegetal se realizd un recorrido por la aldea La Cumbre, Tecpan
Guatemala y se entrevistd a agricultores” con respecto a las plantaciones de mora mas productivas.

Luego se colectd material vegetal y se identifico con los siguientes datos: numero, fecha, lugar de
colecta y caracteristicas importantes de las plantas.

.El material vegetal se coloco en una prensa y se trasladd al herbario de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala para su determinacion.
Determinadas las especies se realizd un andlisis de la informacion recopilada para establecer la
calidad productiva de cada una.

La planta seleccionada se propagd por el método de siembra, Plantulas Enraizadas, en el Centro
Experimental Docente de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
Se escogieron las yemas axilares de las partes medias de las ramas, pues segun el analisis previo,
¢stas resultaron ser las mas apropiadas para la micropropagacion, ya que son menos susceptibles a la
oxidaciéon y mas faciles de manipular, el material seleccionado se colocd en una solucion de
antibioticos y antioxidantes por espacio de dos horas, debido a que tiempos menores no produce
efecto sobre la eliminacion de microorganismos y tiempos mayores produce la oxidacion de los

explantes (Cuadro20 A).

6.1.3 LAVADO Y DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL.

En la cdmara de flujo laminar se lavaron los explantes con agua desmineralizada estéril durante 5
minutos por 3 veces seguidas, para eliminar el exceso de la solucion de antibidticos y antioxidantes.
Para completar su esterilizacion se colocaron los explantes en alcohol al 95% por espacio de un
minuto. Un lavado posterior elimind el alcohol para finalizar la esterilizacion con hipoclorito de
sodio al 2% por un espacio de 3 minutos debido a que concentraciones y tiempos mayores producen
la oxidacion del explante. Por ultimo se elimind el residuo de hipoclorito de sodio con agua
desmineralizada estéril y se colocaron los explantes en una solucién de 150 ppm de acido citrico

(antioxidante), mientras se procedié a la siembra.

2Garcia,M. 2,002. Caracterizacion de cultivares de mora. (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala.
Rucux Colo, C. 2,002. Caracterizacion de cultivares de mora (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala
Sinai, R. 2,002. Caracterizacion de cultivares de mora (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala.
Sudrez Suy, D. 2,002. Caracterizacion de cultivares de mora (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala.
Colo, M. 2002. Caracterizacion de cultivares de mora (entrevista). Aldea La Cumbre, Tecpan Guatemala.



6.1.4 SIEMBRA.

En la camara de flujo laminar se eliminaron las espinas y hojas que recubrian la yema axilar y se
sembro el explante en el medio de cultivo para la induccion de brotes. Para evitar la contaminacion
del propagulo se realizo la siembra cerca de la flama de un mechero y con instrumentos esterilizados

con alcohol etilico y calor.

6.1.5 INCUBACION.
Se colocaron los explantes en el cuarto de crecimiento por espacio de mes y medio. Se realizd una
visita semanal al cuarto de crecimiento para comprobar si la contaminacioén u oxidacion afectaban el

proceso de desarrollo del explante.

6.1.6 ANALISIS EXPERIMENTAL:

6.1.6.1 Disefio experimental.

El disefio que se utiliz6 fue el Completamente al Azar Con Arreglo Combinatorio y el andlisis de
medias se realizd6 por medio de la prueba de Tukey al 5%. Para estos analisis fue necesario hacer
ajustes de datos, debido a que los originales no cumplieron con el supuesto de normalidad. La
prueba de bondad que se utilizo para la normalidad fue la de Shapiro-Wilks por ser la mas sencilla de
realizar y las transformaciones que se hicieron fueron la Logaritmica (Log X+1) en el caso de la

variable tamafio de brotes y la Raiz Cuadrada (VX+0.5) para el resto de las variables.

6.1.6.2 Modelo Estadistico.

Yij=p+ Ai+Bj+ (AB) ij +&ij

Siendo:

Yij = variable respuesta a evaluar

M = media general

Ai = efecto del i-ésimo tratamiento de bencilaminopurina

Bj = efecto del j-ésimo tratamiento del acido giberélico

(AB) ij = efecto de la interaccion del i-ésimo tratamiento bencilaminopurina y el j-ésimo tratamiento
del acido giberélico

gijk = error experimental.



6.1.6.3 Unidad experimental.

Consistio en un tubo de ensayo de 150 mm de largo por 25 mm de diametro, al cual se agregd 10 ml
de medio de cultivo.

6.1.6.4 Variables de Respuesta.

Las variables de respuesta que se evaluaron fueron:

" NuUmero de Brotes: al mes y medio del proceso de incubacion se procedio a contar el numero
de brotes presentes en los explantes.

. Tamafio de brotes. Con la utilizacion de una regla se realiz6 una medicion estimada en
centimetros, de la longitud de los brotes.

. Numero de hojas por brote. Se cont6 el nimero de hojas de cada brote, luego se calculo el

promedio de hojas por brote en cada explante.

A. Otras variables.
Se considerd necesario hacer el analisis de las variables numero de nudos y longitud entrenudos ya

que éstas son claves en la propagacion masiva de las especies.

6.2 INDUCCION DE RAICES
Para la induccion de raices se utilizd el medio Murashige & Skoog a la mitad de su concentracion

(cuadro 19 A).

6.2.1 TRATAMIENTOS.

Los tratamientos se formaron con la combinacion de tres niveles de bencilaminopurina y cuatro
niveles de 4cido indolacético, mas un tratamiento testigo. El nimero de repeticiones fue de 13. El
numero de repeticiones se selecciond con base en la cantidad de material disponible y no con base al
disefio experimental, sin embargo el nimero de repeticiones seleccionado es valido para minimizar el

efecto del error experimental. (cuadro 4).



Cuadro 4. Tratamientos que se evaluaron para la induccion de raices.

Tratamiento | AIA (mg/l.) | BAP (mg/l)

1 (testigo) 0 0
2 0.1 0.1
3 0.5 0.1
4 1. 0.1
5 3. 0.1
6 0.1 0.5
7 0.5 0.5
8 1. 0.5
9 3. 0.5
10 0.1 1.
11 0.5 1.
12 1. 1.
13 3. 1

6.2.2 CULTIVO DE EXPLANTES.
Los brotes producidos in vitro fueron seccionados de tal manera que se dejéo un nudo, en cada

explante. El cual fue sembrado posteriormente en el medio de cultivo para su enraizamiento.

6.2.3 INCUBACION.

Los explantes se colocaron en el cuarto de crecimiento por espacio de 2 meses, tiempo en el cual la
planta complet6 el desarrollo de sus raices. Se realizd una visita semanal al cuarto de crecimiento
para comprobar si el proceso de desarrollo del explante habia sido afectado o no por la

contaminacion u oxidacion.

6.2.4 TOMA DE DATOS.

Se conto y anoto6 el nimero de raices producidas por unidad experimental.

6.2.5 DISENO EXPERIMENTAL.

El disefio que se utilizo fue el Completamente al Azar con Arreglo Combinatorio, y el andlisis de
medias se realizd por medio de la prueba de Tukey al 5%. Para estos analisis fue necesario hacer
ajustes de datos debido a que los originales no cumplieron con el supuesto de normalidad. La prueba
de bondad que se utilizo para la normalidad fue la de Shapiro-Wilks por ser la mas sencilla de
realizar. La transformacion que se utilizo en la variable nimero de raices fue la de Raiz Cuadrada

(VX+0.5).



6.2.5.1 Modelo Estadistico.

Yij=pu+Ai+Bj+ (AB)ij +E€ij

Siendo:

Yij = Variable respuesta a evaluar

M = Media general.

Ai = Efecto del i-ésimo tratamiento de bencilaminopurina

Bj = Efecto del j-ésimo tratamiento de acido indolacético

(AB) ij = Interaccion del i-ésimo tratamiento de bencilaminopurina y el j-ésimo tratamiento de acido
indolacético.

€ij = Error experimental

A. Variable de respuesta.
La variable que se evaluo fue el nimero de raices, las cuales fueron contadas a los dos meses de

incubacion.

B. Unidad experimental.
La unidad experimental la constituyé un tubo de cultivo de 150mm de longitud por 25 mm de

didmetro y con 10 ml del medio de cultivo para regeneracion.

6.3 PRESENTACION DE RESULTADOS.
Los resultados se presentaron por medio de cuadros, graficas y fotografias, para facilitar su

comprension.



7. RESULTADOS Y DISCUSION
La mora (Rubus hadrocarpus) es una planta propensa a la oxidacion y contaminacioén, por
consiguiente previo a realizar el experimento fue necesario hacer pruebas previas. Para la
desinfeccion se obtuvo que hipoclorito de sodio al 2% por tres minutos produjo el mejor resultado a
diferencia Angarita y Ramirez (2) en Rubus glaucus utilizaron este mismo desinfectante pero al
0.05% y por espacio de cinco minutos (cuadro 21 A).
Para erradicar la oxidacion se hizo el analisis de tres antioxidantes en diferentes concentraciones, el

mejor resultado se obtuvo con carbon activado al 0.5% (22 A). Angarita y Ramirez (2) en Rubus

glaucus usaron el acido ascorbico a 100 ppm.

7.1 NUMERO DE BROTES.

El nimero de brotes en las plantas, estd vinculado con el tipo de especie vegetal y la accion de los
reguladores de crecimiento. La morfologia de Rubus hadrocarpus forma adenophorus presenta la
existencia de un unico brote producido por cada yema axilar, sin embargo el comportamiento in vitro
y el efecto de los reguladores de crecimiento exdgenos produjeron efectos diferentes.

De acuerdo al analisis de la varianza del numero de brotes, se llegd a establecer que hubo diferencias
significativas en la interaccion entre el 4cido giberélico y la bencilaminopurina, por lo que se deduce

que al menos uno de los tratamientos es significativamente diferente a los otros. (cuadro 5).

Cuadro 5 Anadlisis de la varianza del efecto de la bencilaminopurina y el 4cido giberélico sobre el
numero de brotes de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Grados de Suma de Cuadrados

Fuente de variacion libertad cuadrados medios valor de F Pr>F
Efecto de BAP 3 0.4546315 0.15154383 5.77 0.001**
Efecto de GA3 3 0.09435488 0.03145163 1.2 0.3135 NS
Efecto de
repeticiones 9 0.49427177 0.05491909 2.09 0.0345 *
Efecto de interaccion 9 0.50616653 0.05624073 2.14 0.0302 *
Efecto de error
experimental 135 3.5475451 0.02627811
Total 159 5.09696977
CV 1349

** Diferencia altamente significativa ™ No significativa

* Diferencia significativa




La concentracion de la bencilaminopurina para la proliferacion de yemas axilares y del 4cido
giberélico en la division y prolongacion celular depende de los requerimientos de cada especie
vegetal. En el caso de Rubus hadrocarpus forma adenophorus, la prueba de Tukey al 5% (cuadro 6),
establecio que el tratamiento 13 (7mg./l BAP, Img/l GAs), presenté el mayor nimero de brotes,
empero no hubo diferencia significativa entre éste, y el resto de tratamientos con excepcion del 16 (5
mr/l BAP, 1.5 mr/l de GA3) y 17 (7 mr/l BAP, 1.5 mr/l de GA3).

Un hecho importante a destacar es que los tratamientos 13, 9 y 5, en alguna de sus unidades
experimentales, produjeron mas de un brote aunque la mayoria produjeron un brote por explante.
Cuando se analizd estos tratamientos se pudo constatar contenian la mayor concentracion de
bencilaminopurina y la menor concentracion del acido giberélico.

El resto de tratamientos produjeron un brote por explante con inclusion del testigo, lo que indica que
la planta atin en ausencia de reguladores de crecimiento exdgenos es capaz de brotar.

Los tratamientos 16 y 17 presentaron resultados no deseables para la micropropagacion, ya que el
50% y 30% de las unidades experimentales respectivas no brotaron, presentando serios problemas de
toxicidad, la cual se manifestd en oxidacion y muerte del explante. Thorpe(21), indica que la
concentracion de acido giberélico mayor de 1ppm produce toxicidad en las plantas. En este caso la
toxicidad se expreso en los tratamientos de bencilaminopurina y acido giberélico 5/1.5 ppm 'y 7/1.5
ppm, sin embargo los tratamientos 14 y 15 con bencilaminopurina y acido giberélico 3/1.5 ppm y

0.5/1.5 ppm solo presentaron problemas leves de toxicidad (figura 5).



Cuadro 6. Prueba de Tukey con 5% de significancia para el efecto de la bencilaminopurina y el
acido giberélico sobre el nimero de brotes de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Tratamientos Descripcion Promedio de brotes Grupo Tukey
BAP GA3
13. 7 1 1.33 A
9. 7 0.5 1.26 AB
5. 7 0.1 1.26 AB
15 3 1.5 1.26 AB
2 0.5 0.1 1.24 AB
3 3 0.1 1.23 AB
4. 5 0.1 1.23 AB
1 0 1.23 AB
6 0.5 0.5 1.23 AB
8. 5 0.5 1.23 AB
10. 0.5 1 1.23 AB
11. 3 1 1.21 B
12. 5 1 1.17 BC
7. 3 0.5 1.17 BC
14 0.5 1.5 1.12 BC
17 7 1.5 1.05 DE
16 5 1.5 1.02 E
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FIGURA 5 Distribucion de los tratamientos de acuerdo al nimero promedio de brotes.

Los datos de numero de brotes por unidad experimental se detallan en el cuadro 24 A.



7.2 TAMANO DEL BROTE.
La longitud del brote producido in vitro esta controlada por la concentracion de los reguladores de

crecimiento endogeno y exodgeno y depende de cada especie vegetal. La bencilaminopurina estimula
la division celular, y el 4cido giberélico la division y el alargamiento celular (4 ).

De acuerdo al analisis de la varianza de la longitud de brotes, se llegd a establecer que existio
diferencia altamente significativa, en cuanto a la interaccion entre el acido giberélico y la

bencilaminopurina (cuadro 7).

Cuadro 7. Analisis de la varianza de la bencilaminopurina y el acido giberélico sobre el tamafio de
brote de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Suma de Cuadrados
Fuente de variacion | Grados de libertad | cuadrados medios valor de F Pr>F
Efecto de BAP 3 8.63744319 2.87914773| 21.46 0.0001**
Efecto de GA, 3 1.36593051 0.4531017, 3.39 0.0199*
Efecto de 05533 NS
repeticiones 9 1.05108034 0.1167867, 0.87 )
Efecto de ok
interaccion 9 3.49115878 0.38790653 2.89 0.0037
Efecto de error exp. 135 18.1117188] 0.13416088,
Total 159 14.5456128 0.6060672]
CV 248
** Diferencia altamente NS No significativa

significativa
* Diferencia significativa

En cuanto a la informacion proporcionada en el analisis de las medias, por medio de la prueba de
Tukey al 5%, (cuadro 8), se llegd a determinar que el tratamiento 12 con bencilaminopurina y 4cido
giberélico de 5/1 ppm, presentd la mayor altura, sin embargo no existio diferencia significativa entre
éste y los tratamientos 1, 3, 5, 6, 10 y 11, lo que indica que el testigo se encuentra en un rango
aceptable para la micropropagacion, pues contiene cantidades enddgenas de reguladores de
crecimiento, suficientes para inducir la brotacion y el crecimiento.

El comportamiento in vitro de Rubus hadrocarpus forma adenophorus es semejante al de Rubus
glaucus, segun estudios realizados por Angarita y Ramirez en 1990 (2), de acuerdo al acido giberélico
en concentracion de lppm, pero con respecto a la bencilaminopurina es necesario continuar

realizando estudios para encontrar la dosis adecuada.

El resto de tratamientos produjo efectos semejantes en cuanto a la variable longitud de brotes, en un
rango no aceptable para la micropropagacion. Los tratamientos 16 y 17 son los menos indicados para

la propagacion ya que los reguladores en estas concentraciones limitan el desarrollo del brote (figura
0).



Cuadro 8. Prueba de Tukey con 5% de significancia, sobre la interaccion de la bencilaminopurina y
el acido giberélico sobre el tamafio de los brotes de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Tratamientos Descripcion Tamaifio de brotes

BAP GA; Medias |Grupo Tukey

12 5 1 2 A

11 3 1 191 |AB

1 0 0 1.78 |ABC

10 0.5 1 1.74 BC

3 3 0.1 1.71 BC

5 7 0.1 1.70 BCD

6 0.5 0.5 1.67 BCD

2 0.5 0.1 1.55 CDE

13 7 1 1.48 CDEF

7 3 0.5 1.41 DEFG

15 3 1.5 1.34 EFGH

8 5 0.5 1.33 EFGH

4 5 0.1 1.31 FGH

9 7 0.5 1.24 FGH

14 0.5 1.5 1.16 GHI

16 5 1.5 1.05 HI

17 7 1.5 0.98 J
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FIGURA 6 Distribucion de los tratamientos de acuerdo a la longitud promedio de brotes.

Los valores de altura de brote por unidad experimental se detallan en el cuadro 24 A.



FIGURA 7. Fotografia del promedio de alturas en los tratamientos.

Los tratamientos tienen alturas casi homogéneas a excepcion de los tratamientos 16 y 17,

en los que se observan caracteristicas de toxicidad (figura 7)

FIGURA 8. Fotografia de las alturas promedios de los tratamientos.

Algunos de los tratamientos mostraron deficiencia en crecimiento producto del efecto negativo de la

combinacion de los reguladores de crecimiento (figura 8).



7.3 NUMERO DE HOJAS
El desarrollo de hojas es un indicador de sobrevivencia de las plantulas. El analisis de andeva indica
que existié diferencia significativa en cuanto a la interaccion entre la bencilaminopurina y el acido

giberélico, por lo que al menos uno de los tratamientos es estadisticamente diferente (cuadro 9).

Cuadro 9 analisis de la varianza del acido giberélico y la bencilaminopurina sobre el nimero de hojas
de rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados valor

variacion libertad cuadrados medios de F Pr>F
Efecto de BAP 3 22.0616813 7.35389376| 21.14 10.0001**
Efecto de GA; 3 2.91068495 0.97022832| 2.79 10.0431*
Efecto de
repeticiones 9 6.14590923 0.6828788| 1.96 |0.0484*
Efecto de
interaccion 9 7.24432825 0.80492536| 2.31 |0.0188*
Efecto de error
exp. 135 46.9708883 0.34793251
Total 159 38.3626037
CV 2435

** Diferencia altamente significativa™ No significativa

* Diferencia significativa

De acuerdo al analisis de medias a través de la prueba de Tukey al 5%, se llegd a establecer que los
tratamientos 12 y 11, mostraron los mas altos valores en cuanto a nimero de hojas, por lo que se
consideran los tratamientos mas apropiados para la micropropagacion.

Con respecto a los tratamientos 6, 10, 5, 2, 13, 3, 1, 8, 15 y 14 no existe diferencia estadistica entre
ellos y los resultados son aceptables para la micropropagacion. El testigo se encuentra entre este
grupo debido a que el explante contiene cantidades adecuadas de hormonas para completar su
desarrollo.

El resto de tratamientos no produjo resultados aceptables por lo que no son recomendables en la
micropropagacion. El tratamiento 17 presentd resultados deficientes en cuanto al desarrollo de hojas
debido a que las concentraciones altas de reguladores de crecimiento produjeron efectos

desfavorables en el desarrollo de los explantes (cuadro 10).



Cuadro 10 Prueba de Tukey al 5% para la interaccion bencilaminopurina-acido giberélico sobre el

numero de hojas en Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Tratamientos Descripcion Promedio de hojas
BAP GA3 [Medias|Grupo Tukey
12 5 1 2.745 |A
11 3 1 2.702 |A
6 0.5 0.5 |[2.655|AB
10 0.5 1 2.598 |AB
5 7 0.1 2.591 |AB
4 5 0.1 2.567 |AB
2 0.5 0.1 2.558 |AB
13 7 1 2.519 |ABC
3 3 0.1 2.513 |JABC
1 0 0 2.513 |JABC
8 5 0.5 |2.454|ABC
15 3 1.5 |2.411 |ABC
14 0.5 1.5 |2.321 |ABC
7 3 0.5 |2.214| BCDE
9 7 05 |[2.114 CDE
16 5 1.5 1.902 DE
17 7 1.5 1.872 E

Se observo distribucion homogénea en la variable nimero de hojas, debido a que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos a excepcion de los tratamientos 16 y 17, los cuales presentaron

deficiente desarrollo (figura 9).
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FIGURA 9. Grafica de distribucion de los tratamientos de acuerdo al nimero de hojas.

Los resultados del numero de hojas de cada unidad experimental pueden apreciarse en el cuadro 25
A.



7.4 NUMERO Y LONGITUD DE NUDOS

La cantidad de plantulas a multiplicar, in vitro, esta determinada por el niimero y la longitud
entrenudos. La longitud entrenudos se estimo6 dividiendo la altura total del explante entre el nimero
de nudos por explante.

El analisis de la variable, nimero de nudos, establecid que existe diferencia altamente significativa
en la interaccion bencilaminopurina-acido giberélico, lo que indica que por lo menos uno de los

tratamientos produjo resultados estadisticamente diferentes (cuadro 11).

Cuadro 11. Anadlisis de la varianza de la bencilaminopurina y el 4cido giberélico sobre el nimero de
nudos de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Fuente de  |Grados de Suma de Cuadrados valor P>
variacion libertad cuadrados medios de F
Efecto de BAP 3 12.2416527 4.0805509 | 20.5 | 0.0001**
Efecto de GA; 3 1.0002346 0.33341153 | 1.67 | 0.1754™°
Efecto de 9 130833617 | 130833617 | 0.73 | 0.6806™
repeticiones
Efecto de 9 10.2179004 | 10.21790038 | 5.7 | 0.0001%*
nteraccion
Efe“‘;x‘;e Cerrort 35 26.8751206 | 0.19907497
Total 159 24.7681239 1.03200516
CV 28.60
*‘* I?lferepma altamente NS No significativa
significativa

* Diferencia significativa

En cuanto al analisis de medias de la prueba de Tukey al 5% se llegod a establecer que el mejor
resultado se produjo en el tratamiento 5 con niveles de bencilaminopurina y acido giberélico de
7/0.01, no existiendo diferencia significativa entre los tratamientos 11, 12, 3, 10, 2, 6, 1 y 8 los cuales
produjeron resultados bastante aceptables. Como es de observar el testigo se encuentra entre esta
agrupacion por lo que se deduce que contiene las cantidades necesarias de hormonas para producir el
desarrollo de los explantes.

El resto de los tratamientos produjeron resultados no recomendables para la propagacién masiva de
mora. Los resultados menos favorables se produjeron en los tratamientos 16 y 17, lo que indica que
los explantes no responden adecuadamente en concentraciones altas de acido giberélico y de

bencilaminopurina.



Cuadro 12. Prueba de Tukey con 5% de significancia
Efecto de la interaccion bencilaminopurina - acido giberélico sobre el nimero de nudos

Tratamiento Descripcion Promedio de nudos
BAP GA3 |Medias Grupo Tukey
5 7 0.1 1.86 A
11 3 1 1.81 AB
12 5 1 1.76 ABC
3 3 0.1 1.72 ABCD
10 0.5 1 1.71 ABCD
6 0.5 0.5 1.64 ABCDE
1 0 0 1.64 ABCDE
8 5 0.5 1.58 ABCDE
13 7 1 1.53 BCDE
7 3 0.5 1.51 CDE
2 0.5 0.1 1.51 CDE
15 3 1.5 1.50 CDE
14 0.5 1.5 1.49 CDE
4 5 0.1 1.49 CDE
9 7 0.5 1.36 DE
16 5 1.5 1.32 E
17 7 1.5 1.18 E

Se determind que los tratamientos 5,11 y 12 produjeron el mayor nimero de nudos, y los tratamientos

16 y 17 el menor numero de nudos por brote (figura 10).
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FIGURA 10. Grafica de distribucién de los tratamientos de acuerdo al nimero de nudos.

Los datos del numero de nudos estan descritos en el cuadro 25 A.



El analisis de la varianza de la longitud entrenudos, mostro diferencia altamente significativa en el
efecto de la bencilaminopurina y el 4cido giberélico (cuadro 13), esto indicd que al menos uno de los
tratamientos produjo resultados estadisticamente diferente y que la diferencia es independiente para

cada factor ya que no existe significancia en cuanto a la interaccion de factores.

Cuadro 13. Analisis de la varianza de la bencilaminopurina y el acido giberélico sobre la longitud

entrenudos en brotes de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Fuente de variacion| Glrii(irotsac(ile cilallglrzéi:s Cuadrados medios Val(l):r de Pr>F
Efecto de BAP 3 1.3674 0.4558 11.8 0.0001 **
Efecto de GA; 3 0.5594 0.1865 4.83 0.0032""

Efecto de 9 0.4860 0.054 14 | 01947
repeticiones
[Efecto de 9 0.4286 0.0476 123 | 02799
interaccion
Efecto de error 135 52128 0.0386
exp.
Total 159 8.0542

CV 18.28

** Diferencia altamente NS .. .

significative No significativa

De acuerdo al analisis de la prueba de Tukey se pudo constatar que el tratamiento 3 (3ppm Bap y
0.1ppm GAj3 ) produjo la mayor longitud entrenudos, sin embargo no existié diferencia significativa
entre los tratamientos 6, 14, 7, 8, 10, 9, 15,2, 5,4, 11, 1, y 12. El resto de los tratamientos, aunque
presento valores mas bajos de longitud entrenudos, estos son aceptables para la micropropagacion,

ya que el rango de aceptacion es de 0.7cm, a 2cm. (cuadro 14 y figura 11).



Cuadro 14 analisis de medias de la prueba de Tukey al 5% de la bencilaminopurina y el 4cido

giberélico sobre la longitud de los nudos de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Tratamiento Descripcion Promedio de nudos
BAP GA3 |Medias Grupo Tukey
3 3 0.1 1.16 A
6 0.5 0.5 1.15 A
14 0.5 1.5 1.16 A
7 3 0.5 1.15 A
8 5 0.5 1.12 A
10 0.5 1 1.12 A
9 7 0.5 1.11 A
15 3 0.5 1.09 A
2 0.5 0.1 1.09 A
5 7 0.1 1.08 A
4 5 0.1 1.07 A
11 3 1 1.07 A
1 0 0 1.04 A
12 5 1 1.03 A
16 5 1.5 0.97 B
13 7 1 0.94 B
17 7 1.5 0.92 B
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FIGURA 11. Grafica de distribucion de los tratamientos de acuerdo a la longitud de los nudos.

Los datos de la longitud entrenudos se describen en el cuadro 26 A.



7.5 NUMERO DE RAICES

El analisis de la varianza del niumero de raices indicdé que no existe diferencia significativa entre
tratamientos, en cuanto a la interaccion BAP-AIA, los valores para AIA tampoco produjeron
significancia por lo que se procedio a evaluar el efecto de la bencilaminopurina la cual fue altamente
significativa. Por lo que al menos uno de los tratamientos de bencilaminopurina produjo resultados
estadisticamente diferentes (cuadro 15).

Cuadro 15. Anélisis de la varianza de la bencilaminopurina y el dcido indolacético sobre el nimero de
raices en Rubus hadrocarpus forma adenophorus

Grados de |Suma de Cuadrados valor de
Fuente de variacion libertad |cuadrados medios F Pr>F
Efecto de BAP 5.69569042| 1.89856347 6.07 [0.0007%**
Efecto de AIA 2 1.53101274)  0.76550637| 2.45 (0.0906™°
Efecto de
repeticiones 12 8.34252519]  0.69521043| 2.22 [0.0140™°
Efecto de
interaccion 6 2.060206] 0.34336767| 1.1 [0.3676™"
Efecto de error exp. 135 41.31596 0.3129997
Total 132 17.6294344]  0.76649715
CV 28.60

** Diferencia altamente significativa NS No significativa

De acuerdo a la prueba de Tukey se lleg6 a establecer que el mayor nimero de raices se produjo con
el tratamiento 11 (Ippm Bap, 0.5 ppm AIA) el resto de los tratamientos no produjo diferencia
significativa a excepcion de los tratamientos 4 (0.1ppm Bap, 1ppm AIA) y el tratamiento 6 (0.5ppm
Bap, 0.1ppm AIA) que produjeron menor nimero de raices. Como puede observarse el testigo se
encuentra en un nivel aceptable de produccion de raices debido a que la planta tiene la cantidad de

reguladores de crecimiento endogeno para su desarrollo (cuadro 16).



Cuadro 16. Prueba de Tukey con 5% de significancia sobre el efecto de la bencilaminopurina en el

numero de raices de Rubus hadrocarpus forma adenophorus.

Tratamientos Descripcion Promedio de raices
BAP AIA Medias Grupo Tukey

11 1 0.5 3.63 A
10 1 0.1 3.44 AB
3 0.1 0.5 3.32 ABC
8 0.5 1 3.23 ABCD
7 0.5 0.5 3.2 BCD
5 0.1 3 3.18 BCD
13 1 3 3.17 BCD
2 0.1 0.1 3.09 BCD
1 0 0 3.06 CDE
9 0.5 3 2.94 CDE
12 1 1 2.8 DE
6 0.5 0.1 2.78 E
4 0.1 1 2.62 E

En cuanto al tamafo de las raices se observo que los tratamientos con menor nimero de raices, éstas
las produjeron con mayor tamafio, por lo que es importante una descripcion de cada tratamiento

(cuadro 17 y figura 12).



Cuadro 17. Caracterizacion de las raices de Rubus hadrocarpus forma adenophorus por tratamiento.

Tratamiento Descripcion Descripcion

BAP(mg/l) | AIA(mg/l)

Raices pequeiias y delgadas con pocas raices secundarias. La raiz emerge
1 0. 0 de la base de la plantula.

Raices gruesas y largas con varias raices secundarias. Las raices emergen
2 0.1 0.1 de la base de la plantula y de los nudos.

Raices largas y delgadas con varias raices secundarias. Las raices
3 0.5 0.1 emergen de la base de la plantulay de los nudos.

Raices larga y delgada con pocas raices secundarias, que se producen en
4 1 0.1 la base de la plantula y en los nudos.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. La raiz principal
5 3 0.1 se produce en la base de la plantula.

Raices largas y delgadas con varias raices secundarias. Las raices
6 0.1 0.5 emergen de la base de la plantula y de los nudos.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. Las raices se
7 0.5 0.5 producen en la base de la plantula.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. La raiz principal
8 1. 0.5 se produce en la base de la plantula.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. Las raices se
9 3 0.5 producen en la base de la plantula.

Raices cortas y delgadas con pocas raices secundarias, las raices emergen
10 0.1 1 de la base de la plantula.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. Las raices se
11 0.5 1 producen en la base de la plantula.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. Las raices se
12 L. 1 producen en la base de la plantula.

Raices largas y delgadas con pocas raices secundarias. Las raices se
13 3. 1 producen en la base de la plantula.

Aunque existe mucha variabilidad en cuanto a las caracteristicas de las raices producidas, no se
observo diferencia durante la aclimatacion (figura 13)

En cuanto al tiempo de desarrollo, las raices de los tratamientos 8, 9, 13 lo concluyeron en 1 mes.
Los tratamientos 12, 4, 5, 11, 6 completaron el desarrollo de raices en 5 semanas, y el resto de

tratamiento en 2 meses.
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FIGURA 12. Grafica de distribucion de los tratamientos de acuerdo al nimero de raices.
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FIGURA 13. Fotografia de raices de Rubus hadrocarpus
forma adenophorus por tratamiento.

La fotografia muestra la variedad de
caracteristicas que presentan las raices de
acuerdo a cada uno de los tratamiento.
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1.

8. CONCLUSIONES

El tratamiento 12 para la induccion de brotes con bencilaminopurina y acido giberélico en el
nivel de 5/1ppm fue el mas indicado para la propagacion de Rubus hadrocarpus forma
adenophorus, debido a que produjo en promedio, un brote por tratamiento. Estos brotes
presentaron un desarrollo superior en cuanto a altura y nimero de hojas e indujo ademas un

numero aceptable de nudos, con longitud adecuada para la micropropagacion.

El tratamiento 11 para la induccion de raices con bencilaminopurina y acido indolacético en el
nivel de 1/0.5 produjo el mayor numero de raices y mejor desarrolladas en un tiempo de cinco

semanas, por lo que fue el mas indicado para el enraizamiento in vitro.



l.

9. RECOMENDACIONES

Dado que los tratamientos para la induccion de brotes con 1ppm de acido giberélico produce los
mejores resultados para la micropropagacion de Rubus hadrocarpus forma adenophorus, es
recomendable el andlisis de la bencilaminopurina en los rangos de concentracion entre 3ppm y

Sppm para obtener el valor 6ptimo para propagacion a nivel comercial.

Es importante ademas realizar el andlisis de costos y del tiempo de desarrollo de las plantulas
para establecer si es necesario la aplicacion de reguladores de crecimiento para la induccion de
brotes, ya que el testigo produjo resultados aceptable, debido a que la planta tiene cantidades

suficientes de reguladores de crecimiento para completar su desarrollo

. Los niveles altos de bencilaminopurina (7ppm) y bajos de 4cido giberélico (0.1ppm, 0.5ppm y

Ippm) produjeron mayor nimero de brotes, sin embargo presentaron una longitud y numero de
nudos considerablemente inferior a las plantulas con un solo brote, por lo que no son

recomendables para la micropropagacion.

4. Los tratamientos con niveles altos de bencilaminopurina (7ppm, y Sppm) y acido giberélico

(1.5ppm) no son recomendables para la propagacion comercial de Rubus hadrocarpus forma

adenophorus ya que produjeron toxicidad en los explantes.

La planta también posee los reguladores de crecimiento suficientes para inducir enraizamiento en
los explantes, sin embargo el tiempo de desarrollo de la raices fue prolongado (2 meses), por lo
que es recomendable la aplicacion de bencilaminopurina para acelerar el proceso, la cantidad ha

aplicar debe ser evaluada por que se obtuvieron resultados satisfactorios con bencilaminopurina a

0.5ppm y 1ppm.
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11  ANEXO

11.1 PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE.

Para elaborar el medio Murashige y Skoog es necesario preparar previamente una solucion patron,

(cuadro 18).

Cuadro 18 A.

Soluciones patréon para preparar medio Murashige y Skoog.

SOLUCION CONCENTRACION
MACRONUTRIENTES 10 x cantidad (g) para 500 ml
NH4NO; 8.25
KNO3 9.5
MgSO, . TH,O 1.85
KH,PO, 0.85
MICRONUTRIENTES(solucion A ) 1,000 x cantidad (g) para 100 ml
H;BO, 0.62
MnSO, . H,O 2.23
ZnSO, . 7H,O 0.86
Na,MoOy . 2 H,O 0.025
MICRONUTRIENTES (Solucién B) 5,000 x
CuSO, . 5HO 0.0125
CoCl,. 6 H,O 0.0125
KI 1,000 x 0.083
VITAMINA 1000x
Tiamina 0.01

cantidad (g)para 500 ml
CaCl, . 2H,0 10 x 22
MYO-INOSITOL 100 x 0.5
SOL. HIERRO 100 x Cantidad (g) para 200 ml
Na, EDTA 0.74
FE SO,. 7 H,0O 0.55
REGULADORES 250 ppm cantidad(g) para 100 ml
Acido Indolacético 0.02525
Acido giberélico 0.0277
Bencilaminopurina 0.02525




11.1.1 preparacion de medio de cultivo Murashige y Skoog a la mitad de su concentracion.

Para preparar 1000 ml de Medio Basico Murashige y Skoog, se mezclaron las soluciones descritas

anteriormente en las proporciones descritas en el cuadro 19.

CUADRO 19A. Cantidad de soluciones para preparar 1000ml. del medio Murashige y Skoog a la
mitad de su concentracion.

SOLUCION CANTIDAD (ml)
Macronutrientes 50
Micronutrientes (A) 0.5
Micronutrientes (B) 0.1
Solucion KI 0.5
Solucion CaCl2 50

Hierro 5
Vitaminas (thiamina) 0.5
Sucrosa (1.5%) 15 gramos
Agar (0.6%) 6 gramos
pH 5.5
Carbo6n activado 0.5 %

Fuente: Murashige y Skoog (1,962)

11.2 solucién antibioticos-antioxidantes.

La mora es una planta con mucha vellosidad por lo que tiende a albergar microorganismo, asi
también es susceptible a la oxidacion por lo que fue necesario someterla a un tratamiento de

antibidticos y antioxidantes previo a la micropropagacion.

Esta solucion estuvo constituida por 500 ml de una solucion de antibidticos-antioxidantes en las
concentraciones descritas a continuacion: Fumbac 0.15%, Benomyl 0.1%, Cloranfenicol 500ppm,
acido citrico 0.4%, acido ascorbico 0.2%.

El tiempo de exposicion de los explantes en la solucion de antibidticos-antioxidantes produjo

oxidacion, por lo que fue necesario evaluarlo (cuadro 20).



Cuadro 20 A

Analisis del tiempo de exposicion de los explantes a la solucion antibidtico antioxidante.

] Porcentaje de Porcentaje de
Tiempo /hrs. L o
oxidacion contaminacion
24 100 0
12 100 0
6 80 0
2 10 0

Para completar el proceso de descontaminacion se realiz6 el analisis de 3 concentraciones de

hipoclorito de sodio en cuatro tiempos (cuadro 21A)

Cuadro 21 A

Andlisis tres concentraciones de hipoclorito de sodio y tres tiempos de exposicion para controlar la

contaminacion.

Como se expresO anteriormente la mora es susceptible a la oxidacion, por lo que se realizd una

% contaminacion
— 1% 2% 3%
% oxidacion

) 10% 10% 0%

1 minuto
0% 0% 5%
) 5% 0% 0%

2 minutos
0% 1% 15%
) 0% 0% 0%

3 minutos
10% 10% | 15%

evaluacion previa de antioxidantes en distintas concentraciones (cuadro 22 A).




Cuadro 22 A

Analisis de antioxidantes para el control de oxidacion de los explantes.

Porcentaje de oxidacion

Acido citrico (ppm) Carbdn activado (%) PVP (%)

50 100 150 0.5 1 15 0.25 0.5 1

40 50 60 0 10 10 40 20 30
Cuadro 23 A

Analisis de la concentracion de medio M&S en la induccion de brotes.

Concentracion de medio M&S.

% de brotamiento

100%

1%

50%

100%




Cuadro 24 A datos del tamaio de brotes y Numero de brotes

numero de tamano
brotes brote
Al B1 1 1 Al B1 1 1.00
Al B2 1 1 Al B2 1 4,50
Al B3 1 1 Al B3 1 1.20
Al B4 1 1 Al B4 1 2.50
A2 B1 1 1 A2 B1 1 3.70
A2 B2 1 1 A2 B2 1 0.50
A2 B3 1 1 A2 B3 1 2.00
A2 B4 1 1 A2 B4 1 1.80
A3 B1 1 1 A3 B1 1 2.10
A3 B2 1 1 A3 B2 1 3.20
A3 B3 1 1 A3 B3 1 3.50
A3 B4 1 1 A3 B4 1 3.00
A4 B1 1 1 A4 B1 1 1.00
A4 B2 1 1 A4 B2 1 0.50
A4 B3 1 1 A4 B3 1 2.00
A4 B4 1 1 A4 B4 1 1.00
Al B1 2 1 Al B1 2 2.00
Al B2 2 1 Al B2 2 3.20
Al B3 2 1 Al B3 2 2.50
Al B4 2 2 Al B4 2 1.25
A2 B1 2 1 A2 B1 2 1.00
A2 B2 2 0 A2 B2 2 0.00
A2 B3 2 1 A2 B3 2 1.80
A2 B4 2 1 A2 B4 2 2.40
A3 B1 2 1 A3 B1 2 1.80
A3 B2 2 1 A3 B2 2 4.10
A3 B3 2 1 A3 B3 2 2.20
A3 B4 2 1 A3 B4 2 1.70
A4 B1 2 1 A4 B1 2 2.00
A4 B2 2 1 A4 B2 2 0.30
A4 B3 2 1 A4 B3 2 0.70
A4 B4 2 1 A4 B4 2 0.50
Al B1 3 1 Al B1 3 3.80
Al B2 3 1 Al B2 3 4.00
Al B3 3 1 Al B3 3 1.50
Al B4 3 1 Al B4 3 2.00
A2 B1 3 1 A2 B1 3 2.00
A2 B2 3 1 A2 B2 3 0.30
A2 B3 3 1 A2 B3 3 0.50
A2 B4 3 1 A2 B4 3 2.10
A3 B1 3 1 A3 B1 3 1.00
A3 B2 3 1 A3 B2 3 2.00
A3 B3 3 1 A3 B3 3 4,50
A3 B4 3 1 A3 B4 3 2.00
A4 B1 3 1 A4 B1 3 1.80
A4 B2 3 1 A4 B2 3 1.00
A4 B3 3 1 A4 B3 3 1.20
A4 B4 3 1 A4 B4 3 1.00




Continuacion de los datos de tamaiio de brotes y nimero de brotes.

Al B3 7 1 Al B3 7 0.80
Al B4 7 1 Al B4 7 4.00
A2 Bl 7 1 A2 Bl 7 1.60
A2 B2 7 1 A2 B2 7 3.50
A2 B3 7 1 A2 B3 7 1.80
A2 B4 7 3 A2 B4 7 0.30
A3 Bl 7 1 A3 Bl 7 3.20
A3 B2 7 1 A3 B2 7 4.80
A3 B3 7 1 A3 B3 7 5.80
A3 B4 7 2 A3 B4 7 0.65
A4 Bl 7 1 A4 Bl 7 1.00
A4 B2 7 1 A4 B2 7 0.30
A4 B3 7 0 A4 B3 7 0.00
A4 B4 7 1 A4 B4 7 0.50
Al Bl 8 1 Al Bl 8 1.70
Al B2 8 1 Al B2 8 2.30
Al B3 8 1 Al B3 8 0.50
Al B4 8 1 Al B4 8 2.70
A2 Bl 8 1 A2 Bl 8 1.70
A2 B2 8 1 A2 B2 8 0.30
A2 B3 8 1 A2 B3 8 3.00
A2 B4 8 1 A2 B4 8 2.80
A3 Bl 8 1 A3 Bl 8 4.50
A3 B2 8 1 A3 B2 8 3.00
A3 B3 8 1 A3 B3 8 3.30
A3 B4 8 1 A3 B4 8 2.70
A4 Bl 8 1 A4 Bl 8 0.50
A4 B2 8 1 A4 B2 8 2.80
A4 B3 8 0 A4 B3 8 0.00
A4 B4 8 0 A4 B4 8 0.00
Al Bl 9 1 Al Bl 9 1.20
Al B2 9 1 Al B2 9 2.50
Al B3 9 1 Al B3 9 1.10
Al B4 9 1 Al B4 9 3.30
A2 Bl 9 1 A2 Bl 9 3.80
A2 B2 9 2 A2 B2 9 2.50
A2 B3 9 1 A2 B3 9 0.50
A2 B4 9 0 A2 B4 9 0.00
A3 Bl 9 1 A3 Bl 9 4.30
A3 B2 9 1 A3 B2 9 5.50
A3 B3 9 1 A3 B3 9 4.00
A3 B4 9 2 A3 B4 9 0.80
A4 Bl 9 0 A4 Bl 9 0.00
A4 B2 9 2 A4 B2 9 2.10
A4 B3 9 0 A4 B3 9 0.00
A4 B4 9 0 A4 B4 9 0.00
Al Bl 10 1 Al Bl 10 1.30
Al B2 10 1 Al B2 10 1.50
Al B3 10 1 Al B3 10 0.30
Al B4 10 1 Al B4 10 2.60




Continuacion de los datos tamaiio de brotes y nimero de brotes.

A2 Bl 10 1 A2 Bl 10 2.30
A2 B2 10 0 A2 B2 10 0.00
A2 B3 10 1 A2 B3 10 1.70
A2 B4 10 0 A2 B4 10 0.00
A3 Bl 10 1 A3 Bl 10 3.70
A3 B2 10 1 A3 B2 10 2.50
A3 B3 10 1 A3 B3 10 3.20
A3 B4 10 1 A3 B4 10 2.40
A4 Bl 10 0 A4 Bl 10 0.00
A4 B2 10 1 A4 B2 10 0.30
A4 B3 10 0 Ad B3 10 0.00
Ad B4 10 0 Ad B4 10 0.00




Cuadro 25 A. Datos de nimero de hojas y niimero de nudos

numero de
nudos
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Continuacion de los datos de nimero de hojas y numero de nudos.
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Continuacion de los datos de nimero de hojas y numero de nudos.
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Continuacion de datos de ntimero de hojas y nimero de nudos.

A2 Bl 10 8 A2 Bl 10 3
A2 B2 10 0 A2 B2 10 0
A2 B3 10 7 A2 B3 10 4
A2 B4 10 0 A2 B4 10 0
A3 Bl 10 8 A3 Bl 10 5
A3 B2 10 7 A3 B2 10 4
A3 B3 10 6 A3 B3 10 3
A3 B4 10 9 A3 B4 10 2
A4 Bl 10 0 A4 Bl 10 0
A4 B2 10 3 A4 B2 10 0
A4 B3 10 0 A4 B3 10 0
A4 B4 10 0 A4 B4 10 0




Cuadro 26A. Datos de longitud entrenudo y niimero de raices.
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Continuacion de los datos de longitud entrenudo y niimero de raices.
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Continuacion de los datos de longitud entrenudo y niimero de raices.
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Continuacion de los datos de longitud entrenudo y niimero de raices.

A2 Bl 10 1 A2 B2 13 9
A2 B2 10 0 A2 B3 13 I
A2 B3 10 0 A3 Bl 13 4
A2 B4 10 0 A3 B2 13 6
A3 Bl 10 1 A3 B3 13 5
A3 B2 10 1 A4 Bl 13 10
A3 B3 10 1 A4 B2 13 6
A3 B4 10 1 A4 B3 13 8
A4 Bl 10 0

A4 B2 10 0

A4 B3 10 0

A4 B4 10 0




113 BOLETA PARA RECOLECTAR INFORMACION SOBRE LA MORA

COMERCIALIZADA EN LA ALDEA LA CUMBRE, TECPAN GUATEMALA.

Numero de boleta

Lugar y fecha de recoleccion de la informacion

SILVESTRE

INFORMACION NECESARIA PARA IDENTIFICAR CULTIVARES DE BUENAS CARACTERISTICAS

PRODUCTIVAS.

Qué caracteristicas tiene el fruto de exportacion:

Que cantidad de mora en flat produce:

Cuantas cuerdas tiene cultivadas con mora?

Existe diferencia entre los frutos de una u otra cuerda?

Si existe diferencia, de cual cuerda obtiene mas frutos para exportacion?

Existe alguna planta en especial en la cual wusted obtiene mayor

exportacion:

cantidad de

frutos

Si hay diferencia de produccién entre plantas, cual cree usted sea la causa:

para

Que practicas de manejo realiza en el cultivo de mora?

Existe diferencia de manejo agrondémico entre cuerdas

INFORMACION GENERAL DE LA PLANTA A RECOLECTAR:

Caracteristicas de la planta para su identificacion:

Existe diferencia de vigorosidad entre plantas:

Hay evidencia de ataque de plagas en la planta:

Hay evidencia de enfermedades entre planta

Se observa diferencia en tamafio, color y estado fitosanitario de frutos:










