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RESPUESTA AL CULTIVO IN VITRO DE CUATRO VARIEDADES DE ALCACHOFA
(Cynara scolymus L.)
IN VITRO CULTURE RESPONSE OF FOUR ARTICHOKE (Cynara scolymus L.)
VARIETIES

RESUMEN

El cultivo de tejidos ha sido utilizado en la propagacion de muchas especies con
bastante éxito, ya sea para fines experimentales o comerciales. En alcachofa se han
realizado algunos trabajos con variedades que no estan presentes en el pais, por lo cual
se evaluaron tres protocolos para conocer cual producia los mejores resultados para las
cuatro variedades que fueron sujeto de estudio. Se utilizé un disefio de bloques al azar
con arreglo bifactorial de los tratamientos y se realizé una prueba de Duncan al 10% de
significancia para las variables de respuesta, nimero de brotes por variedad, nimero de
brotes por medio de cultivo y altura de brotes por variedad. EI mejor medio de cultivo para
la fase de propagacion fue el utilizado por Debergh et al , con una media de 3.4 brotes por
explante para las cuatro variedades. Las variedades Imerial Star, Dash Il y Emerald
fueron estadisticamente superiores a Green Globe en cuanto a nimero de brotes por
variedad. Las variedades Imperial Star y Emerald, tuvieron brotes de mayor altura en
comparacion con las variedades Dash 11l y Green Globe. Para la fase de enraizamiento
se utilizaronb cuatro niveles de ANA, con los cuales no se obtuvieron respuesta en cuanto

a formacion de raices.



1. INTRODUCCION

Las hortalizas son unas de las principales fuentes de carbohidratos, fibra y
vitaminas que posee en la actualidad el ser humano; dentro de estas hay una gran variedad,
un ejemplo de esto es la alcachofa, producto poco conocido en nuestro pais, pero de gran
consumo en Norteamérica y los paises occidentales de Europa. Su consumo es tan grande
gue muchas veces la oferta no alcanza a cubrir la demanda. La exportacion de esta hortaliza
por parte de los paises latinoamericanos ha sido poco explotada, solamente Chile y
Colombia lo han realizado en muy poca medida. Guatemala presenta buenas condiciones en
general, para la adaptacion de la alcachofa, ademas de tener la ventaja de que el costo de
transporte es menor que en los otros paises.

La alcachofa tradicionalmente es propagada por via asexual, aunque las
variedades provenientes de California que se siembran por semilla estan apareciendo en el
mercado, aunque claro, con varios inconvenientes para el agricultor nacional, tales como
precios muy altos y bajo porcentaje de germinacion. La micropropagacion, dentro de las
técnicas de reproduccion de plantas, ha sido poco explotada como recurso de produccion
masiva de plantas de alcachofa , por lo tanto es objetivo de esta investigacion, tratar de
generar, en la medida de lo posible, informacion dentro de este campo, con el fin de que sea

atil al agricultor nacional.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Uno de los principios basicos en todo proceso de establecimiento de un cultivo
nuevo lo constituye poseer la mayor cantidad de conocimiento generado por medio de la
investigacion a cerca de todas las posibilidades de propagacion que actualmente se tienen.
El cultivo de tejidos, es una de ellas. Sin embargo en Guatemala el cultivo de tejidos no ha
sido aplicado en la alcachofa, por lo que no hay un protocolo local para la propagacion in
vitro y a nivel internacional para las variedades que son sujeto de estudio de esta

investigacion.



3. MARCO TEORICO

3.1. MARCO CONCEPTUAL
3.1.1. ORIGEN DEL CULTIVO:

Europa meridional (Espafia, Francia e lItalia), aunque también se cultiva en regiones
mas frias. Es sabido que, en la antigiedad clasica, los griegos y los romanos consumian una
verdura de esta familia aunque debia de tratarse del cardo silvestre (Cinara cardunculus L),
antecesor de la alcachofa, cuyos capitulos inmaduros aun se siguen usando en algunas
partes del sur de Espafa y a los que se les denomina Alcauciles (14).

En la Edad Media parece ser que esta hortaliza fue objeto de selecciones en
Italia y en la Espafia &rabe (12). La seleccion se realiz6 a partir de ejemplares silvestres. En
el siglo XV se difundié por Francia y posteriormente por Inglaterra, donde tuvo gran
aceptacion (14).

Después del siglo XV se introdujo a América con la colonizacién europea, ya su
cultivo adquiri6 gran extension en ciertas areas americanas, como en California, Estados
Unidos. El cultivo de la alcachofa esta muy localizado en los paises de la cuenca
mediterranea (ltalia, Espafia y Francia) que producen aproximadamente el 80% de la
produccion mundial, aunque también es importante en América, principalmente en los
Estados Unidos (por ejemplo Castroville, California) (1).

3.1.2 IMPORTANCIAY APROVECHAMIENTO DEL CULTIVO:

La parte aprovechable de esta hortaliza es el capitulo floral antes de que alcance la
madurez, cuando aun no se han desarrollado las flores y las hojas escamosas que los
envuelven, las cuales aun estan tiernas (1).

La alcachofa puede ser consumida en fresco o industrializada. Normalmente en

fresco se consume cocida, asada o frita. El destino industrial mas corriente de la alcachofa es



la conserva. Los subproductos obtenidos en el proceso del aprovechamiento industrial de la
alcachofa pueden ser empleados en la alimentacion del ganado (1).

También puede indicarse que de la alcachofa se extrae un extracto liquido que
es utilizado como licor refrescante. Se dice que es un buen alimento para los diabéticos,
pues como el cardo, posee un alto contenido de insulina (1).

Al igual que las hortalizas que son aprovechables por sus hojas, las que se
cultivan para utilizar sus inflorescencias , tienen en sus tejidos elevada cantidad de agua;
suministran a la dieta vitaminas, minerales y fibra (14).

Cuadrol.Valor nutritivo De 100 g de alcachofa

COMPONENTE CANTIDAD
Agua 89.6 g
Proteinas 2.59¢
Grasas 0
Glucidos 6.72 ¢
Calorias 38
Vitamina A 270 UI
VitaminaB1 180 mg
Vitamina B2 10 mg
Vitamina C 5 mg
Calcio 50 mg

Fuente: Enciclopedia practica de la agricultura y Ganaderia. Editoral Océano.

3.1.3. CLASIFICACION BOTANICA Y MORFOLOGIA DEL CULTIVO:

Reino: Vegetal

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae

Orden: Asterales

Familia: Compositae
Genero: Cynara

Especie: Cynara scolymus L.

Nombre Comun:  Alcali, Alcaucil, Alcauci, Cachofra, Cardo.
Se trata de una planta vivaz que acumula sustancias de reserva en su sistema

radical. Presenta tallos gruesos, acanalados longitudinalmente y ramificados, que pueden

alcanzar hasta 150 cm de altura (15).



Es una planta vivaz, dotada de un poderoso sistema radical que se inserta en un
rizoma muy desarrollado. En el que se acumulan reservas alimenticias que elabora la planta.
Las hojas son de color grisaiceo o verde puarpura, largas, pubescentes, con el envés
blanquecino y el haz de color verde claro. Los nervios centrales estan muy marcados y el
limbo dividido en l6bulos laterales, a veces muy profundos en las hojas basales y mucho
menos hendidos en hojas de tallo. Las flores aparecen en cabezuelas que rematan los tallos,
constituidas por una serie de bracteas carnosas que encierran un receptaculo asimismo
carnoso, que engloba un alto numero de flores inmaduras, siendo estas cabezuelas la parte
comestible de la planta. Estas cabezuelas, si no se recolectan en estado tierno, se abren,
dando lugar a flores azuladas, fundamentalmente alégamas (1).

Los frutos son aquenios provistos de vilano,(fundamental para la dispersion), de
forma oblonga y color grisaceo, que son considerados como las semillas de la planta. En 1
gramo pueden contenerse 25-27 semillas, con una capacidad germinativa media de 6-12

afos (1).

3.1.3 GENETICA DEL CULTIVO Y SUS VARIEDADES:

La alcachofa es una planta de polinizacién cruzada. Depende de los insectos y el
viento para su polinizacion. Este sistema de polinizacion de las flores al azar resulta en una
variacion genética potencialmente amplia y heterogénea. En este caso el empleo de semilla
para sembrar nuevas plantaciones puede dar como resultado la produccién de plantas de
una variabilidad genética muy amplia (15).

La mejor forma de producir plantas que tengan consistencia en sus
caracteristicas genéticas es utilizando la propagacién vegetativa (12). Las variedades de

alcachofa pueden clasificarse atendiendo a caracteres morfolégicos o productivos, pero,



normalmente, se consideran el color del capitulo que puede ser verde o violeta, y su
precocidad (14).

Se han desarrollado numerosas variedades, entre las que se encuentran: De
Getafe, Callosinas, Blanca de Tudela, Blanca de Catania, Green Globe, Imperial Star,
Magnifico, Talpiot, White Globe, Violet Artichoke (2). En Guatemala, en los ultimos 5 afios, se

han cultivado basicamente 2 variedades, la Green Globe y la Imperial Star (1).

3.1.4 AGROECOLOGIA DEL CULTIVO:

Las temperaturas promedio mas adecuadas para el cultivo son de 15 a 18° C con
minimas de 5° C y maximas de 25° C. Las bajas temperaturas (heladas) pueden producir
dafio al exterior de la alcachofa, no tanto su calidad comestible. A temperaturas de 28° C o
mas, las bracteas de la alcachofa se abren y la carnaza es mas fibrosa, perdiendo calidad.
La precipitacion adecuada para el cultivo va de 1000 a los 4000 mm anuales, pero es
preferente lugares donde la precipitacion sea menor a los 1500 mm. Los rangos de alturas
estan comprendidos entre los 500 a 2,700 msnm; se necesita una humedad relativa

alrededor del 70% (1).

3.1.5 SUELOS:
No tienen exigencias marcadas en cuanto a suelos, pero en terrenos excesivamente

arenosos las producciones son muy bajas. Prefiere los terrenos profundos, francos y algo



calizos, ricos en materia organica sin tendencia al encharcamiento, debido a que no soporta
el exceso de humedad en el suelo. Su pH adecuado esta de 5.5 a 6.5 aunque tolera suelos
ligeramente alcalinos; es una planta resistente a la salinidad (14).

3.1.6 PROPAGACION:

Se puede realizar por medio de semillas en forma sexual o asexualmente por
separacion de brotes que se originan al pie de los tallos, por esquejes o seccion de raiz y por
cultivo de meristemos. La reproduccion por semillas hasta hace poco se utilizaba Unicamente
cuando no se contaba con material suficiente, debido a que un buen porcentaje de plantas
producian frutos de mala calidad (1).

Comercialmente la forma de produccibn mas utilizada es la propagacion
vegetativa, plantando brotes de la planta madre. Los brotes se pueden tomar de la planta
madre entre febrero y marzo, seleccionando los mas vigorosos. Ademas, se puede realizar

por medio de esquejes o secciones de raiz (1).

3.1.7 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES:

La técnica de tejidos vegetales se define como: el cultivo de células, tejidos y/u
organos extraidos de plantas, que se mantienen bajo condiciones artificiales y permite
reproducir plantas que poseen todas las caracteristicas de las plantas madre, 0 sea que esta
es una técnica de propagacién vegetativa en condiciones artificiales. El cultivo de tejidos in
vitro fue desarrollado al darle aplicacién al fenémeno de la totipotencia, que forma parte de
la teoria celular actual. El pionero en este campo fue Alexis Carrel, quien a principios de siglo
IX consiguio cultivar células animales in vitro (9, 19, 22).

La totipotencia de una célula esta definida como la capacidad de desarrollar a un

individuo completo, basado en que toda célula contiene la informacién genética necesaria



para dar origen a un individuo completo. Este término fue acufiado en 1901 por Morgan (9,
11, 16).

El cultivo de tejidos permite la propagaciéon clonal rapida de un gran nimero de
plantulas en un periodo breve, y la conservacién del germoplasma de papa, bajo condiciones
controladas, en espacios pequefios y con poca mano de obra. El buen estado de sanidad de

muchos cultivos in vitro facilita enormemente el intercambio de germoplasma (10).

3.1.8 VENTAJAS DEL CULTIVO DE TEJIDOS.:

En general estas son las principales ventajas que se obtienen en el cultivo de tejidos (19).

. Propagacion acelerada

. Ahorro y ganancia de espacio. Es posible mantener cantidades considerables de plantas en
espacio reducido; permite el uso del espacio vertical, acumulando varios niveles para el
efecto

. Ausencia de infecciones y factores climaticos adversos. Debido a las condiciones de asepcia
en que se trabaja.

. Disponibilidad inmediata y permanente del material. Se tiene acceso a la micropropagacion

en épocas en que las condiciones del campo no son las adecuadas.

3.1.10 COMPONENTES DEL MEDIO DE CULTIVO:
El éxito del cultivo de tejidos de plantas esta influenciado por la composicion quimica de
los medios de cultivo. Se ha determinado que utilizando las sustancias quimicas necesarias,

y las condiciones apropiadas de nutrientes, asi como su forma quimica adecuada, ha



permitido establecer cultivos para casi todas las partes de una planta en diversas especies
vegetales(12). Los componentes del medio de cultivo se pueden dividir en las siguientes
categorias (20).

a. Agua

b. Nutricion mineral

c. Nutricién organica

d. Materiales de soporte

e. Cualidades fisicas del medio

f. Condiciones de incubacién

g. Esterilizacion del medio de cultivo

h. Consideraciones Generales

3.1.10.A AGUA:

La calidad del agua es muy importante en cultivo de tejidos, ya que este es el
componente que entra en mayor proporcion en el medio. Para mejor control se debe usar
agua destilada estéril (20).
3.1.10.B NUTRICION MINERAL:

La mayoria de los medios incluyen en su composicion los elementos necesarios

esenciales de la planta en el campo (20, 21).

a. Nitrégeno, puede ser acondicionado en la forma de nitrato, nitrito y amonio,
dependiendo del material en cultivo. Es constituyente de aminoacidos, nucleétidos y
coenzimas, tiene importancia en la sintesis protéica.

b. Foésforo, es adicionado al medio, principalmente, como fosfato. Desempefia un papel
importante en el metabolismo energético, en la regulacion de procesos enzimaticos y

en la activacién de enzimas. Necesario para la sintesis de ATP. En la organogénesis
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esta involucrado en la diferenciacion de la parte aérea, pues revierte el efecto de las
auxinas.

c. Potasio, es usado en la forma de nitrato, fosfato o cloruro, es activador de varias
enzimas del metabolismo de carbohidratos y proteinas.

d. Magnesio, usado como sulfato de magnesio, es uno de los componentes de la
clorofila; cofactor importante para varias reacciones enzimaticas que actian como
substratos fosforilados.

e. Calcio, adicionado en la forma de cloruro o nitrato, su papel es importante en el
metabolismo de la planta

f. Hierro, adicionado en la forma de quelatos de hierro, involucrado en las reacciones
oxidoreduccion en los organismos vivos.

g. Manganeso, adicionado como sulfato de manganeso, esencial para la reaccion de Hill
en la fotosintesis, cuando la molécula de agua es quebrada produciendo electrones y
oxigeno.

h. Zinc, es usado como sulfato de zinc, importante en las reacciones de oxireduccion de
las plantas.

i. Cobre, usado como sulfato de cobre, constituyente de la enzima plastocianina que es
importante componente del transporte electronico.

j. Boro, usado en la forma de &cido boérico, involucrado en el metabolismo de
carbohidratos y acidos nucléicos.

3.1.10.C NUTRICION ORGANICA:
Los compuestos orgénicos importantes son: los carbohidratos, sustancias reguladoras
de crecimiento, vitaminas, aminoacidos y amidas, ciertas purinas y pirimidinas, y acidos

organicos (20).
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3.1.10.C.a FUENTE 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. La utilizacion de
determinado azucar depende del proceso en cuestion.

Muchas veces, azlcares que son inefectivos en el crecimiento del “callo”,
inducen la iniciacion de brotaciones adventicias y la embriogénesis somatica. Ball(1953)
citado por Torres (20), mostré que al someter azucares a procesos de autoclave, a 120
grados centigrados, durante una hora se hidroliza parcialmente la sacarosa y, esta alteracion
hace que el crecimiento del tejido sea estimulado (20).

Los carbohidratos mas comunmente usados son: la sacarosa, glucosa y fructosa,
en los niveles de 2 a 5%. La concentracion de 3% es la mas usada. Concentraciones de
sacarosa de 6 a 12% pueden ser usadas en determinadas situaciones, por ejemplo, en
cultivo de embriones y anteras, en tanto que el nivel de 1.5% es usado en cultivo de
protoplastos.

El azucar es purificado con acetato, para precipitar impurezas, y puede contener
alto nivel de zinc que es toxico para el tejido. Glucosa y fructosa deben ser esterilizados en

frio, a través de un filtro (20).

3.1.10.C.b REGULADORES DE CRECIMIENTO:
Las hormonas son, por definicion, compuestos organicos sintetizados por las plantas
superiores que influyen sobre el crecimiento y desarrollo; que actian generalmente en lugar

diferente de donde son producidas y se encuentran presentes y activas en muy pequefnas
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cantidades. También se han desarrollado otro tipo de hormonas sintéticas que pueden tener
un efecto semejante a las naturales (17).

Las auxinas y citocininas son componentes importantes en el control de la
morfogénesis in vitro. Se a podido comprobar que el desenvolvimiento de la parte aérea, raiz
y callo esta determinado por el balance entre auxinas y citocininas. Medios como
concentraciones relativamente altas de auxina y bajas de citocinina favorece el
enraizamiento y el balance inverso promueve la formacion de la parte aérea.
Concentraciones iguales propician la formacién de callo. Las auxinas mas usadas son &cido
indolacético  (AlA), acido indolbutirico (AIB), acido nafatalenacético (ANA), acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (21).

Las auxinas 2,4-D y ANA son sintéticas y tienen efectos semejantes a las
auxinas de ocurrencia natural. Las auxinas son disueltas en NaOH 1N, se usa 0.3 ml de esta
base para disolver 10 mg de auxina (9).

Las citocininas son derivadas de la adenina y tienen un papel fundamental en la
diferenciacion y regeneraciéon de plantas en la mayoria de las especies. Inducen la division
celular, proliferacion y morfogenésis de la parte aérea. Las citocininas mas usadas en el
cultivo de tejidos son: la cinetina (CIN), benciladenina (BA) o bencilaminopurina (BAP) y la
zeatina (ZEA). Las citocininas son disueltas en HCI 1N. Se utiliza 0.3 ml de este &cido para
disolver 10 mg de citocinina. Las hormonas y las sustancias reguladoras de crecimiento no
deben ser disueltas en alcohol, pues este producto tiene efecto inhibidor en la morfogénesis
(20).
3.1.10.C.c OTRAS FUENTES DE CARBONO Y ENERGIA:

Se pueden mencionar aqui componentes como las vitaminas, que son compuestos

organicos que en bajas concentraciones desempefian funciones reguladoras cataliticas en el
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metabolismo celular. Las vitaminas mas usadas en el cultivo de tejidos son, la tiamina (B1),
el acido nicotinico (B3) y la piridoxina (B6). Ademas, estan los aminoacidos y las amidas que
tienen importancia en la amplificacion de las respuestas morfogenéticas, proporcionando
mayor crecimiento celular y facilitando la diferenciacion en el sentido de la regeneracion. El
inositol, es el mas usado de los hexitoles, es considerado un estimulador de procesos de
crecimiento in vitro y puede servir como fuente de carbohidrato. Desempeiia un papel
importante en el transporte del azucar, en la nutricibn mineral, en el metabolismo de
carbohidratos, en la estructura de membranas, formacion de pared celular y el estres
fisiol6gico (20).

También estan las purinas y pirimidinas, las cuales pueden ser suministradas por
la levadura y la malta, asi como extractos selectos de tejidos. Acidos organicos como el acido
ascorbico y el citrico, son usados para prevenir el oscurecimiento de tejidos extraidos de las
plantas (12).
3.1.10.D MATERIALES DE SOPORTE:

Existen dos materiales basicos, el agar, que es uno de los componentes mas impuros
en cultivo de tejidos, es un polisacarido de algas marinas. Este debe ser de buena calidad. El
agar impuro es constituido de polisacéaridos, aminoacidos, sales, azucar, debiendo ser lavado
con agua destilada antes de ser usado. El agar es alcalino, liquido a temperatura de 80
grados centigrados y se solidifica a 40 grados centigrados. Otros productos gelificantes,
como el Gelrite y Phytagel son mas puros que el agar. El otro material usado es el Carb6n
activado, usado para eliminar sustancias toxicas producidas por el explante in vitro. Es usado
cuando ocurre el oscurecimiento de tejido in vitro, decoloracién del medio de cultivo,
formacion de callo en la fase de enraizamiento de propagulos, o cuando el crecimiento del

tejido en inhibido (20, 21).
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3.1.10.E CUALIDADES FiSICAS DEL MEDIO:

Las cualidades fisicas del medio de cultivo, a semejanza de la composicién quimica,
pueden desempefiar un papel importante en el establecimiento de un cultivo in vitro. Hay
especies cuyos explantes se desenvuelven mejor en medio liquido, otros en medio sélido, un
tercer grupo responden mejor en medio liquido con soporte de papel filtro (20).
3.1.12.E.a El pH:

El crecimiento de tejido in vitro es mejor en pH 5.0. Se recomienda este valor para
formulaciones liquidas. En medio gelificados con agar, el pH debe ser ajustado a 5.8, pues
en pH 5.0 ocurre hidrélisis de polisacaridos. En pH 6.0-6.2 se verifica la precipitaciéon de
sales (20).
3.1.10.E.b CANTIDAD DE MEDIO:

Como regla general, cuanto mejor es el explante, menor la cantidad de medio a ser
utilizado. Entre tanto, en cultivos establecidos, la tasa de crecimiento es directamente
proporcional a la cantidad de medio (20).
3.1.10.E.c CONDICIONES DE INCUBACION:

Deben ser consideradas las exigencias de luz, temperatura y acumulacion de
productos téxicos en el medio (20).
3.1.10.E.d LUZ:

No ocurre diferenciacion de parte aérea en cultivos mantenidos en obscuridad. Las

tres caracteristicas: luz/intensidad, periodo de exposicion y calidad, son fundamentales (20).

3.1.10.E.e INTENSIDAD Y CALIDAD DE LUZ:
La fase inicial de desenvolvimiento del explante in vitro requiere baja intensidad

luminosa (1000 lux). En la fase de multiplicacion de parte aérea las exigencias son de 1000 a
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3000 lux. En el pretransplante, aclimatacion, se recomienda de 3000 a 10000 lux. En esta
ultima fase el propagulo se prepara para la fotosintesis. La calidad del espectro de la lampara
utilizada es de suma importancia en la iniciacion de parte aérea y raiz en cultivo in vitro . Las
lamparas recomendadas deben tener emisiones de onda en las regiones del rojo (430 nm) y
azul (660 nm). La region azul es critica para la induccion de la parte aérea. La iniciacion de
raices adventicias es estimulada por la luz roja (20).

3.1.10.E.f FOTOPERIODO:

Las exigencias en fotoperiodo deben ser satisfechas. El inicio de determinado proceso
morfogenético solo se manifiesta cuando los cultivos estdn expuestos a una adecuada
longitud del dia. En general, 16 horas de iluminacion y 1000 lux de intensidad luminosa, se
utilizan para una gran cantidad de especies. La manutencién de los cultivos bajo iluminacion
constante no es recomendable (20).
3.1.10.E.g TEMPERATURA:

Deben ser considerados los aspectos de fluctuacién diurna versus temperatura
constante. Las plantas en su habitat natural no se desenvuelven en temperatura constante.
En cultivo de tejidos el uso de temperatura constante se debe a la manutencién de diferentes
especies cultivadas en la misma camara de crecimiento.

Algunos procesos morfogenéticos exigen fluctuaciones diurnas de temperaturas. Las
exigencias de temperatura para el desenvolvimiento de la planta en condiciones naturales
deben ser consideradas como punto de partida para establecer un cultivo in vitro de las
especies en cuestion. Se debe tener siempre en mente que los requerimientos son un reflejo
de lo que ocurre in vivo (16).

3.1.10.E.h INTERCAMBIO GASEOSO:
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Las plantas producen oxigeno, gas carbetileno, aldehido y otros volatiles. En la
naturaleza estos productos son disipados en la atmosfera. El etileno acelera la senescencia,
absicion foliar y maduracion. El alcohol en bajas concentraciones induce la formacién de
callo. El cultivo de tejidos es un sistema cerrado. La acumulacion de CO2 en altas
concentraciones conduce a la anaerobiosis, fermentacion y produccion de alcoholes. En
algunos casos, altas concentraciones de gas carbdnico induce disturbios en el crecimiento y
desarrollo de la planta in vitro. (20).
3.1.10.F ESTERILIZACION DEL MEDIO DE CULTIVO
3.1.10.F.a TIEMPO MINIMO DE ESTERILIZACION EN AUTOCLAVE:

El medio de cultivo de tejidos de plantas son generalmente esterilizados y
autoclaveados a 121 grados centigrados y 1.05 kilogramos por centimetro cuadrado de
presién (18). El tiempo requerido para esterilizacion depende del volumen del medio en el
recipiente.

Cuadro 2. Tiempo minimo requerido para esterilizacion de diferentes voliumenes de

medio.
VOLUMEN DE MEDIO TIEMPO MINIMO DE
POR RECIPIENTE (ml) AUTOCLAVEADO (MIN)
25 20
50 25
100 28
250 31
500 35
1000 40
2000 48
4000 63

Fuente. Sigma. 1990. Catalogue plant cell cuture. P.91

3.1.10.F.b DESINFECTANTES COMUNMENTE USADOS:
La contaminacién bacterial y por hongos es detrimental en el cultivo de tejidos, los

explantes son esterilizados en soluciones desinfectantes, (18). Se presentan en el cuadro 4
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los desinfectantes comunmente usados, con su concentracién y tiempo de exposicion
requeridos para preservar los explantes libres de contaminacién microbial(18).

Cuadro 3. Desinfectantes comunmente usados en cultivo de tejidos de plantas.

DESINFECTANTE |CONCENTRACION (%) | TIEMPO DE EXPOSICION (MIN)
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. Sigma. 1990. Catalogue plant cell cuture. P.91

3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 SITUACION A NIVEL MUNDIAL DEL CULTIVO:

La alcachofa es consumida, ya sea en fresco o en conserva. Los mercados donde su
consumo es popular son, Norteamérica, especialmente en California y en &reas de
descendencia mediterrdnea como Boston y Nueva York, Europa Occidental en paises como
Italia, Espafia, Francia, Alemania e Inglaterra y en menor medida Japén (5).

Para el aflo 1997 solamente en USA se importaron 1,769,669 libras de
alcachofa, la mayoria proveniente de Chile y Colombia, ademas, en Canada se importaron
4,116,911 libras, provenientes en su mayoria de la regién de California. EI consumo en USA
es mayor que en Canada, pero debido a que posee zonas de produccion en lugares como
California, la importacion es menor. En Europa Occidental se consumieron alrededor de
36,614,000 libras (2). Los precios en el mercado norteamericano se mantienen arriba de los
12 ddlares, la mayor parte del afo, llegando hasta los US $30 por caja en marzo a mayo. Los

precios en el mercado europeo varian de acuerdo al pais (5).
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Existen clasificaciones de calidad para la alcachofa, uno especifico para el
mercado norteamericano y otro para el mercado europeo, en las cuales se toman en cuenta

la forma, el tamafio del fruto y el peso (6).

3.2.2 SITUACION A NIVEL DE GUATEMALA Y CENTROAMERICA:
El cultivo no es muy conocido en Guatemala, aunque su produccion en los ultimos

cinco afios ha ido en aumento segun estadisticas de exportacion del Banco de Guatemala.

Cuadro 4. Exportacion de alcachofa en Guatemala

Afio Cantidad en Kg.
1995 37,918
1996 46,308
1997 50,262
1998 52,497
1999 55,005
2000 56,033

Fuente. Exportacién de alcachofa en Centroamérica. 2001

Las exportaciones en los ultimos cinco afios han ido en aumento, la produccién
es destinada principalmente a Norteamérica. Las zonas que se encuentran cultivadas en
Guatemala se encuentran en el altiplano central en los departamentos de Chimaltenango,
Sacatepéquez y Guatemala (1). Las variedades que se cultivan son la “Green Globe” y la
“Imperial Star” (4). Se tienen calculos de que los costos por hectarea sembrada son
alrededor de Q 31,464.91 con un rendimiento promedio de 8.5 toneladas métricas por afio y

con una rentabilidad alrededor de 48.58% (12).

3.2.3 Caracteristicas Del Material Utilizado:

3.2.3.A Imperial Star:
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Esta variedad fue desarrollada en California, por la universidad del estado, es la mas
utilizada dentro de las variedades de semilla, su cultivo se realiza para consumo en fresco
basicamente (15).
3.2.3.B Emerald:

Esta variedad fue desarrollada en 1992 en California por una empresa privada en el
Imperial county, su consumo basicamente es en fresco (7).
3.2.3.C Dash Il

Es un variedad destinada para la produccién de productos enlatados, con un amplio
rango de adaptacion a la temperatura, es de muy reciente introduccién al mercado, por lo
gue su comportamiento en nuestras zonas aun no ha sido probado (7).
3.2.3.D Green Globe:

Variedad desarrollada en California, hasta hace poco Unicamente se propagaba por
esquejes, aunque en la actualidad se puede propagar por semilla, es la variedad mas

sembrada en Estados Unidos (15).

3.2.3 Antecedentes De Micropropagacion:

Existen estudios sobre cultivo de meristemos en alcachofa, por ejemplo en ltalia se
han obtenido buenos resultados utilizando el medio de Skoog. En Espafia ha sufrido
diversas complicaciones, como la frecuente contaminacion bacteriana en las primeras fases
de proliferacion y la aparicion de variaciones somatoclonales que pierden notoriamente
precocidad. En relacion con el tema de las usuales contaminaciones, se ha apuntado que
muchas de las bacterias detectadas podrian ser de tipo enddgeno, que no serian eliminadas

con la desinfeccion previa a la extraccion de apices meristematicos (1).
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En 1981 Ancora et al (3), investig6 el efecto del acido indolacético (AlIA) y Cintetina
sobre plantas de alcachofa provenientes del mediterraneo, utilizando como explante inicial,
brotes apicales, se encontrd6 con muchos problemas de contaminacién, los cuales llego a
controlar en alguna parte con la adicion de antibiéticos al medio de cultivo (3). Con la
utilizacion acido naftalenacético (ANA) en cantidad de 2 mg/l logro obtener un 84% de
enraizamiento (3).

En 1986 Debergh et al, (8) ensay6 sobre plantas de la variedad Green Globe, su
medio de cultivo con diferentes combinaciones de hormonas, siendo la siguiente con la que
obtuvo mayor produccion de brotes, 1 mg/l de &cido indolacético, 2.5 mg/l Cinetina y 2 mg/l
2-Dimetil alil aminopurina. Debegh et al., (8) utiliz6 como explante inicial brotes apicales de
0.5 a 0.8 milimetros (8).

En 1990 Lauzer y Vieth (13), realiz6 una micropropagacion a partir de semillas de la
variedad denominada Globe Artichoke, luego de la fase de germinacion utilizé cinetina, acido
naftalenacético, acido indolbutirico y bencil aminopurina en diferentes combinaciones para
inducir la proliferacién de brotes. Estos brotes se colocaron en diferentes concentraciones de
los siguientes reguladores de crecimiento para inducir formaciones de raices, acido
indolacético, acido indolbutirico y acido naftalenacético, obteniendo el mejor porcentaje de

enraizamiento con acido naftalenacético en concentracién de 5 miligramos por litro (13).

3.2.4 Localizacion del Experimento:
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El experimento se ubicd dentro del laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas, el cual se encuentra ubicado en el km. 21.5 de la ruta hacia

el Pacifico, en Barcena, Villa Nueva, departamento de Guatemala.
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4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL: Evaluar tres diferentes metodologias de micropropagacion sobre cuatro

variedades de alcachofa actualmente en fase de introduccion en el pais

4.2. ESPECIFICOS:

1. Evaluar la germinacién de las semillas de 4 variedades de alcachofa en medio de cultivo y
bajo condiciones ambientales controladas.

2. Establecer la respuesta de 4 variedades de alcachofa a tres combinaciones de
reguladores de crecimiento para inducir proliferacion masiva de brotes.

3. Establecer la respuesta de 4 variedades de alcachofa a 4 diferentes concentraciones de la

auxina acido naftalenacético para inducir enraizamiento.
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5. HIPOTESIS

1. Al menos una variedad de alcachofa posee un porcentaje de germinaciéon mayor que las

otras variedades, bajo condiciones controladas en cultivo in vitro.

2. Al menos una variedad de alcachofa produce mayor cantidad de brotes y de mayor altura.

3. Al menos un medio de propagacion produce incremento en cuanto al nUmero y altura de
brotes.

4. Al menos uno de los medios de enraizamiento produce induccidn de raices en cualquiera

de las 4 variedades.
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6. METODOLOGIA

6.1 FASE DE INICIACION

Para fines del experimento se utiliz6 como explante inicial semilla proveniente de la
variedad con mayor produccion en Estados Unidos (Green Globe) y tres variedades de
reciente introduccion (Imperial Star, Emerald y Dash Ill), toda la semilla fue importada de

Estados Unidos, Unico lugar donde se produce.

6.1.1. Desinfeccion del Material

Para este procedimiento las semillas previamente se lavaron con jabén antibacterial y
agua destilada y luego colocadas en un beacker por espacio de 24 horas; al siguiente dia
fueron desinfectadas con etanol (alcohol etilico ) al 70% durante 30 minutos e hipoclorito de
sodio (cloro comercial) al 5.25%, por espacio de 10 minutos, después de cada desinfeccion
se enjuago tres veces con agua destilada estéril; todo este procedimiento fue llevado a cabo
dentro de una camara de flujo laminar y con cristaleria e instrumentos previamente

esterilizados en autoclave.

6.1.2 Caracteristicas del Explante

La testa de las semillas, las cuales habian sido colocadas 24 horas antes en agua, fue
facilmente removida con la ayuda de un bisturi y unas pinzas de diseccién, dejando al
descubierto los embriones, los cuales fueron colocados en tubos de cultivo conteniendo

cada uno de ellos 10 ml de un medio de germinacion libre de reguladores del crecimento.



Cuadro 5. Componentes del medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para germinacion.
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REACTIVO

MACRO-
NUTRIENTES

(mg/l)

MICRO-
NUTRIENTES

(mg/l)

HIERRO
(mgfl)

VITAMINAS
(mgfl)

PHYTAGEL
(9/)

SACAROSA
(9/)

pH

NH4NO3

1650

KNO3

1900

CaC|2.2H20

440

MgSO,

370

KH,PO4

170

Kl

0.8

H3BO3

6.3

MnSQO,.4H;
©)

22.3

ZnS04.7H,0

8.6

NaMoO4.2H,
0]

0.25

CuS0O4.5H,
©)

0.025

Co0S04.6H;
®)

0.025

Nap, EDTA

37.3

FeS0,.7H,O

27.8

Myo-Inositol

100

Glicina

Acido
nicotinico

0.5

Piridoxina

0.5

Tiamina

0.1

30

5.6

6.1.3 Condiciones de Incubacion
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Las plantas colocadas en tubos de cultivo fueron identificadas de acuerdo a la
variedad que pertenecian y colocadas en un cuarto de crecimiento con un fotoperiodo de 16
horas luz y ocho de oscuridad y una intensidad luminica de 1000 lux y una temperatura
promedio de 24° centigrados. Las plantas estuvieron en este medio de germinacién por

espacio de seis semanas.

6.1.4 Caracteristicas de la Fase de Iniciacion

Para la fase de Iniciacion se utilizaron un total de 160 semillas, distribuidas en 40
semillas de cada una de las siguientes variedades: Green Globe, Imperial Star, Emerald y
Dash Ill. Se sembraron 10 semillas de cada variedad por dia, utilizandose para toda la
siembra cuatro dias. Estas semillas fueron evaluadas una semana después de haber sido
colocadas en este medio de germinacion y se contd el porcentaje de germinacién de cada

una de las variedades.

6.2 FASE DE PROPAGACION

6.2.1 Caracteristicas del Explante

El explante en esta fase fue obtenido de las plantas germinadas en la fase de
iniciacion. Dentro de una camara de flujo laminar, con la ayuda de pinzas y bisturi, a estas
plantas les fue separado las hojas y raices, a manera de dejar un explante de
aproximadamente 5 mm, los cuales fueron colocados al azar en frascos de vidrio,
conteniendo 25 ml de medio de propagacion. (Cuadro 6).

6.2.2 Medios de Propagacion
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Se utilizaron tres medios de propagacion, reportados para la propagacion de la
variedad Green Globe, y que son los siguientes: Ancora (1981), Debergh (1986) y el de
Lauzer (1990), cada uno de ellos con la mejor combinacion de reguladores del crecimiento
reportadas en sus respectivos trabajos.

Cuadro 6. Medios empleados para la fase de propagacion.

REACTIVO MEDIO ANCORA MEDIO DEBERGH MEDIO LAUZER
MACRONUTRIENTES(mg/l)

NH4NO3 1650 1650 1650
KNO3 1900 1900 1900
CaCl.2H20 440 440 400
MgSO4 370 370 370
KH2PO4 170 170 170
NaH2P04.2H20 220

NaHPO4 50
MICRONUTRIENTES (mg/l)

Kl 0.83 0.80
H3BO3 6.2 10 6.3
MnS04.4H20 22.3 25 22.3
ZnS04.7H20 8.6 10 8.6
NaMoO4.5H20 0.25 0.25 0.25
CuS04.5H20 0.025 0.025 0.025
CoS04.6H20 0.025
Na2EDTA.2H20 37.25 37.25 37.3
FeS04.7H20 27.85 27.85 27.80
VITAMINAS (mg/l)

Myo-inositol 100 100 100
Glicina 2 2
Acido nicotinico 0.5 0.5
Piridoxina 0.5 0.5
Sulfato de adenina 40
Tiamina 0.1 0.4 0.1
REGULADORES DEL CRECMIENTO

(mg/l)

Acido Naftalenacético 0.5
Acido Indolacético 0.5 1

Cinetina 5 2.5

2-dimetil alil aminopurina 2

Bencil-aminopurina 1
OTROS COMPONENTES

Sacarosa (gr/l) 40 20 30
Gelificante (gr/l) 2 2 2
Ph 5.5 5.8 5.6

6.2.3 Estadistica de la Propagacion
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Para la fase de propagaciéon se utilizé6 un disefio de Bloques al Azar, con arreglo

bifactorial de los tratamientos.

Yijk = u + Bi +mj+ nk + mnjk + Eijk

U = Efecto de la media general
Bi = Efecto del i-ésimo dia de siembra
mj = Efecto de la j-ésima variedad de alcachofa
nk = Efecto del k-ésimo medio de propagacion in vitro
mnijk = Efecto de la interaccidon medio por variedad
Eijk = Efecto del error experimental

Para esta fase de propagacion se evaluaron 12 tratamientos, repartidos cada uno en

11 bloques, para un total de 132 unidades experimentales. Los tratamientos fueron los

siguientes:

Cuadro 7. Tratamientos para fase de propagacion

MEDIO 1 MEDIO 2 MEDIO 3
VARIEDAD 1 VimM1l V1iM2 ViM3
VARIEDAD 2 V2M1 V2M2 V2M3
VARIEDAD 3 V3M1 V3M2 V3M3
VARIEDAD 4 V4aM1 V4AM2 V4AM3
M1= Medio empleado por Ancora V1= Variedad Green Globe
M2= Medio empleado por Lauzer V2= Variedad Imperial Star
M3= Medio empleado por Debergh V3= Variedad Dash Il

V4= Variedad Emerald

6.2.4 Variables de Respuesta
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Las variables de respuesta analizadas fueron nimero de brotes obtenido por explante
y altura promedio de brotes por frasco de vidrio (unidad experimental). Estas fueron tomadas
luego de cuatro semanas en los medios de propagacion. La altura se midié en centimetros, a
partir de la base del brote hasta la punta de la Ultima hoja; el nUmero de brotes se hizo por

medio de una inspeccion visual.

6.2.5 Analisis de la Informacién
Se realizé un analisis de varianza para cada una de las variables de respuesta y, ademas,

cuando se encontré significancia, se realizo una prueba de separacion de medias de Duncan.

6.3 FASE DE ENRAIZAMIENTO

6.3.1 Caracteristicas del Explante

Para esta fase se utilizaron los brotes obtenidos en la fase de propagacion, se
seleccionaron 32 brotes de cada variedad que tuvieran un rango de altura entre 1 y 2.5
centimetros. Dentro de una camara de flujo laminar, con ayuda de pinzas y bisturi, le fue
separado de la base de la planta el tejido muerto y luego colocados al azar en cuatro medios
con diferentes concentraciones de acido naftalenacético (ANA).
6.3.2 Medios de Cultivo

Los medios de enraizamiento que se evaluaron fueron dos. Ancora (1981) y Lauzer
(1990). Estos fueron los medios que mejor resultado obtuvieron en sus respectivos trabajos,
ademas, se evalu6 el medio de Murashige y Skoog (1962) con dos concentraciones de ANA,
al igual que los dos medios anteriores utilizan &cido naftalenacético como regulador del

crecimiento responsable de inducir el enraizamiento.



Cuadro 8. Medios de cultivo utilizados para enraizamiento.
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REACTIVO MEDIO ANCORA MEDIO MS MEDIO LAUZER
MACRONUTRIENTES(mg/l)

NH4NO3 1650 1650 825
KNO3 1900 1900 950
CaCl.2H20 440 400 200
MgSO4 370 370 185
KH2PO4 170 170 85
NaH2P04.2H20 220

MICRONUTRIENTES (mg/l)

Kl 0.83 0.80 0.4
H3BO3 6.2 6.3 3.1
MnS04.4H20 22.3 22.3 11.15
ZnS04.7H20 8.6 8.6 4.3
NaMoO4.5H20 0.25 0.25 0.125
CuS04.5H20 0.025 0.025 0.0125
CoS04.6H20 0.025

Na2EDTA.2H20 37.25 37.3 18.62
FeS04.7H20 27.85 27.80 13.92
VITAMINAS (mg/l)

Myo-inositol 100 100 50
Glicina 2 2 2
Acido nicotinico 0.5 0.5 0.5
Piridoxina 0.5 0.5 0.5
Sulfato de adenina 40 20
Tiamina 0.1 0.1 0.1
REGULADORES DEL

CRECIMIENTO (mg/l)

Acido Naftalenacético 2 3y4 5
OTROS COMPONENTES

Sacarosa (gr/l) 40 30 20
Gelificante (gr/l) 2 2 2
Ph 5.5 5.6 5.8

6.3.3 Estadistica de la Fase de Enraizamiento
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Para la fase de enraizamiento se plante6 un disefio de Bloques al Azar, con arreglo

bifactorial de los tratamientos. EI modelo estadistico utilizado fue el siguiente:

Yijk = u + Bi +mj+ nk + mnjk + Eijk

U = Efecto de la media general
Bi = Efecto del i-ésimo dia de siembra (bloques)
mj = Efecto de la j-ésima variedad de alcachofa
nk = Efecto del k-ésimo medio de enraizamiento in vitro
mnijk = Efecto de la interaccion medio por variedad
Eijk = Efecto del error experimental

Para esta fase se plantearon 16 tratamientos resultantes de la combinacion de cuatro
medios de enraizamiento y cuatro variedades. Para esta fase se utilizaron ocho bloques,
para obtener un total de 128 unidades experimentales, cada una de ellas representadas por
un frasco de vidrio tipo compota de 70 x 45 milimetros, conteniendo 25 mililitros de medio de

enraizamiento.

Cuadro 9. Tratamientos evaluados en la fase de enraizamiento.

MEDIO 1 MEDIO 2 MEDIO 3 MEDIO 4

VARIEDAD 1 V1M1 V1M2 V1iM3 VIM4
VARIEDAD 2 V2M1 V2M2 V2M3 V2M4
VARIEDAD 3 V3M1 V3M2 V3M3 V3M4
VARIEDAD 4 VAM1 VAM2 VAM3 VAM4

M1= Medio empleado por Ancora V1= Variedad Green Globe

M2= Medio MS con 3 ppm ANA V2= Variedad Imperial Star

M3= Medio MS con 4 ppm ANA V3= Variedad Dash Il

M4= Medio empleado por Lauzer V4= Variedad Emerald

6.3.4 Variables de Respuesta
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Las variables de respuesta que se plantearon para esta fase fueron nimero de raices
por planta, y largo promedio de raices por planta. Las lecturas se tomaron luego de seis

semanas de haberse trasladado a los diferentes medios de enraizamiento.

7. RESULTADOS Y DISCUSION
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7.1. FASE DE INICIACION

Para la fase de iniciacibn no se realiz6 ningun analisis estadistico a las semillas
sembradas, Unicamente se tomo la lectura de la germinacion y se expresO en porcentaje.
Para las cuatro variedades este porcentaje fue de 100% luego de seis dias de haber sido
colocadas en un medio MS sin reguladores del crecimiento, es de notar, también, que no
existio contaminacion en esta fase, debido a una buena desinfeccion de la semilla utilizada.

Por otro lado el periodo de emergencia de los cotiledones fue para todas las
variedades de aproximadamente 48 horas, esto a pesar de que las variedades Dash Il y
Emerald, en condiciones de semillero reportan periodos de emergencia menores que Green
Globe e Imperial Star, los cuales son, respectivamente, de cuatro y seis dias (7). En la fase
de germinacién In vitro se logro reducir el periodo de emergencia de los cotiledones y a la
vez uniformizar dicho tiempo, respecto a las condiciones reportadas en invernadero por la
empresa que produce la semilla (7).Estos factores se deben a que le fue removida la testa a
la semilla, lo cual representa un menor esfuerzo de emergencia para los cotiledones. Por otro
lado, el segundo factor se debi6 a las condiciones uniformes, tanto del medio de cultivo como
la temperatura del cuarto de incubacion y humedad relativa dentro de los tubos de cultivo

donde fueron colocadas las semillas. (Cuadro 10).

Cuadro 10. Resultados de la fase de germinacion (iniciacion).

VARIEDAD DIA DE SEMILLAS/DIA |GERMINACION| CONTAMINACIO | DIAS A EMERGENCIA
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SIEMBRA (%) N DE LOS COTILEDONES
(%)
Green Globe 1 10 100 0 3
Imperial Star 1 10 100 0 3
Emerald 1 10 100 0 3
Dash llI 1 10 100 0 3
Green Globe 2 10 100 0 3
Imperial Star 2 10 100 0 3
Emerald 2 10 100 0 3
Dash llI 2 10 100 0 3
Green Globe 3 10 100 0 3
Imperial Star 3 10 100 0 3
Emerald 3 10 100 0 3
Dash lll 3 10 100 0 3
Green Globe 4 10 100 0 3
Imperial Star 4 10 100 0 3
Emerald 4 10 100 0 3
Dash llI 4 10 100 0 3
TOTAL 4 Dias de 160 100 0
siembra

7.2 FASE DE PROPAGACION




Debido a que el andlisis de varianza reportd coeficientes de variacén altos, para
todas la variables de respuesta se reliz6 la prueba de Shapiro-Wilk para conocer
si los datos tenian una distribucion normal, lo cual fue confirmado por dicha
prueba, los resultados de esta se presentan en el apéndice a partir de la pagina
47.

Cuadro 11 Resultados SAS para la variable numero promedio de brotes

Fuente |[Grados delSuma de cuadrados| F Calculada Pr > Fc
libertad
Modelo 21 121.5024023 1.92 0.0253
REP 10 33.81073563 1.12 0.3623
MEDIO 40.68821074 6.74 0.0022
VAR 24.99728917 2.76 0.0496
MEDIO*VAR 31.42224437 1.73 0.1279
Error 62 187.19997866
Corregido Total 83  308.70238095
R-Cuadrado C.V. BRO Media
0.393591 71.20041 2.44047619

Cuadro 12. Namero de brotes por medio de cultivo y prueba Duncan al 10%.

MEDIO NUMERO DE UNIDADES| MEDIAS Y PRUEBA DUNCAN
EXPERIMENTALES AL 10%
Debergh 24 3.417 a
Lauzer y Vieth 31 2419 b
Ancora 29 1.655 b

35
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Segun el andlisis de varianza realizado para la variable de respuesta niumero de
brotes, en cuanto a los medios de cultivo, existe significancia, por lo que se hizo la prueba
de Duncan al 10% de nivel de significancia, donde se determind que el medio Debergh fue el
qgue produjo una media mayor en cuanto al nimero de brotes, esto es igual, para las cuatro
variedades, puesto que el analisis de varianza muestra que no hay significancia para la
interaccion medio por variedad. Ancora et al (3) trabaj6 con materiales de alcachofa
provenientes del mediterraneo, para los cuales reporta una media de brotes de 2.1 por
explante, mayor al obtenido en el presente experimento, es probable que los materiales
utilizados no respondan del todo bien a dicho medio por tratarse de materiales mejorados y
producidos en California. EI medio utilizado por Deberhgh et al (8) evaluado sobre el material
Green globe tuvo la mejor respuesta en este experimento, superior a la media reportada en
por el autor que fue de 2.6 brotes por explante (8), mientras que en la presente investigacion
produjo una media de brotes por explante de 3.41, se pudo observar que de acuerdo a la
prueba de medias este medio es el mas adecuado para inducir mayor proliferacién de brotes
en las cuatro variedades evaluadas. Lauzer y Vieth (13) reportan una media de 2.45 brotes

por explante, muy similar a la media obtenida en este experimento.
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NUMERO DE BROTES

ANCORA LAUZER DEBERGH

Figura 1. Numero promedio de brotes por medio de cultivo.

Para la variable numero de brotes en cuanto a variedades también existe significancia,
por lo que se realizé una prueba de Duncan al 10% de nivel de significancia, en donde segun
los resultados las variedades Imperiall star, Dash 11l y Emerald son estadisticamente iguales,
pero superiores a la variedad Green Globe. De las variedades que obtuvieron mayor nimero
de brotes por variedad, Imperial Star es la mas utilizada en California (15) debido a sus
buenas caracteristicas de rapido crecimiento y buena brotacién luego de la cosecha. (15).
Dah 1ll y Emerald poseen un crecimiento acelerado, y brotacién del 100% luego de 30 dias a
partir de la cosecha (7). Estas caracteristicas, pudieron observarse durante la fase de
propagacion, las cuales fueron expresadas bajo el efecto de los reguladores de crecimiento
utilizados en esta fase. Por otro lado Green Globe es una variedad que tiene muchos afios
de sembrarse en California, donde ha presentado problemas de bajos rendimientos y
problemas de enfermedades y plagas, en la actualidad su uso se ha reducido ya que
paulatinamente se ah remplazado por variedades mas rendidoras y de menor tiempo de
cosecha (7). Se pudo observar que el numero de brotes que presentd por explante fue

mucho menor que el de las otras variedades.
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Cuadro 13. Numero de brotes y prueba de Duncan al 10%.

NUMERO DE UNIDADES NUMERO DE BROTES Y
VARIEDAD EXPERIMENTALES DE DONDE PRUEBA DUNCAN AL
PROVIENE LA MEDIA 10%
Imperial Star 20 2.75 a
Dash Il 20 2.65 a
Emerald 27 2.63 a
Green Globe 17 153 b

3

2.51

2

NUMERO DE BROTES 1.5
1
0.51

O

Green Globe Imperial Star Desh lll Emerald

Figura 2. Promedio de brotes por variedad.

Para la variable de respuesta altura promedio de brotes en el analisis de varianza, se
obtuvo significancia Unicamente para variedades, no asi para los medios ni la interaccion
medio por variedad, por lo que se hizo una prueba de Duncan al 10% de nivel de
significancia para la separaciéon de las medias de las variedades, en donde se encontré que
las variedades con mayor altura de brote fueron Imperial Star y Emerald. En este caso la
altura de brote fue influenciada por el vigor de las variedades, puesto que las que
presentaron mayor altura de brote fueron también parte del grupo de las variedades donde

hobo mayor nimero de brotes por explante. La baja altura promedio para la variedad Dash
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lll, probablemente se deba a que en condiciones de campo es de por si una planta de porte
bajo, no mayor a 1 metro (7).

Cuadro 14 Resultados de SAS para la variable altura de brotes

Fuente Grados de Suma de F Calculada Pr > Fc
libertad cuadrados
Model 21 33.83797603 1.22 0.2694
REP 10 15.19552248 1.15 0.3428
MEDIO 2 1.70191309 0.64 0.5292
VAR 3 9.12681369 2.30 0.0862
MEDIO*VAR 6 7.3046931 0.92 0.4870
Error 62 82.06836296
Corregido Total 83 115.90633899
R-Cuadrado C.V. ALT Media
0.291942 64.59891 1.78101190

Cuadro 15. Promedios de alturay prueba de Duncan al 10%.

NUMERO DE UNIDADES
VARIEDAD EXPEPF;?)"\'EI';TNQLLEAS |\[/)|EDD|2NCE MEDIAS DE ALTURA Y
PRUEBA DE DUNCAN AL 10%
Imperial Star 20 2.082 a
Emerald 27 2.014 a
Dash Il 20 1.644 b
Green Globe 17 1.218 b
2.51
2
ALTURA (Cm) /

Green Globe Imperial Star Dash llI Emerald
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Figura 3. Promedio de altura por variedad.

Del total de 132 unidades experimentales, se tuvo una contaminacion de 32 unidades
experimentales contaminadas (24%), y 16 unidades experimentales que presentaron
oxidacion (16%), debido a compuestos fendlicos, por lo que no fueron tomadas en cuenta
para el analisis estadistico.

FASE DE ENRAIZAMIENTO

En esta fase se probaron dos medios reportados por Ancora(1982) y Lauzer (1990),
ademas, de el medio Mushige y Skoog (MS) con dos concentraciones de reguladores del
crecimiento, para hacer, en total, cuatro medios con diferentes concentraciones de &acido
naftalenacético. Basado en los trabajos de estos dos autores, en donde estos niveles de
reguladores del crecimiento fueron los que presentaron mejores resultados, la investigacion
se limitd a los niveles de ANA, los cuales no arrojaron datos satisfactorios, puesto que en
ninguna de las 128 unidades experimentales se observé presencia de raices. Lo que pudo
ser observado en todos los tratamientos fue la presencia de formacion de callo en la base de
las plantas, lo cual puede indicar que las concentraciones de ANA fueron demasiado
elevadas y en lugar de producir raices produjeron callo, por lo que se sugiere probar, en
futuros experimentos, niveles mas bajos de ANA que los evaluados en este experimento. En
esta parte del experimento se tuvieron 15 unidades experimentales contaminadas (12%) y 10
(8%) que presentaron oxidacion del medio. Usui et Al (22) sugiere que el balance entre
auxinas y citocininas es determinante en cuanto al efecto causado sobre un explante,
generalmente para la induccion de raices es necesaria una combinacion donde la cantidad
de auxina se mayor que la de citosina (22). En cebolla y fresa se reportaron casos en donde

las altas concentraciones de ANA inhibieron la formacion de raices y se obtuvo presencia de
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callo (12), luego de agregar al medio, pequefias concentraciones de zeatina se pudo obtener
un porcentaje de enraizamiento de 20 y 34% respectivamente (22).
8. CONCLUSIONES

8.1 La germinacién de todas las variedades fue del 100% bajo condiciones in vitro.

8.2 El medio de propagacion que produjo mayor namero de brotes por explante (3.417), para

las cuatro variedades, es el medio propuesto por Debergh (1986).

8.3 Las variedades Imperial Star, Dash Il y Emerald (2.75, 2.65 y 2.63 respectivamente)
producen mayor cantidad de brotes por explante que la variedad Green Globe (1.53), para

cualquiera de los tres medios evaluados de propagacion.

8.4 Las variedades Imperial Star y Emerald produjeron brotes de mayor altura (2.08 y 2.01
centimetros respectivamente) en cualquiera de los tres medios evaluados, que las

variedades Green Globe y Dash Il (1.64 y 1.21 centimetros respectivamente).

8.5 Ninguno de los tres medios de cultivo es superior para las cuatro variedades en cuanto a

la altura de los brotes.

8.6 Los niveles de acido naftalenacético (ANA) propuestos por Lauzer en 1990 (5 mg/l) y
Ancora en 1986 (2 mg/l) mas los evaluados en el medio Murashige y Skoog (3 y 4 mg/l) no
producen formacion de raices en ninguna de las cuatro variedades incluidas dentro del

experimento.
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9. RECOMENDACIONES

1. Evaluar concentraciones de acido nafatalenacético (ANA) menores a las evaluadas en

esta investigacion para inducir formacion de raices.

2. Evaluar otras auxinas, tales como: acido indolbutirico (IBA) y acido indolacético (AlA), en
combinacion o solas, en diferentes dosis para inducir formacién de raices para las tres

variedades que mostraron un comportamiento superior en la fase de propagacion.
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11. APENDICE

11.1ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE NUMERO DE BROTES

General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
MEDIO 3 123
VAR 4 1234
REP 11 1234567891011

Number of observations in data set = 132

Dependent Variable: BRO

Source DF Sum of Squares F Value Pr>F
Model 21  121.50240230 1.92 0.0253
REP 10 33.81073563 1.12 0.3623
MEDIO 2 40.68821074 6.74  0.0022
VAR 3 24.99728917 2.76  0.0496

MEDIO*VAR 6 31.42224437 1.73  0.1279

Error 62 187.19997866
Corrected Total 83 308.70238095

R-Square C.V. BRO Mean
0.393591 71.20041 2.44047619
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11.2 PRUEBA DE MEDIAS DE DUNCAN PARA LA VARIABLE NUMERO DE BROTES
PARA MEDIOS DE CULTIVO.

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error
rate, not the experimentwise error rate

Alpha= 0.1 df= 62 MSE= 3.019354
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 27.67336

Number of Means 2 3
Critical Range 0.780 0.824
Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N MEDIO
A 3.417 24 3
B 2419 31 1
B 1655 29 2

11.3 PRUEBA DE MEDIAS DE DUNCAN PARA LA VARIABLE NUMERO DE BROTES
PARA VARIEDADES

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error
rate, not the experimentwise error rate

Alpha= 0.1 df=62 MSE= 3.019354
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 20.42269

Numberof Means 2 3 4
Critical Range 0.908 0.960 0.995

Duncan Grouping Mean N VAR
A 2750 20 2
A 2650 20 3
A 2630 27 4
B 1529 17 1



Level of Level of  ----mmmmeeme- BRO

MEDIO VAR N Mean SD

1 1 8 2.12500000 1.64208056
1 2 6 2.33333333 1.36626010
1 3 7 1.85714286 2.34012617
1 4 10 3.10000000 1.72884033
2 1 5 0.40000000 0.54772256
2 2 8 2.75000000 1.16496475
2 3 7 1.71428571 1.25356634
2 4 9 1.33333333 0.70710678
3 1 4  1.75000000 1.50000000
3 2 6 3.16666667 1.72240142
3 3 6 4.66666667 3.20416396
3 4 8 3.50000000 2.26778684

11.4 PRUEBA DE NORMALIDAD DE SHAPIRO-WILK

UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=RESID

Moments
N 84 Sum Wqgts 84
Mean 0 Sum
Std Dev  1.501806 Variance 2.255421
Skewness -0.21169 Kurtosis -0.27919
USS 187.2 CSS 187.2
Ccv . Std Mean 0.16386
T:Mean=0 0 Prob>|T| 1.0000
Sgn Rank 52 Prob>|S| 0.8150
Num ~= 0 83
W:Normal 0.980371 Prob<wW 0.5963

UNIVARIATE PROCEDURE

Variable=RESID

Quantiles(Def=5)
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100% Max 3.343839 99% 3.343839

75% Q3 0.959238 95% 2.18545

50% Med 0.176486 90% 1.747692

25% Q1  -1.14451 10% -1.97197

0% Min  -3.80376 5% -2.39726
1% -3.80376

Range 7.147604



Q3-Q1 2.103744
Mode -3.80376
UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=RESID

Extremes

Lowest Obs Highest Obs
-3.80376( 59) 2.18545( 23)
-3.18048(  34) 2.291586(  75)
-3.15019( 120) 2.869636(  15)
-2.77094( 21) 3.03085( 36)
-2.39726( 72) 3.343839( 47)

Missing Value .
Count 48
% Count/Nobs 36.36
UNIVARIATE PROCEDURE

Variable=RESID

Stem Leaf # Boxplot
303 2
211239 5
1 03344456667779 14
0 001112223333445556666677799 27
-0 9997655533300 13
-1 9886533222211 13
-2 8422000 7
-3 822 3

SRR S S S

UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=RESID

Normal Probability Plot
3.5+ +rHHE+
| ****+*
| kkkkkkk
| *kkkkkkkkk
| *****+
| *kkkkkkk

| ++*****

S35+ H+x4*

SRR SRR S VU S S S &

-2 -1 0 +1 +2
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Plot of PRED*RESID. Legend: A =1 obs, B = 2 obs, etc.
(NOTE: 48 obs had missing values.)
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11.5 ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE ALTURA DE BROTES
General Linear Models Procedure
Class Level Information
Class Levels Values
MEDIO 3 123
VAR 4 1234

REP 11 1234567891011
Number of observations in data set = 132

NOTE: Due to missing values, only 84 observations can be used
in this analysis.



Dependent Variable: ALT

Source DF Sum of Squares F Value Pr>F
Model 21 33.83797603 1.22 0.2694
REP 10 15.19552248 1.15 0.3428
MEDIO 2 1.70191309 0.64 0.5292
VAR 3 9.12681369 2.30 0.0862
MEDIO*VAR 6 7.30469310 0.92 0.4870
Error 62 82.06836296
Corrected Total 83  115.90633899
R-Square C.V. ALT Mean
0.291942 64.59891 1.78101190

11.6 PRUEBA DE MEDIAS DE DUNCAN PARA LA VARIABLE ALTURA DE BROTES
PARA MEDIOS DE CULTIVO

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error
rate, not the experimentwise error rate

Alpha= 0.1 df=62 MSE=1.323683
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 27.67336
Number of Means 2 3
Critical Range 0.517 0.546

Duncan Grouping Mean N MEDIO
A 1991 29 2
A 1874 24 3
A 1513 31 1



11.7 PRUEBA DE MEDIAS DE DUNCAN PARA LA VARIABLE ALTURA DE BROTES
PARA VARIEDADES
NOTE: This test controls the type | comparisonwise error
rate, not the experimentwise error rate

Alpha= 0.1 df=62 MSE= 1.323683
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 20.42269

Numberof Means 2 3 4
Critical Range 0.601 0.635 0.659

Duncan Grouping Mean N VAR

A 2082 20 2

A 2014 27 4

B A 1.644 20 3

B 1218 17 1

Level of Levelof — ---------mm- ALT-------------

MEDIO VAR N Mean SD
1 1 8 1.18250000 0.94446886
1 2 6 2.23000000 0.88543774
1 3 7 0.98857143 0.99787154
1 4 10 1.71400000 1.13362937
2 1 5 0.88000000 1.25578661
2 2 8 2.12875000 0.80278867
2 3 7 2.00000000 1.41745076
2 4 9 247777778 1.46460556
3 1 4 1.71250000 1.68042405
3 2 6 1.87083333 1.14895786
3 3 6 1.99166667 1.30334058
3 4 8 1.86875000 0.92264275



11.8 PRUEBA DE NORMALIDAD DE SHAPIRO-WILK

UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=RESID2
Moments

N 84 Sum Wogts 84
Mean 0 Sum 0
Std Dev  0.994372 Variance 0.988775
Skewness -0.11898 Kurtosis -0.09341

USS 82.06836 CSS 82.06836
CVv . Std Mean 0.108495
T:Mean=0 0 Prob>|T| 1.0000
Sgn Rank 23 Prob>|S]| 0.9176
Num =0 83

W:Normal 0.987402 Prob<W 0.8990

UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=RESID2
Quantiles(Def=5)

100% Max 2.295891 99% 2.295891

75% Q3 0.697911 95% 1.408944

50% Med 0.02157 90% 1.281914

25% Q1  -0.66353 10% -1.24746

0% Min -2.5739 5% -1.67495
1% -2.5739

Range 4.869795

Q3-Q1 1.361439

Mode -2.5739

UNIVARIATE PROCEDURE

Variable=RESID2
Extremes
Lowest Obs Highest Obs
-2.5739( 44) 1.408944(  66)
-2.21801( 21) 1.517037(  38)
-1.91283( 2) 1.972199( 20)
-1.76286( 120) 2.228693( 19)
-1.67495( 67) 2.295891( 45)

Missing Value
Count 48

52



% Count/Nobs 36.36

UNIVARIATE PROCEDURE

Variable=RESID2

Stem Leaf #
2023 3
1 00222333445 11
0 00112222333444445556677778899 29
-0 998887776655554443222111110 27
-1 987554222100 12
-2 62 2

S S S S ——

UNIVARIATE PROCEDURE
Variable=RESID2

Normal Probability Plot
2.5+ *ppry
| ********+*+

| kkkkkkkkhkkhk
| *kkkkkkkkkk

| +*+********

-2. 54 +* 4+

SRR SRR S VU S S S &

-2 -1 0 +1 +2

Plot of PRED2*RESID2. Legend: A =1 obs, B = 2 obs, etc.

(NOTE: 48 obs had missing values.)
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Figura 4 “A”. Exportacion de alcachofa
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