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Efecto de antioxidantes, desinfectantes, mediazutii’o y reguladores de crecimiento en la
propagacioénn vitro del cultivo de yemas axilares de melocotén
Prunus persica (L.) Batsch var. Salcaja

Effect of antioxidant, disinfectants, mediumscafture and regulator of growth in the
propagationn vitro of culture axillary buds of peach
Prunus persica (L.) Batsch var. Salcaja

RESUMEN

EL melocoton pertenece a la familia de las rosdcgaseroPrunus, especiePrunus
persica. Es un arbol robusto, de copa ovalada, con dw (til econdmica de 20 afios. En
Guatemala entre los arboles deciduos ocupa un dedugar después de la manzana en cuanto
a produccion y comercializacidon, sin embargo ndescarta que en un futuro pueda ocupar el
primer lugar debido a la creciente demanda del wonsdel fruto, tanto nacional como
internacional, y ademas de esto la variedad sewwardcida con las condiciones climéticas y
edaficas que Guatemala posee. La propagaciontro de esta planta puede ser una buena
alternativa en la reproduccion vegetativa, sin egia&sta tiene varias limitantes, entre las que
se puede mencionar, la oxidacién de los explathtemmento de su inoculacién por las heridas
ocasionadas en el tejido, ademas los niveles damamacion de microorganismos en las plantas
madres que directamente repercuten en los explentesiados en los medios de cultivo. Por lo
que es necesario buscar metodologias adecuadasepai@r estos efectos, y asi adaptar el
cultivo a etapas de establecimiento para su post@iopagacidon masivan vitro. La
investigacion const6 de 3 fases, la primera fusol@revivencia de explantes a la oxidacion y a
contaminacion por microorganismos, probando padoaetlefecto de antioxidantes y soluciones
desinfectantes fungicidas—bactericidas, los rasuit reflejan que el mejor antioxidante que
controlé la oxidaciéon fue el polivinilpirrolidonanda dosis de 900 mg/l, con un 93 y 95% de
sobrevivencia y el tiempo de exposicidn del materegetal a soluciones desinfectantes de
fungicidas y bactericidas que mejor controlo lataorinacion fue el de 24 horas. La segunda
fase fue la de inducir brotes en explantes adidg para ello se evaluaron tres medios
nutritivos de cultivo, Almehdi y Parfitt, Gamborg Linsmaier y Skoog, utilizando
combinaciones de reguladores; &cido indolbutiribeycil amino purina. El mejor medio fue el
Gamborg ya que favorecié la proliferacién de lostds con un promedio de 2.12 y la mejor
dosis de regulador en dicha proliferacion corredpba la de 2.0 mg/l de bencil amino purina +
1.5 mg/l de acido indol butirico. La tercera fadee la de inducir raices en los brotes
obtenidos en la segunda fase, para ello se probeoocentraciones del medio basal Murashige
y Skoog con diferentes niveles de acido indolrtmatj sin embargo los resultados obtenidos en

esta etapa no fueron los satisfactorios ya que hagsd enraizar dichos brotes.



1. INTRODUCCION

La fruticultura en Guatemala ha tomado gran amigdos ultimos afios, a raiz del
desarrollo de la politica de exportacion de proalsicto tradicionales especificamente en lo que
se refiere a los deciduos, como lo es el melocotBnlo en los afios de 1996 al 2001 se
produjeron 16,702 TM, de las cuales 1518 fueroroe&das. En tanto la demanda nacional para
dicho periodo fue aproximadamente de 19540 TM, démaltise necesario importar
aproximadamente 4358 TM de otros paises (31).

El incremento de la demanda nacional se ha debilds aaracteristicas fisicas (pulpa
consistente al transporte, color), quimicas (cadtede agua, cenizas, olor agradable, sabor
dulce), y alimenticias (proteinas, carbohidratesamina c, calcio, fosforo, hierro, tiamina entre
otros). Sin embargo es necesario mejorar la ahlidgantidad de la fruta, con el fin de
abastecer el mercado nacional y mercado para exjant

Actualmente existe la variedad de melocoton Salt¢ajédual de las 1080 ha. existentes,
el 85.42 % es cultivada con la misma, y ademds @sas comercializada en el pais ya que
industrialmente posee una gran demanda, debids ealacteristicas que su fruto presenta no
solo por su pulpa resistente al transporte simalabr dulce que este posee. Esta variedad tiene
su origen en el afio de 1970 cuando se realizouge @ntre las variedades Elberta y W. H. Hall
con un criollo guatemalteco.

El presente trabajo de investigacion se realizélelaboratorio de cultivo de Tejidos
vegetales de la Facultad de Agronomia de la Undesisde san Carlos de Guatemala. El estudio
consistid en tres fases, la primera fue la deesaviencia de explantes a la oxidacion y a la
contaminacion por microorganismos, probando eltefde antioxidantes como carbén activado,
acido citrico, polivinilpirrolidona (PVP) y fungitas — bactericidas; la segunda fase fue la de
inducir brotes en los explantes cultivados pdm@ase evaluaron diferentes combinaciones de
acido indol butirico y bencil amino purina probandse siguientes medios de cultivo, Almehdi y
Parfitt (AP), Gamborg (B5), Linsmaier y Skoog (L8pn lo cual se establecié la combinacion
hormonal que produjo el mayor nimero de brotesscorespectivo medio basal. La tercera fase
fue la de inducir raices en los brotes obtenido la segunda fase, para ello se probaron
diferentes concentraciones del medio basal Murashi§koog con diferentes dosis de acido
indol butirico, sin embargo los resultados obtesidon esta etapa no fueron los satisfactorios ya

gue no se logro enraizar dichos brotes.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA

La fruticultura nacional no ha alcanzado un dedlarrsustancial debido a que no se
cuenta con estudios sistematizados que creen @ltgia adecuada para producir frutos en
cantidad y con calidad, aunado a la falta de vigigwpresarial y a la falta de una politica de
gobierno adecuada para mejorar dicho cultivo.

Uno de los problemas en la propagacion vegetasvgue no se conoce un método
efectivo para la seleccién del material en la pgap#n del melocotonero que asegure el
desarrollo y la multiplicacion  de plantas sanas,un corto tiempo y que presenten una
uniformidad genética en el material seleccionado.

Ademas las plantaciones existentes poseen una aamupliabilidad genética, con
brotacién y floracion irregular, y a la vez taébi presentan problemas de heterogeneidad en
cuanto a vigor, precocidad, productividad , londa#, entre otros aspectos.



3. MARCO TEORICO

3.1MARCO CONCEPTUAL

3.1.1 Generalidades del cultivo

El melocotén, pertenece a la familia de las rossicganeroPrunus, especiePrunus
persica. Seé creia originaria de Persia, aunque pretraite lo es de China pues su cultivo en
dicho pais se conoce desde tiempos remotos (30).

El melocotén, esta comprendido entre los frutales fgeron introducidos a Guatemala,
luego de la conquista en la época de la colonia. laEactualidad se observan plantaciones
comerciales o simplemente arboles dispersos desdg, 500 hasta 2,400 msnm. Actualmente
existe mucha variabilidad genética en los durazeesmbrados en el pais entre estos se
encuentran aquellos de pulpa blanca (conocidos cturaznos blancos) sembrados en el pais, y
gue actualmente se han estado utilizando como pojeato de los de pulpa amarilla o
melocoton. El cultivo del melocoton se encuentrturdiido en todo el mundo, pero la
produccion principal se encuentra localizada eropayrdonde se obtienen unos 3.5 millones de
TM lo que representa casi el 50% de la producciandial (31).

El cultivo es ampliamente conocido como cultieoatima templado, sin embargo en los
ultimos afios con el mejoramiento genético que haade realizando paises como Estados
Unidos (estados de Alabama, Florida y Californixpsil y México quienes han estado sacando
variedades de bajo requerimiento de horas frica(880 y 250 a 600 horas) lo que ha permitido
a Guatemala contar con variedades como Diamantty (Bsand, Early Gold) y por supuesto
Salcaja (30).

3.1.2 Clasificacién taxondmica d@runus persica(L .) Batsch.

El melocotonero pertenece a la familia de las essiy dentro de ella al genéhaunus 'y
a la especi®runus persica (30). Tobar mencionado por Ruano (28) enuncia lsifatacion
botéanica siguiente:

Reino Plantae

Sub-reino Embryobionta
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Rosales

Familia Rosaceae

Genero Prunus

Especie Prunus persica (L .) Batsch



3.1.3 Descripcion botanica dePrunus persica(L .) Batsch.

Fideghelli y Gonzales citado por Ruano (28) dicaaRyunus persica (L) Batsch es un
arbol robusto de copa ovalada con una vida uthémica de 20 afos. Presenta una raiz
principal o pivotante las cuales tienen un tipiotoc anaranjado con lenticelas muy evidentes
gue estan muy ramificadas al igual que en la magore de las plantas arbdéreas estan muy
extendidas y poco profundas. La zona exploraddgsaaices ocupa una superficie mayor que la
zona de proyeccién de la copa del arbol.

Si se deja crecer la planta libremente adopta urte pgloboso y adquiere unas
dimensiones medias de 4 - 6 metros. Las ramaBrdeus persica (L. ) Batsch, segun las
dimensiones y la distribucion de las yemas desioclasifican en, ramas mixtas, chifonas, ramas
de mayo y chupones (28).

Las yemas pueden ser de madera o de flor, las q@snse distinguen sobre todo por su
forma conica y menores dimensiones (longitud: 3rBr6, didmetro 2-3.5 mm) estan formadas
por 8-10 perulas revestidas por una tomentosidadgblecina. Las yemas de flor son globosas,
de mayores dimensiones (longitud 5-7 mm, diamettb Bm) y estan formadas por 10-12
perulas mucho mas tomentosas que las anterioremnt@or lo general una sola flor y a veces
dos (28,33).

Las hojas son oblongas lanceoladas, con una lehgéneralmente de 140-180 mm y
una anchura de 40-50 mm el limbo es liso y a veoesilado a lo largo del nervio central, los
bordes son serrados, crenados o doblemente dentaldoolor de las hojas en otofios es un
indice para la distincion de las variedades dpaal carne amarilla de las de pulpa blanca las
hojas de las primeras se colorean de amarillo $otenanaranjado claro y las de las segundas de
amarillo claro (28,30).

El fruto es una drupa (pericarpio membranoso, napax pulposo y endocarpio lefioso)
de forma mas o menos globosa con un surco longalidien marcado y una cavidad alrededor
del pedunculo ( 28,30). El pericarpio puede seesgtite a la pulpa o facilmente separable. La
pulpa adherida puede ser de color amarillo (delrdim claro al anaranjado) o blanco el hueso
adherente a la pulpa o libre. Es frecuente el dagugmentacion roja en la pulpa que en algunos
casos puede cubrir casi completamente el coloomidof (28,30).

Las yemas de flor del melocotonero para poder cetapsu formacion y llegar a florecer
deben superar un reposo a temperaturas relatitarbajas. Esta exigencia fisiologica de las
yemas de flor se conoce con el nombre de “necessdad fri0” y se mide convencionalmente
por él nimero de horas por debajo de 7.2 gradasgcatios necesarias para superar el periodo

de reposo. La necesidad en frié varia entre limitey amplios segun los cultivares (de pocas



horas hasta mas de 1000). También las yemas dearteeen unas exigencias en frié pero ello

no constituye normalmente un problema agronémié@s®.

3.1.4 Composicion del fruto.

En los ultimos afios el consumidor ha puesto edpéati@rés en los alimentos que
protegen y conservan la salud. Hay preferencia lpsralimentos naturales y sanos poco
contaminados y de alto valor energético. Las frytdentro de ellas el melocotén es una opcion
gue se tienen para la alimentacién saludable @8gghelli citado por Ruano (28) indica el

siguiente contenido nutricional para el melocoton.

Cuadro 1 Contenido nutrionhal del melocotén

Contenido nutriciona| Contenido nutricional Mg.
Agua 83% | Vitamina C 5
Energia 49 Kcal.| Calcio 5
Proteina total 0.9g | Fosforo 16
Grasa total 0.5g | Hierro 0.1
Carbohidratos 11.8 g| Tiamina 0.02
Cenizas 0.5g | Riboflavina 0.04
Fraccion comestible 0.91% Niacin 0.99
Retinol equivalente 74 mg

3.1.5 Origen del melocoton en Guatemala

Guatemala llega el cultivo procedente de Espdf@vas del descubrimiento de América
y su conquista. En la época colonial, los religio$oeron quienes iniciaron el proceso de
introduccidon de especies vegetativas procedentdssgdafia. Dentro de las cuales se cree que
vinieron algunos tipos de durazno. Estos iniciarorproceso de adaptacion en la nueva region,
muchos murieron y otros que sobrevivieron fuer@ddgenes de los que aun se encuentran
diseminados en todo el altiplano guatemalteco y lgme conocemos como duraznos criollos
(28).

3.1.6 Cultivo del melocotén en Guatemala.

A. Area sembrada
En Guatemala el cultivo del melocot@runus persica (L .) Batsch es de gran
importancia, ya que entre los frutales deciduospaan segundo lugar después de la manzana
(31), en el pais hay actualmente 1,080 hectardtgatlas de melocoton en trece departamentos
del pais concentrdndose la mayor cantidad en e zfel altiplano central y occidental,



principalmente en el departamento de Quetzaltenango400 hectareas y Chimaltenango con
206, cuadro 2. El 85.42% del area total cultivadaesponde a plantaciones con la variedad
Salcaj, el resto esta formado por variedades don®Lyz, L-27, Diamante y otras. De las
400 hectareas sembradas en Quetzaltenango el 58&2%ima que es un area dispersa en todo
el departamento, funcionando como una fruticuliamaada de traspatio o considerada como de
seguridad alimentaria por lo que solo 170 hectaesdan registradas como plantaciones

compactas (28).

Cuadro 2 Distribucion ddlrea en hectareas sembradas de
melocntén Guatemala, hasta octubre de 2001

DEPARTAMENTO HECTAREAS
Quetzaltenango 400
Chimaltenenango 206
Jalapa 136
San Marcos 78
Sacatepéques 70
Quiché 50
Huehuetenango 43
Totonicapan 42
Guatemala 23
Solola 19
El progreso 8
Chiquimula 3
Jutiapa 2
TOTAL 1080

Fuent e: Profruta.

B. Crecimiento del cultivo.

El cultivo de melocoton en Guatemala ha crecido Hd@areas en los ultimos siete afos
de 420 a 836 hectareas de los afios 1994 a 200lcueero 3, aunque la tendencia de
crecimiento del cultivo es a la alza el porcentigecrecimiento es bajo, entre el 7 y 12%, lo cual
se debe entre otras causas a la falta de un pldesaerollo del cultivo con estrategias adecuadas
acordes a sus necesidades y a las del productte B$ que se puede mencionar el
financiamiento para el establecimiento y el mambéemto de las plantaciones. Ademas el
crecimiento del cultivo en los Ultimos tres aflosdede en parte a la siembra en nuevos
departamentos como el Progreso, Jutiapa y Guatedwlde las plantaciones se han establecido
a alturas inferiores a los 1800 msnm ya que seodesple variedades de bajo requerimiento de
fri6 como la Diamante (28).



Cuadro 3 Crecimiento del area cultivada de melocén en Guatemala en
hectareael afio 1994 al 2001.

Afio | Area establecida en ha. Areatotalen ha.  @iecito (%)
1994 44 433 10.16
1995 49 482 10.16
1996 43 525 8.19
1997 52 577 9.01
1998 54 631 8.56
1999 51 682 7.48
2000 65 747 8.70
2001 102 849 12.01

El cuadro no incluye las 230 hectadisgersas. Fuente Profruta
C. Produccion.

Actualmente se estima que existe una producciodGds8 toneladas métricas (TM)
producto de 512 hectareas en edad productiva rgndimiento promedio nacional de 9 TM por
hectarea (13, 29), sin embargo esta producci@atisface la creciente demanda de la poblacion
y de la industria tanto en el ambito nacional cddemtroamericano. De acuerdo con nuestro
historial de comercializacion desde hace mas de dfmadas hemos venido exportando
melocotones hacia Centroamérica y surtiendo el adermacional, no obstante cada dia los
mercados se vuelven mas exigentes en la calidadrdelucto lo que hace pensar a los
productores y profesionales en revisar las técrdeasultivo asi como ampliar la temporada de
produccion, actualmente el 95% de la producciotoseentra en los meses de julio a septiembre
(30).

D. Perspectivas de desarrollo.

El melocoton es una fruta que puede estar destipadh el consumo en fresco o para la
industria dependiendo de su destino los frutosadedistintas variedades presentan diferentes
caracteristicas (30, 28). Los melocotones tamb@n muy demandados por la industria en
grandes cantidades, para la produccion de néctamesgntrados y deshidratados (30).

Los atributos del producto que lo hacen aceptabhleelemercado obedecen a frutas
atractivas para el consumo en fresco, las cualeseoen de 50 a 80 calorias por fruta mas
vitaminas A 'y C (12). En general el melocoton ea fiata que externamente varia del color de
amarillo al rojo (50 a 80%), de pulpa amarilla. sabor debe ser dulce por lo que el contenido
de solidos solubles debe comprender entre 11 aabtibg brix, debe ser consistente que lo haga
resistente al transporte y de aroma agradable3qR8En Guatemala se comercializan cinco
variedades, que han presentado las caracteristimagionadas anteriormente siendo las

siguientes: Salcaja, Diamante, Early Grand, Sp@olyl, Indian Blood (28).



E. Competencia.

Actualmente a Guatemala llega fruta procedentestides Unidos y Chile, y en menor
escala u ocasionalmente de México y Francia. Enilkimos 7 afos la importacién ha ido en
aumento, lo que indica que hay mayor consumo feitia. El total de melocoton que ingreso al
pais en el afio 2000 fue de 963,479 kilogramos.rédyzto llega a Guatemala a un precio de
USA $ 16.50 la caja de melocotones de 11.3 kilogsa (28).

F. Situacion de la demanda y la oferta nacional.

Guatemala es el unico pais de Centro América yaeb€ que produce melocoton en el
ambito comercial debido principalmente a las cdondies climaticas, en especial por las
diferentes altitudes que tiene el pais. Esta vemtajural que dispone Guatemala hace que toda
esta region se convierta en el potencial mercada lpa productores de melocoton del pais.
Segun fuente de la FAO, los paises de Centro Amémportan 826 toneladas métricas de
melocoton por un valor de USA $ 811,000.00 (nouittd Guatemala) de Estados Unidos y
Chile principalmente. Guatemala participa con utb4ié estas importaciones representadas por
390 T™M (28).

El consumo per capita de melocotones en el amlgitGaatemala se ve incrementado
afo con afo, asi para 1994 la produccion naciarelde 2390 TM y las importaciones de 331
TM para 1997 la produccion nacional fue de 2958 y'Ms importaciones subieron a 1008 TM
también las exportaciones han ido en aumento,3hd8 exportaron 158 TM y en 1997 460 TM,
cuadro 4 lo que indica que este tipo de fruta tidemandada a nivel nacional y de Centro
América (31).

Cuadro 4 Produccion per cdp de melocoton para el afio 1997. (8)
Produccion nacional 2958 T™M
Exportaciones 460 T™
Importaciones 1008 TM
Consumo nacional 3506 T™M
Consumo per capita 0.32 Kg

Fuente: Banguat

La produccion nacional se estima en 4608 TM lo rigpeesenta un incremento de 1,655
TM en los dltimos cinco afios. Del total de la prodddn Gnicamente el 8.46% de la produccién
se destina a la exportacion y el 91.54% para eswoo interno. Asi el volumen de oferta de
Guatemala y la produccion han ido en aumento enilld®os cinco afos, de 1996 al 2001,

tiempo durante el cual hubo un aumento de 1872 GaAdm 5 (31,28).



Cuadro 5 Oferta de melocotén en fresco en tonelagdanétricas de 1996 a 2001

Afio | Produccion nacionaExportaciones Importaciones Oferta 1/
1996 2736 276 396396 2856
1997 2953 461 1008 3500
1998 3460 102 741 4099
1999 3570 289 1245 4526
2000 3986 390 963 4559

Fuente: Banguat, Profruta
1/ oferta igual produccion na@bmenos exportaciones mas importaciones

G. Precios.
Los precios han sido regulados por los intermeakamero Gltimamente a través de las

organizaciones de productores y las negociacionascomercializadoras se ha tratando de
disminuir la intermediacién (31). Los precios defiata dependen de la categoria a la que
pertenece y estos alcanzan desde los Q 4400.09 Qak8200.00 la TM, la norma establecida
clasifica la fruta en extra, grande, primera, selgiitercera, y pepita, ver cuadro 6 (28).

Cuadro 6 Precio de la tonelada métrica de matoton en quetzales puesto
en cenftile acopio para el aifio 2001.

CATEGORIA PRECIO/TM
Extra Q 13,200.00
Grande Q 9900.00
Primera Q 7700.00
Segunda Q 5500.00
Tercera Q 3300.00
Pepita Q 2200.00

Fuente: ANAPDE .

En Guatemala los precios que alcanza el melocaéimmal oscilan entre los Q 13.20 a
Q 24.20 el kilogramo, mientras que el melocotondrtgdo maneja precios entre Q 12.10 a Q
26.40 el kilogramo dependiendo de la calidad dedpcto. Ademas los precios bajos del
melocoton importado se presentan en los mesessaett del melocotdn nacional con fines de
competencia. En Centro América los precios a rmieebupermercado de un melocotén grande
esta a Q 25.19 el kilogramo en Honduras, Q 19.0Xpagramo en Costa Ricay Q 22.88 el
kilogramo en el Salvador .

Los precios se consideran atractivos para el ptoduo que ha hecho que se
incrementen las areas del cultivo, pero para mart o mejorarlos ahora que las
producciones se estan incrementando por la enradsecha de nuevas plantaciones se deben
establecer nuevas estrategias como mejorar loslesartle comercializacion, cambiar la
presentacion del producto, incrementar los renditogea través del uso de mayor tecnologia,
reduccion de los costos de produccion y comeraiaifim, asi como de la ampliacion de

mercados a través de implementacion de estratégiasercado (28).



3.1.7 Cultivo de tejidos.

El cultivo de tejidos, como técnica consiste esdn@nte en aislar una porcion de la
planta (explante) y proporcionarle artificialmetds condiciones fisicas y quimicas apropiadas
para que las células expresen su potencial intdneeinducido. Es necesario ademéas adoptar
procedimientos de asepsia para mantener los csillies de contaminacién microbiana (24),

la parte de la planta de la cual son obtenidosxptantes va a depender de:

- El tipo de cultivo que se va a iniciar
- El proposito del cultivo y

- La especie vegetal que se utilice (12).

Por otra parte la investigacion en cultivo de tgigpuede cubrir un rango amplio de
actividades, por ejemplo desde la investigaciénichasobre los procesos bioquimicos y
morfologicos de la diferenciacion celular hastagle realizan aquellos laboratorios que se
dedican a la investigacion aplicada y al desarmddecnologias para utilizar esta investigacion
en la propagacion clonal o en el mejoramiento geméle las plantas (15). En cultivo de tejidos
es posible distinguir los siguientes tipos de ealiséptico de origen vegetal.

- Cultivo de plantulas obtenidas a partir de semilla

- Cultivo de embriones a partir de embriones maderosnaduros.

- Cultivo de 6rganos a partir de 6rganos aisladaguye cultivos derivados de apices de raiz,
apices de tallo, primordios foliares o partes inarad de la flor).

- Cultivo de tejidos en epidermis y cambium.

- Cultivo de protoplasmas a partir de células searde su pared (12).

3.1.8 Métodos de micropropagacion.

Una de las aplicaciones mayores del cultiveitro es la micropropagacion en grandes
escalas de las plantas especialmente de uso agrimldescriben a continuacion algunos
métodos (12).

- Por multiplicacién de tallos a partir de yemas fieates y axilares; permite en general
obtener plantas genéticamente idénticas, paraeisten los siguientes procedimientos.

- Cultivo de meristemos o de apices del tallo

- Cultivo de nudos con una yema axilar.

- Por organogenesis directa; tallos y raices somergdas directamente del tejido en cultivo

sin pasar por la formacién de callo.



- iniciacion directa de tallos
- embriogenesis somética directa
- Por la formacion de 6rganos de almacenamiento.

- Por microinjerto (12).

A. Micropropagacion por brotes axilares.

Morel (1964) mencionado por Orozco (20) dice cueroduccion de plantas por brotes
axilares es uno de los métodos mas utilizados pmol@agacionn vitro, el cual se popularizo a
raiz del descubrimiento de la formacion de protows a partir de apices en orquideas. Lo que
sugiri6 que el cultivo de estos apices podria asado para un eficiente y rapido método de
propagacion clonal en orquideas (20).

La micropropagacion por brotes axilares puede kacetilizando apices del tallo o nudos
con una o varias yemas axilares. Los apices quesae son de dos centimetros de largo y los
nudos pueden ser de 4pices terminales o laterateparte del tallo incorporado. El uso de
explantes mas grandes es deseable ya que son ailés f#e disectar y tienen una mayor
posibilidad de sobrevivir y crecer que explantegueéos. Pero, por otro lado a mayor largo del
explante es mas dificil la descontaminacién enraguespecies de plantas. La ventaja de este
método de propagacion es la estabilidad genétieanmestran los individuos ya que las plantas

regeneradas provienen de una multiplicacion cldga).

3.1.9 Medio de cultivo.

Para que se pueda dar un cultivovitro, las células alli establecidas para crecer
requieren una variedad de nutrimentos organicomaganicos estos requerimientos se
demuestran facilmente en drganos y tejidos extopan plantas superiores e inferiores. Los
nutrimentos organicos al igual que los inorganisestequieren en dos niveles: uno macro y uno
micro (10).

Existe ademas una cantidad de sustancias orgaadiemnales que se requieren en
cantidades minimas y que son muy activas en einti@o a menudo la necesidad de los
factores organicos de crecimiento se hace evidsoite cuando se considera un crecimiento
largo y continuado o potencialmente indefinido )(n un estudio de cultivo de tejidos los
Zimmerman informaron que la mayoria de los investiges que trabajan con especies
cultivadas usan una modificacion del medio Mumgest8koog con un medio de sales minerales
alto o bajo en alguna fase del cultivo (9).

Un namero grande de sistemas utilizan el medioaBhige Skoog y es particularmente
notable desde que el medio se publico en 196ZoBgenido generalmente que el desarrollo del



medio Murashige Skoog constituyo uno de los destugmtos mas importantes en el cultivo de
tejidos (9).
Los medios de cultivo estan normalmente constituptr los siguientes componentes.

- Macronutrientes (siempre agregados)

- Micronutrientes (siempre agregados)

- Vitaminas (generalmente incorporados aunque Su rvagia)

- Aminoacidos y otra fuente de nitrdgeno

- Azucares (fuente de carbohidratos)

- Fuentes de hierro

- Compuestos de origen indefinido (agua de coco sjagofrutas) (12).

3.1.10 Macronutrientes.

Los medios actuales en relacion con los primeropy®stos aportan varias mejoras,
como lo es el aumento de las concentraciones deskdwCel medio, introduccion de N en la
forma NH (amonio). Estas mejoras permiten un mejecimiento de callos pero también la
formacion de 6rganos (12). Los componentes indcgarson importantes para el crecimiento
de las plantas. Si escasean estos elementos apafese sintomas caracteristicos
correspondientes a la deficiencia de cada elemgith

A. Nitrégeno.

A la vez que es el componente mas importante parardanogenesis (12) es el
componente de aminoacidos (proteinas), vitamiresdos nucleicos, mientras la planta esta en
crecimiento activo, necesita gran cantidad de géind, este se encuentra en forma de NHANO
y KNO3 (15).

Sin embargo la adicion en los medios se hace remafde nitrato de amonio (NNO3)

y esto debido a efectos practicos de control delEptisten varias influencias del nitrégeno, en
concentraciones altas promueve el enraizamiengntrais que en bajas promueve el desarrollo
de callo (17).

B. Fosforo.
El fésforo es uno de los elementos necesarios phmmetabolismo de las plantas,
principalmente es utilizado para sintetizar ATP odorente de energia, dentro de los medios de
cultivo las plantas lo absorben en forma de RLY).



C. Potasio.
Existe relacidn entre el potasio i6nico y la diferi@cion de 6rganos (17).

D. Calcio.
El calcio es componente de la pared celular (17).

3.1.11 Micronutrientes.

A. Hierro.
Para los vegetales, el hierro es importantequaatimente ya que es un componente de
la clorofila. Normalmente se da en forma de qusléke-EDTA) en los medios de cultivo, en
otra forma se precipitaria (17). Inicialmente fueninistrado bajo la forma de sulfato férrico o

de nitrato férrico, pero existia el problema decjpigacion a pH acidos (12).

B. Magnesio.
El magnesio es un componente importante de la auleléde clorofila los otros
microelementos son el Zn, B, Cu, Mo, y el Mn, sodispensables en el desarrollo de las
plantas en micropropagacion (12).

3.1.12 Vitaminas.
De todas las empleadas soélo las vitaminas del e (tiamina, acido nicotinico,
piridoxina (HCI) ) son necesarias y de estas solamina es indispensable en el medio (12).

3.1.13 Fuentes de carbono.

Muy pocos cultivosn vitro son autétrofos y por lo tanto es necesario agraigaedio
una fuente de carbono. La sacarosa (2% a 5%) feehée de carbono que mas se utiliza y se
puede reemplazar por glucosa y en menor medidarpotosa, en general la maltosa y la
galactosa son menos efectivas. Asi también la rocacion del mioinositol al medio (100 mg/l)
generalmente da como resultado un mejor crecimidatéos callos y suspensiones celulares
(24).

3.1.14 pH del medio.
Cuando se prepara un medio de cultivo después adiraiddos sus componentes se

procede a ajustar el pH final al valor deseado iafidd OHNa 0.1 N 6 HCI 0.1 N al medio. Una



vez ajustado el pH se procede a esterilizar el mmé&dipH final del medio de cultivo es un factor
importante por diversas razones.
a. Valores bajos inferiores a 3.5 impiden la solidifidn de los agentes gelificantes
anadidos a los medios solidos.
b. Si la evolucion del pH de medio lo hace bajar plvajo de 3.5 se puede producir su
licuacion.
c. El valor del pH puede afectar a la solubilidad gi@os componentes del medio de
cultivo.
d. El valor del pH puede afectar a la absorcion derdghados nutrientes por parte del
explante (por ejemplo la absorcién de ionessld@menta con la acidez del medio).
e. El valor del pH del medio puede afectar al pH digptasma y como consecuencia a
la actividad de muchas enzimas.
Por todas estas razones conviene optimizar el pHnddio para cada caso en concreto. En

general no obstante en la mayoria de situaciemémbaja a pH entre 5.2 y 5.8 (8).

3.1.15 Factores que afectan a la técnica de c¢wutt de tejidos.

A. La oxidacion en el cultivo de tejidos.

Vuylsteke, mencionado por Villancinda (32) indiazecel ennegrecimiento del explante
es causado por la oxidacion de compuestos fendlemosa herida del tejido. Estos compuestos
son exudados dentro del medio que son atrapados pgar y acumulados, formando una area
negra alrededor del explante. Esta puede intederirla absorcion de nutrientes resultando una
inhibicion del crecimiento.

Bidwell citado por Villancinda (32) menciona qwedompresion o tension parecen tener poco
efecto, doblar la hoja tiene mas y €l cortarla actiirarla parece estimular al maximo la
respiracion.

El herir o romper los tejidos estimula mucho lgnexion por tres razones. La primera
es la rapida oxidacion de los compuestos fenoligastiene lugar cuando la organizacion que
mantiene a estos substratos separados de susaxssompe. La segunda, son los procesos
normales de glicolisis y catabolismo oxidativo quenentan conforme la disrupcion de la célula
o células que causa una mucha mayor accesibilidddsdsubstratos a la maquinaria enzimatica
de la respiracion. Tercera, la consecuencia gedertd herida es la reversion de ciertas células
al estado meristematico seguido por la formaciércallo y la “curacion” o reparacion de la
herida. Tales células y tejidos en activo crecintidienen tasas respiratorias muy superiores a

los tejidos maduros o en descanso. La tasa deaegmwi por célula o por unidad de proteina de



algunos componentes de tejidos, como tallos (es, das células de compafiia del floema, del
cambium o del parénquima) puede ser muy alta.

Se reconocen varias enzimas que oxida a los fewlaledo quinonas, dos de las mas
importantes son la monofenol oxidasa (tirosinasia) golifenol oxidasa (catecol oxidasa). Estas
enzimas participan en la caracteristica "reacai@nniatica’ de las plantas y contribuyen a la
respiracion traumatica convirtiendo los fenolesi@aos en la herida a quinona. El color café en
la herida (por ejemplo cuando a un tubérculo gmpauna manzana se le hace un corte o se
golpea) es un resultado de dicha reaccion. Es mé@dmor la rapida reaccion que ocurre al herir,
gue tanto la enzima como su substrato, los cuaescen ser solubles deben haber estado
apartados uno del otro en la célula normal, apr&ios en diferentes compartimentos celulares.
Las labores siguientes son necesarias para mawnieoes material en el cultivo.

a. Pretratamiento de los explantes con un antioxidaotenmersion en una solucion
estéril de cisterna, acido ascoérbico o acido cit(gmlos o en combinacién) antes
de la inoculacion en el medio.

b. Incluir antioxidantes en el medio de cultivo. Ldaca@h de carbon activado tiene
también el propdsito de prevenir el ennegrecimiento

C. Transferir frecuentemente los cultivos a un medi@sdo. Cuando el
ennegrecimiento es severo, el cultivo podria sersfierido semanalmente, si este
viene en menor grado la transferencia puede sea 8ad 4 semanas. Se ha
observado ocasionalmente que el ennegrecimientoceementa cuando niveles

de citosina son aumentados para estimular la pratifon del brote (32).

B. Establecimiento del cultivo.

Roca mencionado por Calderon (6 ) dice quelexsi®n del explante esta definida por
el objeto perseguido si el objetivo final es laenlmion de callo pueden utilizarse una amplia
gama de explanes, siempre y cuando pueda indumirdes mismos la desdiferenciacion del
tejido, sin embargo para técnicas de producciérordg@nos directamente se sugiere utilizar
partes que permanecen en crecimiento activo o astaite diferenciacion como las puntas

meristematicas y las yemas axilares de los tallos.

C. Estabilidad genética del material vegetal.
La propagacion con altas concentraciones hormoipalede causar variacion también
influye en este el tipo de explante que se utiljizal tipo de desarrollo del mismo. Se ha

demostrado que la propagacion por medio de punggistematicas y yemas axilares provocan



un minimo de variabilidad mientras que por otroolda formacion y regeneracion de callo es

desventajosas para la formacion de clones fielegal(14 ).

D. Vitrificacion de los explantes.

La vitrificacion de los explantes es un problemanén en la micropropagacion de
plantas con crecimiento secundario que se caraatpar la acumulacién de agua y la apariencia
traslucida de las hojas. Las hojas vitrificadasdreapariencia de un parénquima de empalizada
apropiado pero poseen grandes espacios interadularcuticula cerosa es muy delgada y con
pocos estomas de los cuales la mayoria no sonchusles. Bajos niveles de etileno y de vapor
de agua en la atmosfera del medio de cultivo reddaevitrificacion, también puede ser
minimizada por la reduccién de amonio y de los levale brotes producidos. También puede
ser reducida limitando la absorcion de agua delaex@ aumentando la concentracion de agar o

usando otro tipo de sostén como el gelrite (27).

E. Contaminacion de los cultivos.

Un continuo problema en las plantas con crecimitgitosos es la contaminacion durante
las fases del cultivo. En las plantas que tienelosidad o pubescencia en las puntas
meristematicas y hojas que es muy comun, contilwmae un verdadero problema. Dado que la
desinfeccion o esterilizacion del tejido influye sio en la contaminacion o no del mismo sino
en su capacidad de regenerase en el medio deocldtiécnica de desinfeccion utilizada debe
estar orientada a lograr un minimo de contaminagi@xidacion prematura del explante por

efectos de plasmolisis (27).

a. Contaminacion por bacterias.

La poblacion de bacterias del suelo sobrepasa @stdds demas grupos de
microorganismos, tanto en numero como en variedadlste gran variedad nutricional y
fisiol6gica de los tipos de bacterias que se halael suelo y que ninguna situacion de cultivo,
por si sola, puede proporcionar un medio y alimemidecuados para soportar el desarrollo de
todas las distintas células viables de una mudsiral suelo se encuentran bacterias autétrofas,
heterétrofas, mesdbfilas, termofilas y psicofilaaxadbias y anaerobias, degradadoras de celulosa y
oxidantes del azufre, fijadoras de nitrdgeno y dégdoras de proteina, y otros tipos (22).

b. Tipos de bacterias.



Las bacterias sometidas al método de Gram pertenacdos grupos, las bacterias
grampositivas que retienen el cristal violeta yrapen de color violeta profundo, las bacterias
gramnegativas que pierden el cristal violeta ygdaontraste de la safranina aparecen rojas. Las
gramnegativas contienen un porcentaje mas alt@gpa$ que las bacterias grampositivas. Las
grampositivas son, por lo general, mas susceptiblespenicilina y menos a la desintegracion
por métodos mecanicos a algunas enzimas que lasggativas (22).

c. Bacterias patogenas de las plantas.

Pseudomonas, producen manchas en las hojas, marchitamientogyraptlades similares,
tizones, agallas, cancros y quemaduras de las yemas

Xhantomonas sp. son generalmente patdogenas para las plantas yqgamodecrosis. La
mayoria produce colonias amarillas, unas pocasupssd colonia desde blanquecinas a color
crema. Producen manchas foliares, pudriciones sipliege, ennegrecimiento de nervaduras,
pudriciones del bulbo, cancros y tizones.

Agrobacterium sp. viven en el suelo, las raices o tallos de lastptaen las que producen
agallas, y raiz pilosa.

Corybnebacterium, es un género que incluye parasitos y microorgargspatogenos de
las plantas y animales. Los microorganismos patimjele los vegetales se encuentran en el
suelo y en plantas enfermas, produce pudriciomesros, marchitamientos, manchas de frutos y
fasciacion.

Erwinia sp. invade los tejidos de las plantas vivas produlbemecrosis seca, agallas,
marchitamiento y reblandecimiento de las raices.

Sreptomyces sp. son responsables de la rofia de las patatas & elfdrmedades de las
raices y raicillas de las patatas dulces (camatetd) (22).

Clavibacter, (Corynebacterium) bastones rectos o ligeramente curvos y con diimees
de 0.5a 0.9 x 1.5 a4 um. En ocasiones pressetnentos irregularmente tefiidos o granulos
e hinchamientos en forma de maza. Varias espeei€srgnebacterium producen enfermedades
en el hombre y los animales (1).

Xylilla, bastones rectos principalmente aislados, con diimees de 0.3 x 1 a4 umy
gue bajo ciertas condiciones de cultivo formdanfentos largos. Forman colonias pequefas
que tienen bordes lisos o finamente ondulados, gnagativos no moviles sin flagelos
estrictamente aerobios y no pigmentados. Con c&spesu nutricion se consideran fastidiosas

pues requieren medios nutritivos especiales, vareal xilema de las plantas (1).



F. Algunos antibiéticos y fungicidas usados en el ctol de la contaminacion .

Los antibiéticos son una clase especial de agentémioterapeuticos obtenidos
generalmente de organismos vivos. La palabra atitibise refiere a un producto metabdlico de
un organismo que es perjudicial o inhibitorio en ympequefia cantidades para otros
microorganismos (22).

Son sustancias que producen los actinomicetos yna$g otros hongos, como el
Penicilliumy son bastantes toxicos a las bacterias (incldas bacterias fastidiosas vasculares),
micoplasmas, e incluso a algunos hongos.

Los antibioticos que se utilizan para el controllae enfermedades de las plantas son
absorbidos y translocados sistematicamente pomplastas. Estas sustancias controlan las
enfermedades de las plantas al actuar sobre ejgraico directamente sobre el hospedante o
bien después de haber pasado una transformaci@o deneste ultimo.

Entre los antibidticos mas importantes que sezatilien el control de enfermedades de las
plantas se encuentran la estreptomicina, las telirees y las cicloheximida (1).

a. Antibioticos.
1. Las penicilinas.
El primero de los antibidticos modernos y aun ek mél la penicilina, la producen
Penicillium notatum, P. Crisogenum y otras especies de mohos. La penicilina es sedepara

bacterias grampositivas, algunas espiroquetaslgatdipos gramnegativadleisseria) (22).

2. Estreptomicina.

La estreptomicina es producida p8ireptomyces griseus, un organismos del suelo
aislado por Schatz, Bugie y Waksman, quienes caratomn su actividad antibiotica en 1944.
Este descubrimiento fue muy importante porque kepomicina se une a los ribosomas
bacterianos a inhibe la sintesis de proteinagoekpos de iniciacion de las cadenas peptidicas y
el reconocimiento de los tripletes normales, inhibeuchos organismos resistentes a las
sulfonamidas y a la penicilina. Tiene un espectribacteriano amplio que abarca bacterias
gramnegativas combrancisella tularensis y algunos organismos del grupo de las salmoneras.
Tiene también un efecto inhibitorio sobre variapeeges deMycobacterium entre estau.
tuberculosis, asi también en el control de algunas especie&atbomonas, y varios oomicetos
especialmente sobRseudoperonospora humuli causante del mildiu de los lapulos (22, 1).

3. Eritromicina.

La eritromicina es activa contra bacterias granip@s, algunas gramnegativas y

espiroquetas patdgenas. En cuanto a su espedtracetiano y su utilidad clinica es semejante



a la penicilina. También es activa contra organsoue se han hecho resistentes a la penicilina

y a la estreptomicina.

4. Cloranfenicol (Cloromicetina).
El cloranfenicol es un antibiético de amplio espgctontra muchas bacterias

grampositivas y gramnegativas.

5. Tetraciclinas.

Clortetraciclina, oxitetraciclina y tetraciclina redos nombres genéricos para tres
antibiéticos que tienen propiedades biolégicasiynigas similares estas se unen a los ribosomas
bacterianos y bloquean la union de los aminoadlAR a los aminoacidos, lo cual da como
resultado la inhibicion de la sintesis de proteif@emo grupo se les llama comunmente
tetraciclinas.Streptomyces aureofaciens produce la oxitetraciclina y se les considera @om
antibioticos de amplio espectro (22). Actian sohtehas bacterias, todos los micoplasmas y
algunas bacterias fastidiosas vasculares, y cawdreia la oxitetraciclina se utiliza con la

estreptomicina para controlar el tizon de fuegpelales y manzanos (1 ).

b. Fungicidas.

1. Benomyl.

Fungicida efectivo en el control de una gran vaiede pustulas y manchas foliares
ocasionadas pdCercospora, tizones, pudricién café de frutos de hueso y ipimires de frutos
en general, roflas de manzanas, duraznos y pecardsrmedades de semillas y otras que
causan enfermedades del suelo, también controleasvanfermedades ocasionadas por
Sclerotinia y Botrytis.

El benomyl presenta un gran efecto inhibidor de ild#ecciones ocasionadas por
Rhizoctonia, Thielaviopsis, Ceratocystis, Fusarium y Verticillium, sin embargo no tiene ningun
efecto sobre los @nycetes, algunos hongos imperfectos que producen bactesi@sras, como

Helminthosporiumy Alternaria, algunos basidiomicetes e incluso bacterias (1).

2. Sulfato de cobre pentahidratado.

Controla a la mayoria de las manchas foliares bantes y fungosas, alternariosis,
tizones, antracnosis, moniliosis, oomicosis, veosis, micosferellosis, plamoparosis, mildius y
cancros, pero ocasiona la quemadura de las hga®scurecimiento de frutos, tales como las
manzanas, cuando se aplica en climas humedossy(frip



3.1.16 Reguladores del crecimiento.

Son compuestos organicos diferentes de los nwggeqtie en pequefias cantidades y por
la naturaleza o el arreglo de su molécula fomentdanben o modifican el desarrollo de las
plantas (12). Adicionalmente a los nutrientes esemario agregar una 0 mas sustancias
reguladoras frecuentemente auxinas y/o citoquingee a veces también giberelinas o acido
abscisico para asi mejorar el desarrollo del auitiwitro de tejidos (14). En micropropagacion

principalmente se utilizan citoquininas y auxineamo reguladores de crecimiento (24).

A. Funciones.

e Paraformacién de yemas adventicias

Promocion: Auxina < Citocinina

Inhibicion:  Auxina > Citocinina
« Para formacion de raices adventicias

Promocion: Auxina >Citocinina

Inhibicidén: Auxina < Citocinina
+ Para diferenciacion de callo

Promocioén: Auxina > Citocinina

Inhibicion: Auxina < Citocinina (20)

3.1.17 Auxinas.

El nombre auxina significa en griego "crecer")({t£&s €l término genérico que se aplica
al grupo de compuestos caracterizados por su cuhpara inducir la extension de las células
(12). El &cido indolacetico (AlA) es la mas predoarite sin embargo evidencias recientes
sugieren que existen otras auxinas indolicas Hatien las plantas (4). Aunque la auxina se
encuentra en toda la planta las més altas concéntes se localizan en las regiones
meristematicas en crecimiento activo y se le ertcaganto como molécula libre o en formas
conjugadas inactivas (4 ). La auxina ha sido io@gla en la regulacion de un namero de

procesos fisioldgicos. (4, 18).

* Invitro se utilizan para promover la division celular yiterenciacion de raices.



» Estimula el crecimiento y maduracion de frutos.

e Floracion.

* Senectud.

» Geotropismo. La auxina se dirige a la zona oscera glanta produciendo células que se
encuentran en la zona clara de la planta. Estaupeodna curvatura de la planta hacia la
luz movimiento que se conoce como fototropismo.

» La caida de hojas, flores y frutos jévenes.

» Dominancia apical. El efecto inicial preciso denht@amona que subsecuentemente regula
este arreglo diverso de eventos fisiolégicos naules conocido. Durante la elongacion
celular inducida por la auxina se piensa que gotiianedio de un efecto rapido sobre el
mecanismo de la bomba de protones AT en la membptasamatica y un efecto
secundario mediado por la sintesis de enzimas.

Normalmente se usan los componentes siguientas fieente de auxina (24).

De origen natural:
« Acido indolacetico (AIA)

« Acido fenilacetico

De origen sintético:

« Acido naftalenacético (ANA)
« Acido indol 3-butirico (IBA)
* Naftalenacético (2,4 D) (14,24).

A. Ruta de biosintesis.

El precursor primario en la planta es el triptofgna biosintesis se realiza en apices en
crecimiento hojas en desarrollo (hojas pequefiasr&simiento), semillas, frutos. Y donde se
sintetiza existe mas cantidad (8), para ello eriStrutas de sintesis.

a. Viadel acido indol-piravico, es la via primaade la sintesis

b. Via del triptomina

a. Viadel indol-acetaldoxina, presente sobre todélgenerdBrassica (repollo coles)

(4).

B. Modo de accién.



A nivel celular la estimulacion del crecimiento gxinecesariamente en las células
vegetales un aumento de la plasticidad de la paglediar, la cual es consecuencia de la ruptura
de enlaces de las moléculas que configuran estd.pha auxina induce el aumento de la
plasticidad parietal, y la extension de los prosoHedel citoplasma hacia el espacio parietal. El
aumento de acidez provoca la distension de lagleang la activacion de ciertas enzimas. Esta
accion conlleva dos fases, una accion rapida yaoo@n lenta (4).

e Activa la bomba de protones
» Coenzima (H-receptor): Activa una serie de enziatamirse al receptor.
* Aumenta la sintesis de RNA

» Sintesis de nuevo de mRNA (4).

3.1.18 Citoquininas.

Las citoquininas son hormonas vegetales naturalesegtimulan la divisién celular en
tejidos no meristematicos. Inicialmente fueron Ba&s quininas, sin embargo debido al uso
anterior del hombre para un grupo de compuestda fisiologia animal, se adopta él termino
citoquinina (citocinesis o division celular). Sammg@ucidas en las zonas de crecimiento como los
meristemos en la punta de las raices. Las mayoregotraciones de citoquininas se encuentran
en embriones y frutas jovenes en desarrollo ambigesdo una rapida division celular. Las
citoquininas también se forman en las raices ytrsmslocadas a través del xilema hasta el brote.
Sin embargo, cuando los compuestos se encuentréas drojas son relativamente inmoviles.
Entre los efectos generales de las citoquiniasosnpltocesos fisioldgicos de las plantas se
encuentran (4).

» Estimulacion de la germinacién de las semillas.

» Estimulacion de la formacion de frutas sin semillas

* Ruptura de letargo de la semilla.

* Induccion de la formacién de brotes.

* Mejora lafloracion.

» Alteracion en el crecimiento de frutos.

* Ruptura de la dominancia apical.

* Mantiene la sintesis de proteinas.

» Accion de la organogénesis (8).

- Suprime el efecto inhibitorio de la auxina sobie yamas especificas para el

desencadenamiento de la mitosis

- Retarda la senescencia de los tejidos (8).



* Aumenta la division y diferenciacion celular. Seiao ocurre en dos estapas.
- Durante la mitosis aumenta la cantidad de ADN
- En la citocinesis estimulan la sintesis de pnai® especificas de la

division celular (8 ).

Se adicionan al medio de cultivo para promovernvaidn celular y la diferenciacion de
yemas Yy brotes adventicios de callos y 6rganosisdr los compuestos siguientes como fuente

de citoquinina (24).

Cinética.

BA (6-Benciladenina).
BAP (6-Bencilaminopurina) estimula la proliferacide yemas axilares
2ip (N-Isopentanilaminopurina).

Zeatina, promueve el crecimiento del tallo priatig$24).

A. Ruta de biosintesis.
Las citoquininas estan presentes en todos losogejdsu metabolismo es complicado,
estas sustancias estan presentes en el tejidvdrégs formas.
a. Bases libres
b. Ribonucleosis
c. Ribonucleotidos

como constituyente de ciertos (ARNT) existen dosansmos de biosintesis.

a. Isopentenilacion de la adenina monofosfato (AMP)

AMP + Ip — PPi 2iP y zeatina
Las tres primeras formas se p&agipor esta via.

b. Por degradacion de moléculas de ARN, por estaevgaiuce muy poca citoquinina
(12).

B. Modo de accion.
Se considera que actian a través del control siatiasis de proteinas especificas para el

desencadenamiento de la mitosis (8).



3.1.19 Giberelinas.

Es la hormona del crecimiento son diterpenoidiadielicos acidos derivados del ent —

kaureno (14). Todas tienen la misma estructuranigai el ent-giberelano y las diferentes

giberelinas difieren por las caracteristicas deglagos laterales (-CH -CHOH, CHO, etc.)

(12), existen dos tipos.

¢ de 20 carbonos

» de 19 carbonos (+ activos) (8)

entre los efectos fisioldgicos en las plantas se@mntran los siguientes:

Producen el alargamiento de entrenudos en plamtasas. (su déficit produce
plantas enanas).

Estimulan la floracion sobre todo en plantas deteoal favorecer la elongacion
de los entrenudos.

Estimulan el crecimiento de hojas y de frutos @rastarpia).

Estimulan la germinacion y la brotacion de yemasswgbrimir la inhibicion
causada por procesos de dormancia (12).

Revierte la planta adulta en juvenil (8).

Baja desarrollo de fruto y la maduracion (8).

Vernalizacion (8).

A. Ruta de biosintesis.

- Precursor primario. El acido mevalonico (MVA) a tpade él se generan una serie de

compuestos intermediarios hasta llegar al Kaurehmgo al aldehido del AG. De este se

derivan las multiples giberelinas que se conocero Bntes de llegar al Kaureno existe un

paso intermedio que forma el Farnesil — Pirofost&®P). Es un paso clave ya que a partir

de el podemos orientar la sintesis hacia el adiokergjico o desviarla hacia el acido abcisico

(ABA). Esto dependera de la situacion fisiologieda planta (12).

- Sitios de sintesis. Las sintesis ocurren en aguedigiones que presentan division celular

activa apices de tallo y raices, en las hojasgleembrion (12). También se presenta en

organos productores (flores, semillas inmaduragriemes germinados) (8).

B. Mecanismos de accion.

- Estimula la sintesis de la —amilasa, enzima eadargle hidrolizar el almidén para formar

compuestos energéticos necesarios al crecimiehtnd®ion.



- Efecto sobre la organizacion de la membrana, giaati en la sintesis activa de enzimas
implicadas en la formacion de los lipidos que confm la membrana celular (12).

3.1.20 Aplicacion de los reguladores del creciemto al cultivo in vitro.

Adicionalmente a los nutrientes generalmente essam agregar una 0 mas sustancias
reguladoras frecuentemente auxinas y/o citoquinipaso a veces también giberelinas o acido
abcisico para mejorar el desarrollo del cultimovitro de tejidos y 6rganos. Por otro lado los
requerimientos de estas sustancias varian conilderente con los tipos de tejidos y los niveles

endogenos de estos reguladores, asi como la fwadiel cultivan vitro (15).

A. Auxinas.

Sé relaciona con la elongacion, tropismo, domiraagical, abscision, enraizamiento y
otros. En cultivoin vitro las auxinas son utilizadas principalmente pardif@renciacion de
raices y la induccién del callo. El IBA y el ANAmsaisados frecuentemente para enraizamiento,
el 2,4-D es muy efectivo para la induccién de calloas auxinas se disuelven usualmente en

etanol diluido o en una solucion de hidroxido déiecd N (16).
a. Efectos en los tejidosn vitro.

- Promueve el crecimiento del callo, de las suspessiaelulares, de 6érganos (meristemos y

apices)
- Regula la morfogénesis, especialmente en asociaoilas citoquininas (12).

- Induccion de raices (10).

B. Citoquininas.

En los medios para cultivia vitro se incorporan citoquininas para promover la divisio
celular y la induccidon de yemas adventicias enosalf organos. Ademas se usan estos
compuestos para la proliferacion de tallos axilgr@sla ruptura de la dominancia apical. Las
citoquininas generalmente son diluidas con &cidohdrico o hidroxido de sodio 1N (19n
vitro inhibe las auxinas-oxidasas (mediante el niveladeina en los tejidos). Esta también
implicado en el metabolismo de los carbohidratas,lae actividad enzimatico de las vias

glucolitica y oxidativa de las pentosas fosfat@)(1

a. Efectos en los tejidosn vitro.



- Estimulacion de la division celular. En su ausencia metafase de la mitosis es
considerablemente afectada.

- Involucradas en la sintesis de proteina.

- La proliferacion de callo proveniente de tejidosddmtiledoneas requiere la presencia tanto
de auxina como de citoquinina, pero la aplicacidrfama secuencial es mas provechosa
(12).

- Modificacion de la dominancia apical (15).

C. Giberelinas.

Existen multitud de giberelinas conocidas, la dgganaiso es el GA pero debe tenerse
en cuenta que es muy sensible al calor ya queesdepel 90% de su actividad después del
autoclaveado. Comparado con las auxinas y citaggsnilas giberelinas se utilizan raramente.
La mayoria de los explantes sintetizan cantidadisentes de este grupo de hormonas. Cuando
se aportan giberelinas al medio de cultivo suifimprincipal es el alargamiento de las regiones
subapicales. El GAes soluble en agua fria hasta 1000 mg 1-1 (16s\efectos son debidos a
la estimulacién de enzimas especificas 0 a camdmota disponibilidad endégena de auxina
(12).

a. Efectos en los cultivosn vitro.
En general el crecimiento y la diferenciacion oewgin giberelinas, en el caso de cultivos
de células en bajas densidades son sin embargoaesn
- Efecto sobre la morfogénesis.
- Inhibe la formacion de embriones somaticos.
- Tiene poco o ningun efecto en la diferenciacidérc@lalas.
- Estimula el crecimiento y el desarrollo en érgaposformados (meristemo) generalmente
impide la formacion de raices, en el cultivo decépiestimula el crecimiento y su presencia

es generalmente critica para permitir la elongad®ios tallos formados (12).

3.1.21 Propagacion tradicional del cultivo d®runus persica(L .) Batsch.

Uno de los factores que afectan en mayor propomidendimiento en las variedades de
estos frutales es el ataque de patdégenos en dspesiaus, los cuales se propagan por medio de
los métodos de reproduccion vegetativa tradicionado son el uso de acodo aéreo, estacas y la
injertacidn, aunque la mayor parte de la producdéndurazno para patrones depende de



arboles procedentes de semillas por medio de lalas@nfermedades virosas y las originadas
por otros patdgenos se transmiten con mayor difidulpero con esta se presentan mayores
problemas de heterogeneidad en los arboles y prothuccion en cuanto a vigor, precocidad,

productividad, y longevidad entre otros (23).

3.1.22 Cultivo de tejidos efPrunus persica(L .) Batsch.

A. Importancia de la propagacion vegetativain vitro del durazno.

El uso de la técnica de cultivo de tejidos, la merapia y la quimioterapia, ya sea solas
0 en su combinacién representan buenas alterngtarada propagacion de durazno y ofrecen la
posibilidad de obtener plantas homogéneas y saaes roveer al productor de material
vegetativo mas uniforme y libre de patdgenos, eg®do mejora también en forma sustancial
la tasa de multiplicacion aportando una mayor dadtide plantas en un menor tiempo y espacio
(23).

La técnica de propagaciam vitro representa ventajas potenciales respecto a las
tradicionales ya que aparte de usarse en la prmgude farmacéuticos y obtencion de otros
productos naturales, también es aplicable al mmiiersto genético de cultivos, lo cual permite la
recuperacion de clones libres de enfermedadespyelervacion de germoplasma valioso, asi

como una rapida multiplicacion clonal de variedagldeccionadas (Murashige 1974) (2).

B. Trabajos realizados en él gener®runus persica (L .) Batsch utilizando la técnica de
propagacionin vitro.

En la actualidad, muy pocos arboles son propagedim®rcialmente por técnicas vitro
debido a la dificultad en su propagacion Zimmermancionado por Altamirano (2), de las
investigaciones hechas en el genBronus, algunas se han enfocado hacia la obtencién de
callos a partir de discos de hoja de donde sedrado regenerar plantas completas. Asi mismo
se han inducido callos a partir de raices siendibfmobtener plantas de algunas especida de
dawyckensis, P. canescensy Prunusincisax serruta (2). Trabajos considerables se han hecho
en melocotonesPrunus persica (L). Batsch con modificaciones menores de los medios

convencionales, pero sélo con un éxito modestq. (18

C. Métodos de cultivo de plantas seleccionadas.
Almehdi y Parfitt divagaron que tuvieron a part& lds normas un éxito, aparentemente
notable con etapas sucesivas | y Il usando p&yalelambos explantes, tanto juveniles como
maduros (18). Ellos fueron partidarios del crecimtoede retofios en la multiplicacion de 56



variedades usando para ello el medio Almehdi yitta#in embargo el establecimiento en el

suelo continua siendo un problema (18).

D. Propagacionin vitro de durazno Prunus persica(L .) Batsch. a partir de yemas
axilares.

Altamirano Z y compafiia (2) trabajaron durant@eriodo de julio de 1989 a abril de
1990, teniendo como objetivo conocer la respueastia @ropagaciomnn vitro de dos genotipos
de durazno con diferente época de floracion lace&le 66 (tardia) y la selecciéon 50
(intermedia). El trabajo consisti6 en tres etappesiablecimiento aséptico del cultivo, b)
multiplicacion, y ¢) enraizamiento.

De los ocho medios probados para el establecimiehtoedio de Almehdi y Parfitt
sélido fue €l mas adecuado ya que permitié un 78%othreviviencia y 75% de brotacién contra
43.75% y 25% respectivamente del medio Murashig§koog (1962) solido usado como testigo.
El mayor grado de multiplicacion de brotes en lagadn 66 (S-66) se alcanzo con 4 mg/l, y en
la seleccion 50 (S-50) con 6 mg/l de BAP, en andadscciones se observaron diferencias en
cuanto a enraizamiento de brotes. La S-66 mostromejor enraizamiento que la S-50
obteniendo en el nivel de 4.06 mg/l y de 8.12 mdé &cido indolbutirico (IBA) obteniendo
raices con mayor longitud en el nivel de 4.06 nigfl.la S-50 el enraizamiento fue mas escaso,
sobresaliendo el nivel de 2 mg/l de acido naftaiahieo (ANA) (2).

E . Obtencién de plantas libres de virus y propagaén in vitro de durazno Prunus
persica(L .)
Batsch var. Diamante

En esta investigacion se considero el interés deneb plantas de durazno cultivar
Diamante, libres de virus en condicionesitro, el estudio se dividio en 4 fases experimentales.
En la primera fase, se utilizaron técnicas de t&zrapia y quimioterapia para intentar erradicar
los patégenos de plantas de vivero y campo. Sardratlas plantas con estreptomicina +
oxytetraciclina y captan. Se mantuvo el materigletativo en invernadero a una temperatura de
33 a 37° C durante el dia y 25 a 30 °C durantedaenpor 25 dias antes de la siemhbreaitro.

Las varetas se mantuvieron en refrigeracion durd®tleoras se desinfectd con cloralex al 10%
(6% de hipoclorito de sodio) y tween 20. En la selgufase se probd el medio de Murashige y
Skoog (MS 1962) con diferentes niveles de 6- beaminopurina (BA), kinetina, 2-isopentenil

adenina (2-ip) y 0.1 mg/l de acido indol acéticdXA complementado con tiamina (0.4 mg/l) e

inositol (100mg/l), 0.3 % de sacarosa, 0.8% de;ggdrde 5.7 +/- 0.1. Las mejores respuestas
para la induccion de la brotacion y crecimientoydenas axilares y apices se obtuvieron con
100% de sales de Murashige y Skoog y 1.5mg/l deBAla tercera fase de la investigacion



(multiplicacion de los brotes obtenidos a partilakeyemas axilares), se complementé el medio
basico con 0.5 mg/l de Piridoxina y 0.5 mg/l dedanicotinico. Se determind que las mejores
respuestas para la multiplicacion y crecimientobdates se presentaron con 75 6 100% del
medio basico de MS (1962) y 2.0 mg/l de BA. Endarta fase, el mejor tratamiento para las
variables crecimiento y numero de raices fue cdnmdg/l de AIA en un medio bésico de
Murashige y Skoog al 75%, complementado con vitas)i2% de sacarosa, 8 g/l de agar y con
un pH de 5.7+/-0.1 (23).

F. Cultivo in vitro de embriones de melocoton.

Este trabajo tuvo como objetivo la reduccién debcpsamiento de mejoramiento
genético y rescate de embriones maduros. Esto @aggueralmente para el mejoramiento
genético de plantas se requiere un plazo largo @atener una variedad nueva tratandose de
frutales deciduos este tiempo es mucho mas largacqa otras especies. En el caso especifico
del melocoton ademas de tomar un tiempo largo pataner una variedad nueva se ha
encontrado el problema de que al realizar los onieaatos entre las variedades criollas y las
introducidas se da un aborto del fruto a edad teayrana, cuando aun el embrion no ha
completado su ciclo para llegar a la madurez pajue no ha sido posible obtener semilla de
estas variedades producto de esta cruza. A traggésultivo in vitro de embriones puede
obtenerse una nueva variedad en un tiempo muckccaréo ya que no depende del ambiente
natural y se puede ejecutar en cualquier tiemph fa&a este trabajo se utilizé las variedades,
Y17-168, June&Gold, Early Grande, Necta Red, J-9-37, 14-DR-6@ajcaja. Como medio de
cultivo se utilizdé el medio basal Murashige y Sko@ipteniendo como resultado crecimientos
defectuosos en algunas variedades, esto debidorelaeion entre tamafio de embriones y
germinacion como lo demuestran los resultados auee anas grande el embrion mejores
resultados. Y entre algunas recomendaciones sedign se debe seleccionar medios de cultivos

para cada variedad (16).

G. Micropropagacion de materiales de frutales dgduos tratados con radiacion.

La técnica de cultivo de tejidos representa unandualternativa para propagar
vegetativamente los materiales que son tratadosradiacion para inducir mutaciones que
conduzcan a desarrollar individuos con caractedstile precocidad, ventaja muy importante en
la produccion de frutales deciduos ya que permii Iqs arboles entren en produccion en un
tiempo menor de lo normal (26).

Las ventajas al utilizar cultivo de tejidos pargptapagacion de los materiales tratados

serian que desde el cultivia vitro se podria observar que individuos presentan urjarme



respuesta en vigorosidad, precocidad, brotacidmrgizamiento, y desde ahi hacer una seleccion
de estos individuos, incrementarlos hasta el nimeseado y adaptarlos a condiciones naturales
para posteriormente evaluarlos en el campo. Otrdasleventajas es que dado al ambiente
controlado bajo el cual se manejan las especiesedigce considerablemente el efecto del
ambiente durante la evaluacion de la intensidacdiacion mas adecuada para los cultivares en
tratamiento (26).

El material vegetal utilizado en este trabajo fnevaretas de arboles establecidos en el
campo de melocoton var. Salcaja y de manzana Wyeadin yemas en estado de dormancia y
como medio de cultivo el Murashige y Skoog + bleamino purina. Entre los resultados se
tiene que los tratamientos de rayos gamma aplicadearetas de melocotén Salcaja y de
manzana Wealthy, no tuvieron éxito en la regem@nade plantas ya que el caso de Salcaja se
tuvo un 100% de contaminacion de los explantedaonal no hubo sobrevivencia y respecto a
Wealthy se tuvo un 90% de oxidacion de los exptapte lo cual tampoco hubo sobrevivencia
de los explantes, la contaminacion se atribuyceahb de que el material provenia del campo

con lo cual estaba expuesto a microorganismos womsates (26).

3.2 MARCO REFERENCIAL

3.2.1 Ubicacion del area experimental.

La investigacion se desarroll6 en el laboratoriocd#ivo de tejidos vegetales de la
Subarea de Manejo y Mejoramiento de Plantas, Aszmdldgica de la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guatemalaoasd @n el invernadero ubicado en el centro
experimental docente de Agronomia (CEDA).

3.2.2 Origen de la variedad Salcaja

En Guatemala no existe un historial exacto deivainejorado del melocotén aunque
se tiene conocimiento que el primer intento podssarrollo se dio a partir de la década de los
40, cuando el Estado y algunos agricultores pdaties impulsaron su cultivo por medio de la
introduccion de variedades mejoradas. De los Estabiodos de América fueron introducidos
materiales para su adaptacion los cuales por fas etquerimientos de fri6 no lograron
adaptarse (28).

No fue sino hasta que un prominente pomélogo delicipio de Salcaja en Quetzaltenango,
Manuel Ovalle Soto, trabajé en el mejoramientoégien de cultivares, produciendo un cultivar
comercial a la que denomino Salcaja y que hog esdls ampliamente propagada en el pais, este
cultivar se obtuvo con cruces de las variedadeteamericanas Elberta y W.H. Hall con un
criollo guatemalteco. La produccion comercial dée esultivar que inicio a partir de 1970



(28).El cultivar por sus caracteristicas de calidaeto sobre todo por su adaptabilidad a las
condiciones de Guatemala se propago en el altimlacidental y posteriormente a otras regiones
del pais (28).

3.2.3 Descripcion del fruto de la variedad Salcaja.

Es un fruto de color amarillo con una chapa rojgpudkpa consistente adherida al hueso
soporta bien el transporte, 180 dias de floraciccosecha. Frutos medianos a grandes que
oscilan entre los 150 a 200 gramos. Con aroma teaiistico y una concentracion de solidos
solubles que oscilan de 12 a 15 grados brix. La&pe la cosecha depende de la region y va
desde finales de julio hasta principios de octuBreChimaltenango y Sacatepéquez se cosecha
desde la segunda quincena de julio hasta fineepigesbre. En Quetzaltenango se cosecha
desde el mes de septiembre hasta la segunda sdmactubre. Esta diferencia en la época de
cosecha determina una ventaja para los produater&himaltenango y Sacatepéquez, ya que la
competencia no existir4, unicamente durante la granguincena del mes de septiembre. Se
estima un requerimiento de fri6 de 500 a 600 hgnasede emplearse tanto para el consumo en

fresco como para la industria (28).

3.2.4 Caracterizacion agronomica del melocoton Salcaj@runus pérsical). Batsch
var. Salcaja.
De acuerdo con el Instituto de Ciencia y Tecnialofygricola (ICTA) se reporta la
siguiente informacion para la variedad Salcaja (3)

A. Porte.
Altura promedio; 2.70 metros, muy vigoroso, londitonedia de chupones; 44
cms, grosor: 5 mm de diametro.

B. Corteza.
Color en partes viejas; grisaceo, color en panmtes/as; verde, en la corteza
vieja hay pecas de forma horizontal.

C. Formacion de yemas.
Tamanfno; mediano, distancia entre yemas vegeta@vagms distancia pequeia.
D. Hojas.
Grandes; 15.8 x 4.2 cms, forma; alargada, colordeveobscuro, con bordes
aserrados.
E. Floracion.
Posee abundante floracion.



F. Epoca en que florece el 50% de yemas.

Finales de marzo, tamafio de flores; grandes, aasado suave.

G. Epoca de maduracion.
Finales de agosto.

H. Periodo de duracion entre el cuajado de las flas y la maduracion.

21 semanas (marzo - agosto)

|. Dormancia.

Diciembre - febrero.

J. Fructificacion.
Se detalla a continuacion las siguientes caraticas.

Cuadro 7 Caracterizacién agronémica del fruto demelocoton Salcaja
Prunus pesiL .) Batsch. var. Salcaja (3)

Rendimiento de frutos/ arbob0 Kg

Forma de frutos redondos

Color externo amarillo con partes rojas
Longitud del pedunculo no tiene

Color pulpa amarillo fuerte

Sabor dulce y jugoso
Caracteristicas de transponte excelente

Fuente: ICTA

3.2.5 Generacion de empleo en plantaciones de Sgca

En la generacién de empleo se ven beneficiadagi@28, personas, esto solo para el
caso de las plantaciones de Salcaja. Si tomamaziema que se emplean 240 jornales/ha,
teniendo un total de 922.54 (85.42% del area thedjareas sembradas con Salcaja, de las 1080
existentes actualmente en las zonas productorad4bBiB% restante equivalente a 157.46
hectareas se encuentran sembradas con otras dm&seda que beneficia a 37,790.4 personas,
sumando ambos resultados nos da que 259,200 pgrsonabeneficiadas con dicho cultivo

(28).



4. OBJETIVOS

41 General

Evaluar el efecto de antioxidantes, desinfectantasdios de cultivo y reguladores de
crecimiento en la propagacidn vitro del cultivo de yemas axilares de melocotérunus

persica (L) Batsch var. Salcaja.

4.2 Especificos

4.2.1 Determinar la efectividad de los antioxidarga la sobrevivencia de las yemas axilares

a la oxidacion, en los medios de cultivo.

4.2.2 Determinar la efectividad de los desinfeeta®en la sobrevivencia de las yemas axilares

a los microorganismos contaminantes.

4.2.3 Determinar las combinaciones de bencilamirnopw acido indolbutirico que inducen a

la brotacion de las yemas axilares en cada medinltieo

4.2.4 Determinar la concentracion de medio nutrifurashige y Skoog y la dosis de acido
indolbutirico que induce la formacion de raices, brotes provenientes de yemas

axilares



5.1

5.2

5.3

5.4

5. HIPOTESIS

Al menos un tratamiento de antioxidante es efeativda sobrevivencia a la oxidacion

en explantes de melocot6Rrunus persica (L.) Batsch var. Salcaja

Al menos un tratamiento de desinfectantes influyéaesobrevivencia de explantes de

melocoton Prunus persica (L.) Batsch var. Salcag microorganismos contaminates.

Al menos una combinacién de bencilaminopurina yl@déndol butirico inducira a la
brotacion de explantes de melocotonPrunus persica (L.) Batsch var. Salcaja

cultivadosin vitro.

Al menos una concentracion del medio basal bhige & Skoog y una dosis de acido
indolbutirico favorece a la induccion de raicesbertes de melocotéRrunus persica

(L.) Batsch var. Salcaja.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Reactivos y materiales.

Sales minerales, constituyentes de los medios deva;uagua destilada, agua
desmineralizada, hipoclorito de sodio, alcohol @ly790%, sacarosa, acido giberélico, acido
indolbutirico, bencil amino purina, agar, acido rbidrico, hidréxido de sodio 1 N, papel

aluminio, papel toalla, maskin, marcadores, mdsas;os de 100 ml de capacidad.

6.2 Cristaleria y equipo.

Balanza analitica, potenciémetro, horno microondastoclave, campana de flujo
laminar, refrigerador, agitador magnético, pipetasl, 5, 10 y 25 mililitros, micro pipetas de
100 y 1000 mililitros, probetas de 10, 50, 100,290 y 1000 mililitros, erlenmeyer de 25, 50,
100, 250, 500 y 1000 mililitros, frascos, mechemepel parafilm, agujas de diseccién, micro
espatulas, tijeras, bisturi, pinzas, pizetas, cpgtsi, frascos de 100 mililitros , incubadora.

6.3 Medios de cultivo.
6.3.1 Preparacion de las soluciones madres.

Las soluciones madres se hicieron en funcion dedagponentes para cada uno de los
grupos que conforman los medios Almehdi y ParA®) (18 ), Gamborget al (B5) (17),
Linsmaier y Skoog (LS) (9), Murashige y Skoog (M$83). Esto con el fin de ahorrar pasos en
la elaboracion de los medios de cultivo. A contoidia se describe la forma en que se realizo la
preparacion de las soluciones patron para el mediemaier y Skoog ya que se siguio la
misma metodologia para los medios Almehdi y ParBamborg y Murashige y Skoog

respetando siempre los grupos de los componentasada medio.

A. Solucién madre de macronutrientes del medioutritivo Linsmaier y Skoog.
Se preparé 700 ml de esta solucién, para lo cuehgded un beacker de 1 litro, en el
cuadro 8 se describen los componentes.

Cuadro 8 Componentes g&cronutrientes
Linsneaiy Skoog a concentracion 20 X

Sustancia Peso (grs.)
NH4NO3 23.1
KNO3 26.6
MgSQs (7H20) 5.18
KH2PO1 2.38




Pesados los componentes se agregaron al beacktniemdo 250 ml de agua
desmineralizada estéril, este se mantuvo en cupstgitacion en el agitador magnético hasta
observar que todas las sustancias estuvieran @isuel contenido se traslado a una probeta de
1000 ml luego se afor6é con agua desmineralizadgrilesiasta llegar al volumen deseado,
seguidamente se volvio a agitar la solucion y sadmen frascos esterilizados identificados y
tapados adecuadamente, estos se guardaron hasisosen refrigeradora a una temperatura de 4
°C. De igual forma se preparé una solucion patr@®X de macronutrientes consistentes en

CaCPb(2H20) para lo cual se prepararon 500 ml.

B. Solucion madre de micronutrientes.
Se prepararon dos soluciones por aparte de 10Gdal gna, a las que se les nombro
micro A y micro B, para ello se agregaron 50 mldea desmineralizada estéril en un beacker

de 250 ml luego de pesados se agregaron los comiesrgue se describen a continuacion.

Cuadro 9 Componentes marutrientes del medio
nutwid Linsmaier y Skoog

Sustancia Peso (grm)
MICRO A a 1000X
MnSOs. (4H20) 2.23
ZnSOs . (7H20) 0.86
H3BO3 0.62
NaeMoOs4 . 2H20 0.025
MICRO B a 5000X
CoCb .2H20 0.0125
CuSG . 5H0) 0.0125

Pesados los componentes se agregaron al beackézniemwlo 50 ml de agua
desmineralizada estéril esta se mantuvo en coestaitacion en el agitador magnético hasta
observar que todas las sustancias estuvieran @iswe| contenido se traslado a una probeta de
500 ml luego se afor6 con agua desmineralizadailebt#sta llegar al volumen deseado,
seguidamente se volvié a agitar la solucion y sedmen frascos esterilizados, identificados y
tapados adecuadamente, ademas de colocarles &opapel aluminio, estos se guardaron hasta
su huso en refrigeradora a una temperatura de 4 °C
Por aparte se preparé otra solucion de micro migride Kl la cual estuvo a 1000X para ello se

prepard 50 ml en la que se agregé 0.0415 grami@®agpuesto mencionado.

C. Solucién madre de hierro a 200X.

Se prepard una solucion de 250 ml de la siguiemtad:



En un beacker se coloc6é 100 ml de agua desminedalizstéril
Seguidamente el beacker se colocé en la estufa

Se agrego al agua caliente 1.865 grm de&ERd A(H20)
Disuelto lo anterior se agreg6 1.3925 daeS@7H20).

Disueltos los elementos, la solucién se afor6 ea probeta al volumen

Qo T p

deseado, se volvié a agitar y luego sdatasla solucion a su envase
colocandole su respectiva etiqueta, ademas de artdodorro de papel

aluminio, se tapo debidamente y se guardo en ezfitpra a 4°C.

D. Solucién madre de vitaminas a 1000X.

Se prepar6 una solucion de 50 ml para lo cual ebeacker de 100 ml se coloco 25 ml
de agua desmineralizada estéril en constante agitege peso 0.02 grm de tiamina y se agrego
al beacker, después de disuelto el compuesto s efiouna probeta de 50 ml segun el volumen
deseado, la solucidn se traslado a un envase de yide guardo en refrigeradora a 4°C.

E. Solucion madre de myo inositol a 1000X.

Se prepar6 una solucion de 100 ml para lo cuaheimeacker de 100 ml se coloco 25 ml
de agua desmineralizada estéril en constante ggitase peso 1.5 grm de myo inositol y se
agrego al beacker, después de haber disuelto gdumsto se afordé en una probeta de 100 ml
segun el volumen deseado, la solucién se traslado &nvase de vidrio y se guardo en

refrigeradora a 4°C.

F. Reguladores de crecimiento.

Los reguladores utilizados fueron, BAP (bencil4amipurina), IBA (acido indol
butirico) GAs (acido giberelico) previo a su utilizacion el BAPel IBA se disolvieron en
hidroxido de sodio 1 N, para el GAe disolvié en alcohol al 95%.

Se realizaron soluciones madres para cada reguéadtas siguientes concentraciones, BAP
2000 mg/l, IBA a 800 mg/l, G&2000 mg/I.

6.3.2 Preparacion de los medios de cultivo.

Se preparé la cantidad de medio basal segun cam@ai para lo cual se siguid la
siguiente metodologia. En un beacker se agregé dgsmineralizada estéril, se agregé al
recipiente una barra magnética y se colocd sobragghdor magnético el cual estuvo en
constante agitacién, se agregaron los componemesada medio basal (cuadro 33) segun
cantidad deseada, para el caso del medio nuttithemaier y Skoog el orden fue el siguiente.



h)

j)
K)

)

Macro nutrientes; NENO3, KNO3 MgSO(7H20), KH2PO4, CaCk(2H20)
Micronutrientes A; Mn@4H20), ZnSQ(7H20), H3BO3, NaMoO(2H20),
Kl
Micronutrientes B; CoQ(6H20), CuSQ(5H20)
Hierros, NaEDTA, FeSQ(7H20)
Vitaminas; tiamina
Myo inositol
Reguladores de crecimiento segun las dosis a avyaphara la fase de
induccién de brotes; 2.0 mg/l; 4.0 mg/l; 6 mg/l;8y0 mg/l, de bencil amino
purina (BAP). 0.01 mg/l, 0.1 mg/l y 1.5 mg/l dgdb indol butirico (IBA), a
excepcion de los tratamientos testigos que tuviessa dosis de reguladores
evaluados. Todas las unidades experimentalesorfugiplementados con 1
mg/l de GA. Para la fase de induccién de raices en los bredés se utilizd
el acido indol butirico (IBA) y las concentraciorfasron 0.1 mg/l, 0.5 mgl/l,
1.0 mg/l.
Sucrosa.
Se agreg6 antioxidante establecido en la fassatheevivencia de explantes
a la oxidacién por fenoles y a la contaminagér microorganismos, a todas
las unidades experimentales de las fasesddecion de brotes e induccion de
raices en los brotes,

incluyendo los tessgo
Se aforo la solucion.
Se midioé el pH el cual estuvo a 5.7 para edlaislizé segun fue necesario una
solucién de acido clorhidrico o hidroxidostelio 0.1 N.

Se agrego agar (8.0 gr/l).

m) Se calentdé en horno microondas hasta disohagae.

n) La solucién se distribuyd en las unidades erpartales consistiendo en

frascos de 100 ml de capacidad (25 ml deosat frasco).

f) Cada frasco se rotulo segun tratamiento.

0) Todas las unidades experimentales se esteoizn autoclave durante 25

minutos a una presion de 1.05 kg/cm cuadsagima temperatura de 120 °C.

p) Las unidades experimentales se colocaron amaeiacde incubacion hasta su

utilizacion.



6.4 Fases de la investigacion.
El estudio se desarrollo en las siguientes fasasje sobrevivencia de explantes a la
oxidacion por fenoles y a la contaminacion por oocganismos, fase de induccidon de brotes en

los explantes cultivados y la fase de induccionadiees en los brotes obtenidos.

6.4.1 FASE DE SOBREVIVENCIA DE EXPLANTES A LA OXIDACION P OR

FENOLES Y A LA CONTAMINACION POR MICROORGANISMOS.

El aspecto principal de esta fase fue la dergr@moun antioxidante que en alguna dosis
minimizara los niveles de oxidacion de los explanteara ello se probaron tres antioxidantes
para poder obtener el que mejor contrarrestaraadisfidacion. Asi también se emple6 una
metodologia para establecer el tiempo adecuadamiesieion del material vegetal a soluciones

desinfectantes para contrarrestar la contamingmémongos y bacterias.

A. Control de la oxidacion.

a. Descripcion de los tratamientos para el contrale la oxidacion de los explantes.

Las unidades experimentales se distribuyeron éhtratamientos incluyendo un testigo
absoluto al que no se le aplico ninguna dosis tiexatante, estos tratamientos se repitieron 5
veces lo que hicieron 50 unidades experimengadescada medio basal, en el cuadro 10 se
describen las concentraciones de antioxidantesla@ajue se suplementaron los medios de

cultivo para contrarrestar la oxidacion por efecteda liberacion de fenoles de los explantes.

Cuadro 10 Distribucion de los tratamientos
contaxidantes
MEDIOS ANTIOXIDANTES DOSISmg/l
NUTRITIVOS

0.0
5000.0
Carbon activado 10000.0
15000.0

50.0
Almehdi 'y Acido citrico 100.0

Parfitt

150.0
100.0
Polivinilpirrolidona 500.0
900.0

0.0
5000.0
Carbon activado 10000.0




15000.0

Gamborg

50.0

Acido citrico

100.0

150.0

100.0

Polivinilpirrolidona

500.0

900.0

0

5000.0

Carbon activado

10000.0

1

5000.0

Linsmaier y

50.0

Skoog

Acido citrico

100.0

150.0

100.0

Polivinilpirrolidona

500.0

900.0

b. Descripcion de la unidad experimental y condiones de incubacion.
Se utilizaron como unidades experimentales fradeo$00 ml los cuales contenian 20

ml de medio de cultivo con

axilar por unidad experimental. Estas fueron indalsea una temperatura de 25 ° C +/- con una

intensidad luminica de 3000 lux proporcionada @ongdaras fluorescentes de luz blanca y un

fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad.

c. Factores a evaluar.

Los factores que se sometieron a evaluacion fuenosis y diferentes antioxidantes,

ver cuadro (11).

Cuadro 11 Factores evaluados con los
antioxidantear6n activado
acido citrico golivinilpirrolidona

los antioxidantes cgpmndientes y un explante con una yema

ANTIOXIDANTE

DOSIS mg/l

5000.0

Carbon activado

10000.0

15000.0

50.0

Acido citrico

100.0

150.0

100.0

Polivinilpirrolidona

500.0

900.0




d. Variables de respuesta.
Presencia de fenoles, se obtuvo el porcentajemlarges oxidados para ello se relacion6
el niumero total de explantes iniciales con el mante explantes oxidados por cada
tratamiento, observando para ello el cambio deraoidn del explante de verde a un
color que podia ser café o negro, la lecturaesdizb a los 15 dias después de

sembrados los mismos.

B. Desinfeccién del material vegetal.
Se realizo la siguiente metodologia para estabkelctiempo adecuado de exposicion del
material

vegetal para contrarrestar la contaminacion pagbs y bacterias.

a. Descripcion de los tratamientos.

En el cuadro 12 se describen las concentracideetas soluciones de fungicidas -
bactericidas y el tiempo de exposicion a la queaseetid el material vegetal a utilizar en los
medios de cultivo, estas soluciones también inctuyeantioxidantes preservantes para que

dicho material no sufriera oxidacion.

Cuadro 12 Concentracioneg tbs desinfectantes utilizados para
contanllas contaminaciones de los esplantes
dentro del medio de cultivo.

FUNGICIDAS CONCENTRACION mg/I TIEMPO
Benomyl 1000.0 24 hrs 12 hrs
Sulfato de cobre 1500.0 24 hrs 12 hrs
BACTERICIDA
Estreptomicina
+ 1500.0 24 hrs| 12 hrs
Oxitetraciclina
Cloranfenicol 500.0 24 hrs 12 hfs
Oxitetraciclina 200.0 24 hrs 12 hfs
ANTIOXIDANTES
Acido ascérbico 2000.0 24 hrs 12 hrs
Acido citrico 4000.0 24 hrs 12 hrs

b. Factores.

Entre los factores que se sometieron a evalugmida el tiempo de exposicion a la
preservacion y desinfeccion del material vegetatdn los fungicidas (benomyl a 1000.0 mg/I,
sulfato de cobre pentahidratado a 1500.0 mg/§ctericidas (estreptomicina + oxitetraciclina

1500.0 mg/l, cloranfenicol 500.0 mg/l, oxitetrasi@ 200.0 mg/l), antioxidantes (acido



ascorbico 2000.0 mg/l, acido citrico 4000.0 mg/lel tiempo de exposicion (24 y 12 horas) este

material se conservl en refrigeradora a 2 graeioggrados.

c. Variables de respuesta.
Presencia de hongos y bacterias, se detérmilos 15 dias después de
sembrados los

Explantes obteniendo el porcentaje de umisladcontaminadas, relacionando para ello las

unidades

experimentales contaminadas con el total de demlaxperimentales iniciales por cada
tratamiento

observando para ello cada unidad experimengaisgia la presencia de hongos o bacterias.

d. Analisis de la informacion.

Se utilizé un analisis descriptivo de la informaidya que no fue factible aplicar
estadisticos paramétricos solo porcentajes dedasables de respuesta, para ello se detall6 de
forma precisa cada uno de los eventos realizads gmader cumplir con los objetivos de la

investigacion.

6.4.2 FASE DE INDUCCION DE BROTES EN LOS EXPLANTES CULTIVADOS

A. Material vegetal.

Se utilizaron yemas axilares con crecimiento adtig#da parte media de la copa del arbol
provenientes de arboles sanos y vigorosos de undafiedad de la variedad de melocoton
SalcajaPrunus persica (L .) Batsch var. Salcaja injertados sobre dowecriollo. Los arboles
fueron sometidos a un tratamiento contra bactehasgos, insectos, acaros, programas de
fertilizacion, y podas, estos dos ultimos aspestagin el requerimiento del arbol para lo cual se

siguieron las siguientes fases.

a) A nivel de campo, se trataron los arboles arpgietla adquisicion hasta el traslado al
invernadero.
b) A nivel de invernadero, los arboles se trasladaBihdias antes de la siemlna

vitro.



B. Preparaciéon del material vegetal para cultivos.

Las yemas axilares se obtuvieron de trozos de®eexinodales de 2.0 centimetros de

longitud teniendo el cuidado de que las yemagsafugegetativas y no de flor. Las secciones

nodales provenian de la parte media de la copartel los cuales tuvieron tratamiento

fitosanitario segun la descripcién anterior. Seisida siguiente metodologia de desinfeccion del

material vegetal a nivel de campo y laboratorio.

C. Desinfeccion a nivel de campo y preservacion delaterial.

a. Se cortaron trozos de ramas de 20 centimetrosngdéud.

b.

C.

Se lavaron con agua estéril, jabon y alcohol segaron con papel toalla.

Estos se colocaron en una solucion desinfectamtiirticidas - bactericidas para
contrarrestar la contaminacion del material vegetak cuales fueron; estreptomicina
+ oxitetraciclina a 1500.0 mg/l, sulfato de colpentahidratado a 1500.0 mg/l,
benomyl a 1000.0 mg/l, cloranfenicol a 500.0 mgHitetraciclina a 200.0 mg/l.
acido ascorbico a 2000.0 mg/l, acido citrico a®400ng/l, seguidamente se preservo
en frid, en refrigeradora a 4 grados centigradosyip a establecer el tiempo de
exposicion del material a la solucion desinfectahtes tiempos a evaluar fueron

veinticuatro y doce horas.

D. Desinfeccion de explantes a nivel de laboratari

a.

El material preservado en fri6 se hizo mpeguefio lo suficiente para que estos
pudieran ser manipulados en una caja de petri, geg@on en remojo en agua
esterilizada.

Se trasladaron a un beacker conteniendosaheion de alcohol al 70% por dos
minutos.

Se trasladaron a un beacker contenienda agterilizada para quitar el exceso de
alcohol.

Se trasladaron a un beacker conteniendo una solwugocloro al 5% v/v, por 5
minutos.

El beacker conteniendo la solucién de cbamo los trozos de explantes se traslado a
la campana de flujo laminar debidamente esteritizagalizando tres lavados 0 mas
con agua estéril dentro de la misma.

Los explantes se colocaron en un recipiente cagrtelni una solucion de acido citrico
a 150 mg/l debidamente esterilizada el recipientgeniendo dicha solucion estuvo

cubierta con papel aluminio.



E. Inoculacion de yemas axilares.

Se procedio a la siembra de explantes de 2 cemtisnéé longitud con una yema axilar
para cada unidad experimental. La inoculacion de yamas axilares en las unidades
experimentales se realizaron en condiciones asépéic la campana de flujo laminar la cual se
encendié 30 minutos antes de empezar a trabajgteenitilizando los explantes preservados en
la solucion de acido citrico a 150 mg/l del pase@or.

a. En una caja de petri conteniendo 5 ml de una golude acido citrico a 100 mg/l se
coloco un trozo de tallo, el cual con la ayuda debisturi se  procedi6é a cortar
trozos mas pequefios los cuales tenian 2 cm dgitdd procurando que la yema
guedara en la parte central del mismo.

b. Después de haber cortado el explante con una getadamente esterilizada, se tomo
y se inoculo dentro del medio de cultivo (frascoiteaiendo 25 ml de medio)
teniendo el cuidado que este quedara en la palteeidro del medio, se tapo

cuidadosamente y se identifico debidamente.

F. Incubacion de los tejidos.

Después de haber hecho la inoculacion de todesxjglantes en sus respectivas unidades
experimentales estas se trasladaron al cuaitecdbacion las cuales estuvieron en condiciones
propicias para el desarrollo de los mismos. Efrtoude incubacion estuvo equipado con una
fuente de luz proporcionado por ldmparas fluoressede luz blanca de 1000 a 3000 lux de
intensidad, la temperatura media del cuarto fu%leyrados centigrados con un fotoperiodo

programado de 16 horas luz.

G. Descripcion de los tratamientos.

A continuacion se describen las concentraciondsedeil amino purina (BAP) y de acido
indolbutirico (IBA) que se evaluaron, a excepailnlos testigos absolutos los cuales no se les
agrego ninguna dosis de BAP ni de IBA, cuadro TI8das las unidades experimentales fueron
suplementadas con 1 mg/l de acido giberelico yetanejor antioxidante que contrarresto la
oxidacion en la fase de sobrevivencia de expdamtela oxidacion por fenoles y a la

contaminacion por microorganismos.



Cuadro 13 Descripcion de los tratamientos utitiados en la induccién
dedtacion en cada medio de cultivo

COMBINACION HORMONAL
MEDIOS BAP mg/l IBA mgl/l
NUTRITIVOS
0.0 0.0
2.0 0.01
2.0 0.1
2.0 1.5
4.0 0.01
4.0 0.1
Almehdi y Parfitt 4.0 1.5
6.0 0.01
6.0 0.1
6.0 1.5
8.0 0.01
8.0 0.1
8.0 1.5
0.0 0.0
2.0 0.01
2.0 0.1
2.0 1.5
4.0 0.01
4.0 0.1
Gamborg 4.0 1.5
6.0 0.01
6.0 0.1
6.0 1.5
8.0 0.01
8.0 0.1
8.0 1.5
0.0 0.0
2.0 0.01
2.0 0.1
2.0 1.5
4.0 0.01
4.0 0.1
Linsmaier y Skoog 4.0 1.5
6.0 0.01
6.0 0.1
6.0 1.5
8.0 0.01
8.0 0.1
8.0 1.5




H. Descripcion de la unidad experimental.
Se utilizaron como unidades experimentales fradeo$00 ml de capacidad los cuales
contenian 25 ml de medio de cultivo con los redpiles de crecimiento correspondientes y un

explante con una yema axilar por unidad experinhenta

|. Factores a evaluar.

Los factores que se sometieron a evaluacion fuesorreguladores de crecimiento BAP
e IBA en 12 combinaciones, donde los testigoslatm® no tuvieron ninguna dosis de bencil
amino purina ni de acido indol butirico, cuadro 14.

Cuadro 14 Factores y dosis@ge evaluaron en el estudio
de la remgsta de explantes de melocoton

Reguladores del crecimiento Dosis mg/I
Bencil aminopurina 20 40 6)08.0
Acido indol butirico 0.01 0.1| 1.5]------

J. Variables de respuesta.

a. Porcentaje de sobrevivencia de explantes a la ci¥iday a los microorganismos
contaminantes, se determino al inicio y al finalieh experimento relacionando las
unidades experimentales contaminadas con el detahidades experimentales iniciales,
observando para ello cada unidad experimentalgdal iforma se realizé para el

porcentaje de explantes oxidados.

b. Porcentaje de brotacion de yemas, se tomé lectimsa kb, 30 y 60 dias de sembrados los
explantes observando cada unidad experimentakioakndo el nimero de explantes
brotados con el nimero total por tratamiento.

c. Numero de brotes; se tomo lectura a los 30, 60 ¢i@6 después de realizada la siembra

de las yemas axilares, realizando un conteo Mmuracada unidad experimental.

K. Analisis de la informacion.

Debido a las caracteristicas de la investigaciéreakzé un analisis descriptivo ya que
no fue factible aplicar estadisticos paramétriaile porcentajes de las variables de respuesta.
Para ello se detall6 en forma precisa cada eveatzado y los cambios que ocurrieron en dicho
experimento, para asi poder cumplir con los olgstiplanteados en la investigacion ya que se

pretendié conocer la respuesta de la especie Vemeatderentes medios de cultivo y a las



combinaciones de reguladores acido indolbutirib@iycil amino purina que mejor favorezcan a
la propagaciomn vitro de dicha especie.

6.4.3 FASE DE INDUCCION DE RAICES EN LOS BROTES OBTENIDOS.

A. Materiales.
Se utilizé el medio Murashige y Skoog (MS) en diféges concentraciones 75, 50, y 25
%, los explantes a utilizar fueron los brotes pigkes en la fase de induccion de brotes. Las
unidades experimentales se suplementaron comximaaacido indolbutirico (IBA) en las
concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0 mg/l y con ebaitlante que mejor contraresto la oxidacién en
la fase de sobrevivencia de explantes a la oxddapr fenoles y a la contaminacion por

microorganismos.

B. Inoculacion.

Con un bisturi debidamente esterilizado en auteck®s corto el brote, separandolo del
explante de 2 cm, se tomo con las pinzas y seli@aentro del medio de cultivo (frasco de 100
ml de capacidad conteniendo 20 ml de medio devoylteniendo el cuidado que este quedara en

la parte del centro del medio, se tapo cuidadostanese identifico debidamente.

C. Incubacion de los tejidos.

Después de haber realizado la inoculacion de ttodobrotes en sus respectivas unidades
experimentales estas se trasladaron al cuaitccdbacion las cuales estuvieron en condiciones
propicias para el desarrollo de los mismos. Eltoude incubacidén estuvo equipado con una
fuente de luz proporcionado por lamparas fluoreesede luz blanca de 1000 a 3000 lux de
intensidad. La temperatura media del cuarto fu@sgrados centigrados con un fotoperiodo

programado de 16 horas de luz.

D. Descripcion de los tratamientos.
A continuacion se describen las concentracionesadeo indol butirico y las
concentraciones del
medio basal Murashige y Skoog (MS) que se evatuam las unidades experimentales, a
excepcion del testigo absoluto que contenia cexamasl y 100 % de concentracion del medio

basal Murashige y Skoog. Todas las unidades erpatales fueron suplementadas con el



mejor antioxidante que controld la oxidacion, anfdse de sobrevivencia de explantes a la
oxidacion por fenoles y a la contaminacion por oocganismos.

Cuadro 15 Descripcién de losatamientos  utilizados en
la induccidredaices en los brotes de melocotdn
Prunuspersica(L .) Batsch var. Salcaja

TRATAMIENTO | ACIDO INDOL | CONCENTRACION DEL MEDIO
BUTIRICO mg/I MURASHIGE Y SKOOG
T1 0.0 100 %
T2 0.1 75 %
T3 0.1 50 %
T4 0.1 25 %
15 0.5 75 %
16 0.5 50 %
T7 0.5 25 %
T8 1.0 75 %
19 1.0 50 %
T10 1.0 25 %

E. Descripcion de la unidad experimental.
Las unidades experimentales la constituyeron feasleo 100 ml de capacidad con un
brote cada uno, a cada frasco se le agreg6 25 med® de cultivo.

F. Factores a evaluar.

Los factores que se sometieron a evaluacion fuasononcentraciones del medio basal
Murashige y Skoog ( 75 %, 50%, 25%) y concentrasonle acido indol butirico 0.1 mg/l, 0.5
mg/l, 1.0 mg/l, cuadro 16.

Cuadro 16. Concentraciones del medio basal Murashgg
& &g y del acido indol butirico utilizados
kenfase de enraizamiento de brotes.

FACTORES CONCENTRACION

%

Murashigey Skood 75 5 25

mg/I

Acido indolbutirico| 0.1 0.5 | 1.0

G. Variables de respuesta.

La toma de datos se realiz6 a los 30 dias de abeulado los brotes para inducir raiz,
las variables de respuesta que se tomaron en eomsidn para medir el efecto de los

tratamientos fueron las siguientes.



a. Porcentaje de brotes enraizados, se relaciontnedml de brotes que emitieron

raiz con el numero de brotes totales.

b. NOmero de raices por brotes, se realizdnteo de raices por cada una de los
brotes que logré enraizar.
c. Longitud de la raiz mas larga, con ladayde regla graduada se midio laraiz

mas larga y la longitud se expresé en mm.

H. Analisis de los resultados.

Debido a las caracteristicas de la investigacioreakz6 un andlisis descriptivo ya que
no fue factible aplicar estadisticos paramétristdp porcentajes de las variables de respuesta.
Para ello se detallé en forma precisa cada eveatzado y los cambios que ocurrieron en dicho
experimento para asi poder cumplir con los objstiptanteados en la investigacion ya que
Unicamente se pretendié establecer la respuestda despecie vegetal al enraizamiento,
empleando dosis del regulador acido indol butigoe mejor favoreciera al enraizamienio

vitro de dicha especie.



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 FASE DE SOBREVIVENCIA DE EXPLANTES A LA OXIDACION Y A LA
CONTAMINACION POR MICROORGANISMOS.

7.1.1 Efecto de los antioxidantes en la fenolizaci de tejidos y su sobrevivencia.

Monsella mencionado por Altamirano Zapd®) dice que, el durazno se considera una
especie dificil de propagar por cultivo de tejidibsbido a diversos factores que afectan la
adaptacion del explante en las condicioiresitro, tales como las frecuentes dificultades de
oxidacion, presencia de inhibidores de crecimigrgobre todo a la dificultad del enraizamiento.
Mosella mencionado por Roca (27) menciona quesda especies rebeldes recientemente
llamadas recalcitrantes se encuentra el durazfreras persica (L.) Batsch.

En lo que se refiere a la oxidacién la variedadnééocoton Salcaj&runus persica (L .)
Batschvar. Salcaja no es la excepcion ya que en las pruebas reatizselobservo la oxidacion
de los explantes en los cuales se manifestd eliocadebcoloracion en el tejido de verde a un
color café oscuro, que inicio primeramente de lages donde se les realizé los cortes para
obtener el explante hasta terminar con una neajosise extendio a todo el explante.

Con lo cual fue necesario probar en la fase lioxddantes para contrarrestar dicha
reaccion, acido citrico en las dosis de 50.0, 109.0@50.0 mg/l, carbén activado a 5000.0,
10000.0, y 15000.0 mg/l, polivinylpyrrolidona (PV&)100.0, 500.0 y 900.0 mg/l, de estos tres
antioxidantes el acido citrico fue el que menostreoresto la oxidacion en los explantes (ver
cuadro 17) ya que las dosis probadas en los meeiedan que los porcentajes no fueron
superiores a las dosis de los otros antioxidantelsapos, existiendo reacciones distintas en
cada medio asi por ejemplo se tiene que en el mildiehdi y Parfitt el porcentaje de
sobrevivencia a la oxidacion fue del 20 % contr8®Pb6 de mortandad, en el medio Gamborg
(B5) el porcentaje de oxidacion fue de 33.33 %treonn 66.67 % de sobreviviencia, teniendo
los mismos porcentajes en el medio Linsmaier gofk siendo la dosis de 150 mg/l la que
mejor controlo la oxidacion en los explantes.

Para el carbon activado los resultados reflejanpgua el medio Almehdi y Parfitt  se
obtuvo un 33.34% de sobreviviencia y un 66.66% xieazion, para el medio Gamborg un
66.67% de sobrevivencia contra un 33.33 de morthngdan el medio Linsmaier y Skoog un
80 % de sobrevivencia contra un 20 % de mortaridacljal refleja una gran diferencia en cada
medio Yy la mejor dosis de carbdn activado quérotinla oxidacion fue la de 5000.0 mg/l.

El polivinylpyrrolidona (PVP) en el medio Almehdi Rarfitt presentd un 66.67% de

sobrevivencia contra un 33.33% de mortandad podamion, en el medio de Gamborg un



73.33% de sobrevivencia y un 26.67% de muerte giaetes y en el medio Linsmaier y Skoog
un 86.67% de sobrevivencia contra un 13.33% deamdad, como los resultados lo demuestran
existe gran diferencia de efectividad de las ddsisintioxidantes en los medios, por lo que las
concentraciones basales combinadas con algunasidatites en algunas dosis podrian afectar
la sobrevivencia de dichos explantes. De acuerdol@@nterior el antioxidante que mas se
ajusto a la necesidad de contrarrestar la oxidat#dlos explantes inoculados en los medios de
cultivo fue el polivinylpyrrolidona, de las trefosis probadas la que mayor porcentaje de
explantes sobrevivientes presento en los tres mdidisales utilizados correspondié a la dosis
de 900.0 mg/l , la efectividad del polivinylpyricibna en esta especie se debe a que es una
poliamida usada comunmente en cultivo de tejidoaccoin absorbente de fenoles, estos son
absorbidos directamente enlazando con el hidrogerewiniendo por lo tanto la oxidacion y
polimerizacion del tejido (35). Por lo tanto el igolylpyrrolidona es adicionado al medio para
contrarrestar el ennegrecimiento de los explanteslay exudacion de substancias fendlicas
dentro del medio (5).

Al analizar la efectividad del acido citrico est@ fmas limitada esto probablemente a que
este es un antioxidante y actia compitiendo poxigieno como proteina o lipidos evitando asi
la oxidacion de estas sustancias complejas. Ashmi carbdén activado es un absorbente que
inhibe la oxidacién de los explantes absorbiendsustrato fendlico del medio, por lo cual actia
a manera de esponja (5).

Es importante sefialar que la edad del explantaliaautinfluyé grandemente en la
liberacién de fenoles es decir que tallos con medas en formacidn son menos propensos a la
oxidacion, Muhitch y Fletcher mencionados por Boka (5) dicen que tejidos jévenes son con
frecuencia menos propensos al encafecimiento dabescision que otros mas viejos esto lo
demostraron eRosa pauls. Duhemet al 1988 dice que explantes muy jovenes de café sen ma
propensos a mostrar oxidacion fenolica que aquesiosidas de tejidos mas viejos, para el caso
del melocotdn Salcaja las pruebas demostraroexpiantes provenientes de material joven son
menos susceptibles a oxidarse en comparacién cddomayor tiempo de formacion, los
cuales se ven altamente afectados por las hera@asonadas al tejido con lo cual se favorece a
la oxidacion esto debido que al herir o rompertégislos se estimula mucho la respiracion (32)
y ademas el material de mas edad a la mencionadanaientra altamente lignificado y al
momento de realizar los cortes estos se vuelvaanto dificiles debido a la dureza y al grosor
gue estos presentan, ocasionando heridas innexesamo rasgaduras del tejido en el explante,
ademas al utilizar material de mayor edad se celreesgo de que las yemas ya no se
encuentren viables o que estas sean de flor y getatevas, por lo que se tuvo el cuidado de que

el material seleccionado tuviera el mismo tiempb@&perse formado. En el siguiente cuadro se



muestra en porcentajes la sobrevivencia a la oXidam los tres medios con lo cual se visualiza
de una mejor manera el comportamiento de esterfacto

Cuadro 17 Resultados obtenidos en el control de la oxidacid@n explantes de
melocotoRrunus persical .) Batsch var. Salcaja a los 15 dias de
inoculados los tejidos tilieando diferentes antioxidantes y dosis de los

mismos.
MEDIOS ANTIOXIDANTE DOSIS % EXPLANTES % EXPLANTES
NUTRITIVOS mg/l OXIDADOS VERDES
Explantes % Explantes %
50.0 4 80.0 1 20.0
Acido citrico 100.0 4 80.0 1 20.0
150.0 4 80.0 1 20.0
Total 12 80.0 3 20.0
5000.0 4 80.0 1 20.0
Carbon activado 10000 3 60.0 2 40.0
Almehdi y Parfitt 15000.0 3 60.0 2 40.0
Total 10.0 66.66 33.34
100.0 2 40.0 3 60.0
Polivinylpyrrolidone | 500.0 2 40.0 3 60.0
900.0 1 20.0 4 80.0
Total 5 33.33 10 66.67
TESTIGO ninguna 5 100 0 0
5000.0 0 0 5 100.0
Carbon activado 10000.0 3 60.0 2 40.0
15000.0 2 40.0 60.0
Total 5 33.33 10 66.67
50.0 0 0 5 33.33
Acido citrico 100.0 3 60.0 40.0
Gamborg 150.0 2 40.0 3 60.0
Total 5 33.33 10 66.67
100.0 2 40.0 3 60.0
Polivinylpyrrolidone | 500.0 0 0 5 33.33
900.0 2 40.0 3 60.0
Total 4 26. 67 11 73. 33
TESTIGO ninguna 5 100 0 0
5000.0 1 20.0 4 80.0




Carboén activado 10000.0 1 20.0 4 80.0
15000.0 1 20.0 4 80.0
Total 3 20.00 12 80. 00
50.0 2 40.0 3 60.0
Acido citrico 100.0 2 40.0 3 60.0
Linsmaier y Skoog 150.01 1 20.0 4 80.0
Total 33.33 66. 67
100.0 1 20.0 4 80.0
Polivinylpyrrolidone | 500.0 1 20.0 4 80.0
900.0 0 0 100.0
Total 2 13.33 13 86.67
TESTIGO ninguna 5 100 0 0

7.1.2 Efecto de los fungicidas y bactericidas en tgesinfeccion del material vegetal enla
presencia de microorganismos en los tejisly su sobrevivencia

La informacidon que requerimos de los plaguicidaslpaegular suele ser incompleta y
por lo tanto existe un cierto numero de producios se degradan en cuestion de horas si se
mezclan con agua que contengan mucho calcio o ulpBlino. Es por ello de la necesidad de
realizar pruebas preliminares de desinfeccién mpgegaranticen un éxito aceptable posterior
para tener cultivos asépticosvitro. Ramirez (26) no tuvo éxito en la regeneraciopldatas
ya que en el caso de Salcaja se tuvo un 100% danovacion de los explantes con lo cual no
hubo sobrevivencia.

De acuerdo a esto fue necesario realizar pruelzaa pstablecer una metodologia que
brindara yemas axilares de melocotdn libres ddaooinantes, después de estas pruebas se
logré obtener mas de un 75% de material libre detarpinantes y un alto porcentaje de
sobrevivencia de entre 75 y 85 % en los tiemposlizados. La sobrevivencia del material
vegetativo expuesto a diferentes tiempos en lacgwmiypara la desinfeccién dependié del tipo,
tamafo del explante y el tiempo de formacion deyéamas por el arbol, tal como lo menciona
Orozco (20), el uso de explantes mas largos esabllesga que son mas faciles de disectar y
tienen una mayor posibilidad de sobrevivir y creqpge explantes pequeiios pero por otro lado
a mayor largo del explante es mas dificil la dasminacion en algunas especies de plantas.

Se evidencio que las soluciones de funguicidasehaittas con la dosis y los tiempos de
exposicion respectivos permitieron contrarresiardrganismos contaminantes de los explantes
como son las bacterias y hongos, Bolafios (5)tearespecto dice, los explantes pueden llevar

contaminadores en su superficie (microorganismagexos) 0 en su interior (microorganismos



enddgenos) o en ambas partes. Los mas dificilerrdeicar de un explante para cultivo de
tejidosin vitro son las bacterias y hongos endégenos.

Los tratamientos de la fase 1 evidenciaron dedos dos tiempos utilizados para la exposicion
a la desinfeccion del material vegetal el que megmtrarresto sin dafiar los explantes fue el de
24 horas ya que de las 50 unidades experimentatasepmedio Almehdi y Parfitt solamente en
el tratamiento testigo y en los tratamientos candasis de 5000.0 mg/l de carbon activado y
500.0 mg/l de polivinylpyrrolidona resultaron camiaados, de estos 2 tratamientos fueron
contaminados por bacterias y 2 por hongos lo @mksenta un 8 % de contaminacién contra un
92% de explantes que no presentaron microorganismasminantes, mientras que para el
tiempo de 12 horas se obtuvo un 28% de contaminagide estas un 16% correspondié a
contaminacion por bacterias por lo que el porcerdajsobrevivencia correspondié a un 72%.

La contaminacion en el medio Gamborg (B5) fue dd2# para el tiempo de 24 horas,
observandose en algunas repeticiones de los stgsienatamientos, testigo, 5000.0 y 10000.0
mg/l de carbén activado, 50 mg/l de acido citrica0®.0 mg/l de polivinylpyrrolidona, de estas
4 unidades experimentales fueron contaminadas guietias y el resto por hongos por lo que
representa un 88 % de sobrevivencia a la contammaRara el tiempo de 12 horas se obtuvo
un 26% de contaminacion lo que nos hacen 13 ursdexperimentales contaminadas, de las
cuales un 14% (7 unidades experimentales) fuerataconadas por bacterias y el resto por
hongos.

Para el medio Linsmaier y Skoog (LS) en el tiemdpd24 horas se obtuvo un 10 % de
contaminacion del total de unidades experimentalesjas cuales un 6 % correspondio a
bacterias y el resto a hongos mientras que pati@repo de 12 horas se obtuvo un 22 % de
contaminacion (11 unidades experimentales) de esth8% corresponde por bacterias, por lo
que se obtuvo un 78% de sobrevivencia de explaiemicroorganismos contaminantes.

La contaminacién se observé en el lapso de riosepos 15 dias después de sembrados
los explantes, detectdndose en algunas repeticianes 2 dias debido a que la contaminacion
de los explantes se encontraba en gran cantidaalse observo principalmente en el tiempo de
12 horas. Es también relevante el hecho de guealegsrias fueron mas dificiles de erradicar de
los explantes en comparacion con los hongos. Estbaplemente a la accidén efectiva que
poseen los funguicidas como es el caso del Beneheylal es un curativo erradicante sistémico,
no asi para los bactericidas los cuales se vetalilms en su accidon y no existen una gran gama
de productos erradicantes que favorezcan con diojabivo.

En el cuadro 8 se puede observar que en el tiempaonde mas contaminacion de
explantes se presentd fue el de 12 horas, eshalpemente se debid a la severidad en que las



bacterias se encontraban presentes en el matexikbntambién se debe tomar en cuenta que al
momento de la manipulacion del material existe naalg de contaminacién debido a que este se
encuentra al aire libre y como es sabido en el ambiexiste una gran diversidad de esporas
tanto de hongos como de bacterias. También esriame mencionar que el tiempo en que los

explantes se toman influye en la cantidad de migausmos presentes en los érganos de una
planta, asi tenemos que en tiempo de inviernoigasimas en comparaciéon con el verano. En

contraparte el tiempo de 24 horas fue el que meoaminacion presento en los tres medios el

cual presento una superioridad evidente de solaeeia por parte de los explantes a la

contaminacion.

Es importante tomar en cuenta que la contaminasgmpresenta mas en plantas con
crecimiento lefiosos y principalmente las que ptesewellosidad o pubescencia en las puntas
meristematicas y hojas asi mismo el tamano deaetginfluye grandemente en la desinfeccion
del material a explantes pequefios seran mas datdedescontaminar en relacion a explantes

grandes (27)

Cuadro 18 Resultados de la sobreviviencia de expl@s de melocotérPrunus persica
(L .) Batsch var. Salcajéda la contaminacion por microorganismos en
tiempos de 12 y 24 horde exposicion a soluciones desinfectantes 'y
preservantes, benomsulfato de cobre, estreptomicina, cloranfenicol,
oxitetraciclina, acidosaorbico y citrico, alos 15 dias de inoculadéss

explantes.
Medios | Tiempo | explantes % % % Explantes %
nutritivos | en horas| contaminal bacteriag hongos| contaminacion no sobrevivencia
dos contaminados

Almehdiy | 24 4 2 2 8 46 92

Parfitt 12 14 16 12 28 36 72

Gamborg | 24 6 8 4 12 44 88

12 13 14 12 26 37 74

Linsmaier| 24 5 6 4 10 45 90

y Skoog 12 11 12 10 22 39 78

7.2 FASE DE INDUCCION DE BROTES EN LOS EXPLANTES CULTIV ADOS.
7.2.1 Comportamiento de los explantes en el medio nutrito de Almehdi y Parfitt (18).

A. Porcentaje de sobrevivencia de explantes a laidacién y contaminacion.
De acuerdo a los resultados obtenidos en la ®@sesobreviviencia de explantes a la
oxidacion y a la contaminacion por microorganisngesjogro determinar que la adicion del

antioxidante polivinylpyrrolidona en la dosis @@0.0 mg/l al medio de cultivo contrarresta la

oxidacion de los explantes.




De acuerdo con esto se empled para todas lasdesiéxperimentales en los tres medios
probados y como fue establecido anteriormenteeletsiias se tomaron al inicio y al finalizar el
experimento, tomando en cuenta que la oxidaciontdjielo en los explantes se manifesté en
forma progresiva, el cual inicio donde se habialpcalo heridas en el material hasta abarcar
todo el explante manifestandose con un cambio keawdon del tejido, de verde se torno a café
oscuro, sin embargo la cantidad de fenoles libergao el explante no logro tefir el medio de
cultivo con lo cual fue mas facil de controlar fldicexudacién. Esto en comparacion con
especies altamente susceptibles a la oxidaciénraMeHalevy mencionado por Calderon (6)
estudiaron la respuesta d#relitzia reginae a la micropropagaciom vitro y observaron que la
capacidad de esta especie presenta una respuésta e propagacion debido al proceso
oxidativo catalogado como el factor limitante. Gadth (6) concluye que los explantes de
especies leflosas como el aguacate son muy susegtila oxidacion fenolica lo que incide en

forma negativa en el desarrollo y crecimiento deblimtes.

a. Oxidacion de explantes en el mediutritivo de Alimehdi y Parfitt.

Los porcentajes mas altos de oxidacion se presentan los tratamientos que
presentaron 2.0 mg/l de BAP + 0.01 mg/l de IBA6yO mg/l de BAP + 1.5 mg/l de IBA ambos
con un 20%, en contraparte los tratamientos querasentaron ningun explante oxidado
correspondio a los tratamientos con 4.0 mg/l de BAP1 mg/l de IBA, 4.0 mg/l de BAP + 1.5
mg/l de IBA, 6.0 mg/l de BAP + 0.01 mg/l de IBAQ6mg/l de BAP + 0.1 mg/l de IBA, 8.0
mg/l de BAP + 0.01 mg/l de IBAy 8.0 mg/l de BAROA mg/l de IBA. El resto de tratamientos
se caracterizo por presentar solo un 10 % de axidac
La oxidacion se aprecio a las 24 horas de halmebrselo el material vegetal y a los 15 dias se
observé a plenitud en todos los tratamientos qasemtaron explantes oxidados presentandose
Gnicamente en este lapso de tiempo y esto pudersiela la calidad del material vegetal
utilizado. Como pudo observarse en los resultadidsnados en la fase de sobrevivencia de
explantes a la oxidacion y a la contaminacién rp@roorganismos que el material joven es
menos susceptible a la oxidacion no asi el matextéén formado que es altamente susceptible a
la oxidacion, asi mismo la concentracion de los pmmentes del medio de cultivo pudieron
haber influido en la oxidaciéon de los mismos. Ersiguiente cuadro se muestra de forma

detallada los porcentajes por tratamiento queesoini oxidacion.



Cuadro 19 Resultados de porcentajes de sobiesncia a la oxidacion de explantes
de melocotéRrunus persicglL .) Batsch var. Salcaja utilizando
900.0 mg/l delinylpyrrolidone a los 15 dias de inoculados los
explantes en el medio ntivo de Almehdi y Parfitt

Tratamientos Combinacion de explantes Porcentaje | explantes| Porcentaje de
reguladores mg/It oxidados | de oxidacion| verdes | sobreviviencia
1 0.0 BAP + 0 IBA 1 10 9 90
2 2.0 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
3 2.0 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90
4 2.0 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
5 4.0 BAP + 0.01IBA 1 10 9 90
6 4.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
7 4.0 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
8 6.0 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
9 6.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
10 6.0 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
11 8.0 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
12 8.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
13 8.0 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
TOTAL 9 7% 121 93%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico
b. Contaminacién por microorganismos en el medio rtutivo de Alimehdi y Parfitt.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la fassodeevivencia de explantes a la
oxidacion y a la contaminacion por microorganiss®siguio la metodologia mas adecuada que
contrarrestara la contaminacion y esta corresgonudira el tiempo de 24 horas a la exposicion
de los explantes de melocotén a la solucion desiafite preservante la cual incluyo benomyl,
sulfato de cobre pentahidratado, estreptomicimsanfenicol, oxitetraciclina, &acido ascorbico
y citrico.

Sin embargo los resultados reflejan que las bastenddgenas fueron las mas dificiles
de erradicar en comparacién con los hongos, pstbablemente se debid a que existe una gran
gama de funguicidas de accién sistémica y de ctinfsor lo que puede existir una rotacién de
materias activas al momento de la aplicaciéon encldsvos, no asi para el control de las
bacterias ya que la existencia de materias acsisidmicas para el control de las mismas es
muy limitado por lo que el control de las mismawsanuy limitado y al momento de inocular
los explantes en los medios de cultivo estos osgams se desarrollan a plenitud debido a las
condiciones favorables para su desarrollo. El pdaje de sobreviviencia de los explantes a
microorganismos contaminantes correspondio al 78o%ira el 21 % de contaminacion, esta
contaminacion se presentd de forma gradual enrioges 15 dias después de haber inoculado
los explantes, después de este lapso de tiempe abservd ninguna otra unidad experimental

afectada por dicho factor. En el siguiente cuadransiestra los porcentajes de contaminacion



por tratamiento en el cual los tratamientos 5 (gl de BAP + 0.01 mg/l de IBA) y 8 (6.0 mg/I

de BAP + 0.01 mg/l de IBA) presentaron la mayor taorinacion cada una con cuatro
repeticiones, y donde no existié contaminaciondndos tratamientos 2 (2.0 mg/l de BAP +
0.01 mg/l de IBA) y 12 (8.0 mg/l de BAP + 0.1 mdé IBA). Estas diferencias en cuanto a la
contaminacion de explantes en los tratamientosed@d dorobablemente a la efectividad de
contacto de las soluciones con las superficies gegainternas del tejido ya que los
microorganismos endogenos son los mas dificilesot¢rolar. Hammerschlag (14) control6 la
contaminacion en yemas dormantes de las variedaaldsigh y Compact Redhaven de un
100% de contaminaciéon la redujo a un 3% usando ctratamiento de desinfeccion las

siguientes soluciones; 70% de etahnol por 5 minutlwso al 10% (0.5% de hipoclorito de

sodio) por 15 minutos, 100 mg/l de amphotericinpd® 15 minutos, y un tratamiento con

penicilina estreptomicina.

Cuadro 20 Comportamiento de la sobrevivencia dexplantes de melocoténPrunus
Persica (L .) Batsch var. Salcaja a la contaminacion, a los5 dias de
inoculados los explanteslizando como desinfectantes y preservantes,
benomyl, sulfato de cobre m@hidratado, estreptomicina, cloranfenicol,
oxitetraciclina, acido ascoéito y citrico.

Tratamien Combinacion de Contaminaci| Porcentaje de No Porcentaje sin
to reguladores mg/I on contaminaciéon | contaminados| contaminacion
1 0.0 BAP + 0 IBA 3 30 7 70
2 2.0 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
3 2.0 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
4 2.0 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
5 4.0 BAP + 0.01IBA 4 40 6 60
6 4.0 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
7 4.0 BAP + 1.5 IBA 3 30 I 70
8 6.0 BAP + 0.01IBA 4 40 6 60
9 6.0 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
10 6.0 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
11 8.0 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
12 8.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
13 8.0 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80

TOTAL 27 21% 103 79%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

B. Porcentajes de brotacién de yemas en el mediotntivo de Almehdi y Parfitt.

B.1 Brotacion de yemas a los 15 dias.

En lo que respecta al porcentaje de brotacién sevolbun 22 % y esto se observo

conforme el tiempo transcurrié. A los 15 diaspsdo observar

0.01IBA) con un 10%.

en el tratamiento 5 (4 BAP +



B.2 Brotacion de yemas a los 30 dias.

A los 30 dias se observd que los tratamientos@ (/| BAP + 1.5 mg/l IBA), 8 (6
.0mg/l BAP + 0.01mg/l IBA), 9 (6.0 BAP + 0.1 IBApbresalieron porque presentaron mas de
una unidad experimental, todas con un 20% de béstaminque estas repeticiones presentaron

un Unico brote.

Cuadro 21 Porcentaje de brotacion en explées de melocotorPrunus persicall .)
Batsch var. Salcajd@s 30 dias de sembrados los explantes.

Tratamiento Combinacién de Explantes con| Porcentajes de Explantes sin Porcentaje explantgs
reguladores mg/l brotacion explantes con| brotacién sin brotacion
brotacién

1 0 BAP + O IBA 0 0 10 100

2 2.0 BAP + 0.011BA 1 10 9 90

3 2.0 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90

4 2.0 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90

5 4.0 BAP + 0.01IBA 1 10 9 90

6 4.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100

7 4.0 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80

8 6.0 BAP + 0.011BA 2 20 8 80

9 6.0 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80

10 8.0 BAP + 0.011BA 0 0 10 100

11 8.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100

12 8.0 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90

13 8.0 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 11 8% 119 92 %

BAP = Bencil amino purina

IBA = Acido indol buritirico
B.3 Brotacion de yemas a los 60 dias.

A los 60 dias de sembrados los explantes el tratamgue mas sobresalié en porcentaje
de brotacion fue el tratamiento 5 con un 50% dealron, al cual le siguio los tratamientos 4
(2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA) y 9 (6 mg/l BAP + 0rhg/l IBA) ambos con un 30 %. De
acuerdo a los resultados obtenidos existié uatatibn muy limitada e irregular de las yemas
axilares. Altamirano (2) al respecto de la irreglad en cuanto a la brotacion dice, la mayoria
de las huertas se caracterizan por tener una amatiabilidad genética, con brotacion y
floracion irregular y esto se debe a que la tentpexaa nivel del campo no se puede controlar
por lo que este es un factor que incide directamentla brotacion de las yemas a nivel del
campo Yy laboratorio. En el cuadro 22 se presdrareentaje de la brotacion de dichas yemas,
ademas los resultados reflejan que en cuanto @nidinacion de los reguladores para el medio
Almehdi y Parfitt la que mas porcentaje de brotacion presento faertebinacion de 4 mg/l de
BAP + 0.01 mg/l de acido indol acético lo que stayigue bajas concentraciones de auxinas y



citocininas promueven la brotacion de las yemameecoton. No asi en los tratamientos donde
la citocinina se adicion6 en una gran cantidadddda brotacion fue escasa 0 no se presento
como en el tratamiento 13 (8.0 mg/l BAP + 1.5 niBA) el cual presento 0 % de brotacion.
Hammershlag mencionado por Altamirano (2) dice tpge niveles altos de BAP inducen

necrosis del tallo en yemas de durazno.

Cuadro 22 Comportamiento de la brotacién s 60 dias de sembrados |explantes
de melocotdArunus persical .) Batsch var. Salcaja

Tratamiento| Combinaciéon de Explantes cof  Porcentajes de | Explantes sin| Porcentaje
reguladores mg/l brotacion explantes con respuesta | explantes sin
brotacion respuesta
1 0.0 BAP + 0 IBA 0 0 10 100
2 2.0 BAP + 0.011BA 2 20 8 80
3 2.0 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90
4 2.0 BAP + 1.5 IBA 3 30 7 70
5 4.0 BAP + 0.01IBA 5 50 5 50
6 4.0 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
7 4.0 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
8 6.0 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
9 6.0 BAP + 0.1 IBA 3 30 7 70
10 6.0 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
11 8.0 BAP + 0.01I1BA 1 10 9 90
12 8.0 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90
13 8.0 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 22 17 108 83%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

C. NUmero de brotes.

C.1 Namero de brotes a los 30 dias.

Para la variable nimero de brotes la lectura r@ddiza los 30 dias después de haber
inoculado las unidades experimentales mostré ustebipara las siguientes unidades
experimentales de los tratamientos 2 (2.0 mg/l BA®.01 mg/l IBA), 3 (2.0 mg/l BAP + 0.1
mg/l IBA), 4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA), 5 (4.thg/l BAP + 0.01 mg/l IBA), 7 (4.0 mg/l
BAP + 1.5 mg/l IBA), 8 (6.0 mg/l| BAP + 0.01 mg/I y 9 (6.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA) en
el cual se observo Unicamente la yema original adieotsobresaliendo los brotes de los
tratamientos 4 y 5 por su vigorosidad y deskrra@lcanzando 2 centimetros de longitud en
relacion a los otros brotes los cuales el desartole escaso y su longitud no sobrepaso el

centimetro de longitud.



C.2 NUmero de brotes alos 60 dias.

La lectura efectuada a los 60 dias de sembradosxigantes nos mostré los mismos
brotes de la lectura realizada a los 30 dias emsiljuientes tratamientos 2, 3, 4, 7,8y 9, de
estos tratamientos el que mas sobresalié fue elmianto 5 ya que fue el que mas unidades

experimentales presentd y a la vez los que n@sdformaron.

C.3 Numero de brotes a los 90 dias.

Observando el cuadro 23 se nota que el mayor nudeebwotes se alcanzé a los 90 dias
después de haber inoculado los explantes, |a&ticemes que no mostraron mas de un brote
correspondié a los tratamiento 9 y 11 y el tratamu que mas brotes formados en mas
repeticiones correspondio al tratamiento 5 (4dil BAP mg/l + 0.01 mg/l IBA) ademas los
brotes de este tratamientos fueron los que masosgiad y longitud presentaron con brotes de
1.5 a 2 cm de longitud, a este tratamiento lei&igl 4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA), ya que
fue el segundo que mas brotes presento. Con lo seuavidencia que el mayor grado de
multiplicacion de brotes se alcanz6 con la combiéra4 mg/l de BAP + 0.01 mg/l de IBA,
resultados que coinciden con trabajos efectuadof\p@mirano (2) en dos selecciones de
Prunus S-66 y la S-50, ademas Hurtado mencionado pagar21) dice, las citocininas en
concentraciones de 1 a 5 mg/l inducen brotes, @merese agrega &cido giberelico en
concentraciones de 0.3 a 1 mg/l se puede incremeotaiderablemente el nimero de brotes
formados esto debido a que las citocininas promudéaveexpansion de las células y el acido
giberelico estimula la division celular. Con estopsiede dar validez a los datos que se muestran
en el siguiente cuadro ya que a partir de la coadidm 6 mg/l de BAP + 0.01 mg/l de IBA el
namero de brotes declino presentando en algursas caicamente el brote de la yema original.
Norton y Boe mencionados por Altamirano (2) dicae ta multiplicacion depende de la especie
y cultivar con que se trabaje y su requerimientoBéé€ va a estar en funcion de estas. Asi
mismo se han observado diferencias de requeringet@dBAP exdgeno en otros cultivares, tal

como lo informo Scorza (29).



Cuadro 23 Numero de brotes a los 90 dias de inoadlos los explantes de melocoton
medionutritivo de

Almehdiy Parfitt.

Prunus persica (L .) Batsch var. Salcaja en el

Tratamiento Combinaciéon Numero de brotes a 60 dias  Numero de brotes a 90 dias
Hormonal mg/l
Repeticiones| NuUmero de Repeticiones NuUmero
Con respuesta brotes Con respuesta de brotes
1 0.0 BAP + 0 IBA No formé brotes No formé brotes
2 2.0 BAP + 0.011BA 1 1 1 1
2 1 2 2
3 2.0 BAP + 0.1 IBA 1 1 1 1
----------- 2 2
1 1 1 1
4 2.0 BAP + 1.5 IBA 2 1 2 2
3 2 3 2
1 1 1 2
2 1 2 1
5 4.0 BAP + 0.011BA 3 1 3 3
4 1 4 1
5 1 5 2
6 4.0 BAP + 0.1 IBA No formo brotes No formo brotes
7 4.0 BAP + 1.5 IBA 1 1 1 1
2 1 2 1
8 6.0 BAP + 0.011BA 1 1 1 2
2 1 2 1
1 1 1 1
9 6.0 BAP + 0.1 IBA 2 1 2 1
3 1 3 1
10 6.0 BAP + 1.5 IBA No formé brotes No formé biote
11 8.0 BAP + 0.01IBA 1 1 1 \ 1
12 8.0 BAP + 0.1 IBA 2 1 Form¢ callo
13 8.0 BAP + 1.5 IBA No formé brotes No formé biote
TOTAL DE BROTES 21 \ 29

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico
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Figura 1. Efecto de la concentriéim de Citocininas y auxinas en la
formacién de kes en el medio nutritivo de Almehdi y
Parfitt.

ReferenciaTl1 (0.0 mg/l BAP + 0 mg/l IBA);T2 (2.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T3 (2.0 mg/l| BAP + 0.1 mg/|
IBA), T4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T5 (4.0 mg/l BAP+ 0.01 mg/l IBA),T6 (4.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA),
T7 (4.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T8 (6.0 mg/l BAP + 0.01 mg/I IBA)T9 (6.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA)T10
(6.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T11 (8.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T12 (8.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA)T13
(8.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA).

Segun la figura 1 existe diferencias entre losamétntos siendo la combinaciéon de 4.0 mgl/l
BAP + 0.01 mg/l IBA la que mas brotes produjo, no aslios tratamientos donde la cantidad de

bencil amino purina se incremento donde la respuastescasa o nula.

C.4 Tratamientos sin respuesta a la brotacion.

En este grupo se incluye al tratamiento testigguglos explantes no presentaron ningan
indicio de brotacion y después de trascurridosi@® de sembrados se empez6 a notar la muerte
del tejido que inicio en la parte superior del modmasta abarcar todo el explante, de igual forma
se observd para los tratamiento 6, 10, 11, 12, yd&3estos los tratamientos 12 y 13 se
caracterizaron por la formacion de callo de umiceerde pélido que se presento en el extremo
superior del explante y en algunos casos en la é@da yema lo cual provoco la caida de la
misma para dar paso al desarrollo del callo, ewdi®o la muerte transcurridos los 90 dias
después de haber realizado la siembra. Segun Bidweelcionado por Ortega (21), dice que el
balance auxina-citocinina es un factor muy impddaen la regulacion del crecimiento por

alargamiento o por division celular.



7.2.2 Comportamiento de los explantes en el mediotnitivo de Gamborg (9).
A. Porcentajes de sobreviviencia a la oxidaciongontaminacion.
a. Oxidacion de explantes en el medio nutritivo de Gaborg.

La oxidacién de los explantes en el medio de Gamlinor tuvo gran incidencia y se
manifestd en los tratamientos 9 (6.0 mg/l BAP % mg/IIBA), 11 (8.0 mg/l BAP + 0.01 mg/I
IBA) esto ocurrié a los diez dias de haber inocnlld explantes, esta oxidacion se manifesté
inicialmente en el extremo superior del explante@o se observé un cambio de coloracion en
el tejido, de verde se torno a café.

Al mes de sembrado los explantes se observé tanebiéh tratamiento 1 (0.0 mdgAP
+ 0.0mg/IIBA) y 10 (6.0 mg/IBAP + 1.5 mg/IBA), siendo en estos Unicos explantes que se
vieron afectados por la oxidacion. Como puedeevéasoxidacion en este medio no causo
mayor limitante en la sobreviviencia de dichos arfds, el cuadro 24 nos muestra con detalle
los tratamientos que sufrieron oxidacion.

Cuadro 24 Comportamiento de la sobrex@ncia a la oxidacion de explantes de
melocotdPrunus persica(L .) Batsch var. Salcaja utilizando 900.0
mg/l deofivinylpyrrolidone a los 30 dias de inoculados los explantes

en elmedio nitivo de Gamborg.
Tratamiento | Combinacién de explantes | Porcentaje | explantes| Porcentaje de
reguladores mg/I oxidados | de oxidacion| verdes | sobreviviencia
1 0.0 BAP + 0.0 IBA 2 20 8 80
2 2.0 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
3 2.0 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
4 2.0 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
5 4 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
6 4 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
7 4 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
8 6 BAP + 0.011BA 0 0 10 100
9 6 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90
10 6 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
11 8 BAP + 0.011BA 1 10 9 90
12 8 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
13 8 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 6 5% 124 95%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

Como puede observarse la oxidacion de dichos ebgslgnudo deberse a la calidad del material
en cuanto al tiempo de formacién como se evideecits tratamientos de la fase 1, ademas se
observéd que el ennegrecimiento del tejido en coagpam con el medio Almehdi y Parfitt se
presentd muy lentamente por lo que el estado defitigcion del material jugo un papel

importante ya que de esta manera se puede disnghgorcentaje de oxidacion del tejido.



Ademas la concentracion de los elementos del mmdide influir en el desarrollo y crecimiento
del explante o al contrario puede causar algun&ittad por algin elemento presente en el
mismo el cual puede evidenciarse con el cambioottarion por parte del tejido de un verde
normal a colores obscuros o con el necrosamientiejiio. De acuerdo con lo anterior el medio
B5 (Gamborg 1968) es un medio que presenta bajueridos de amonio y el cual se utiliza
generalmente para el cultivo de células (20). Nolass otros medios nutritivos utilizados los

cuales el nivel de amonio es superior.

b. Contaminacién por microorganismos en el medioutritivo Gamborg (9).

La contaminacion de los explantes por hongos yebiast se observo Unicamente en los
primeros 15 dias después de haber inoculados xiglendes y correspondid a un 25% de
contaminacion, contra un 75% de sobrevivencia estsgltados fueron obtenidos después de
haber aplicado la metodologia y el tiempo de desoibn que mejor contrarresto la
contaminacion descrita en la fase 1, sin embaxgbem muchos factores que pueden incidir en
la contaminacion del material vegetal como loasnknipulacion del material vegetal en el
momento de la desinfeccion, el estado de sanidddsdarboles donde es tomado el material
vegetal, o el tiempo en el cual se tomo el matera favorable para el desarrollo de hongos y
bacterias. Estos son algunos factores que pudieber influido en la eficiencia de la soluciéon
desinfectante utilizada, esto porque de los tredioseutilizados el medio de Gamborg fue el
gue mas contaminacién presento. En el siguientdrau@5) se da a conocer los tratamientos
gue presentaron contaminacion en el cual el tratamil2 (8 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA) es el
gue mas unidades experimentales perdié por congaidn teniendo un 50 %, seguido de los
tratamientos 3 (2.0 mgBAP + 0.1 mg/l IBA), 6 (4.0 mgBAP + 0.1 mg/lIBA) y 13 (8.0 mg/I|
BAP + 1.5 mg/lIBA) en los cuales se presento un 40 % de contaminaciGteda uno asi
mismo el tratamiento 2 (2.0 mg/l BAP + 0.01 m&A) y 8 (6.0 mg/IBAP + 0.01 mg/IBA)
presento un 30%, también es de hacer notar querdgraparte los tratamientos 9 (6 niBAAP +
0.1 mg/l IBA) y 11 (8.0 mg/IBAP + 0.01 mg/IIBA) no se presento ningun tipo de
contaminacion por lo que la forma en que se manimll material en el momento de la
desinfeccién fue un factor determinante que proviaca diferencia de contaminacién entre
tratamientos. Pefialosa (24) desinfecto vareta®rdaus persica (L.) Batsch var. Diamante
manteniéndolas en refrigeracion durante 72 horatesinfectando con cloro 10% (6% de

hipoclorito de sodio) y tween 20.



Cuadro 25 comportamiento de la sobrevivenciasdexplantes de melocotoriPrunus
persica (L .) Batsch var. Salcaja a la contaminacion, a o 15 dias de
inoculados los explantesligando como desinfectantes y preservantes,
benomyl, sulfato de cobre m@hidratado, estreptomicina, cloranfenicol,
oxitetraciclina, acido asclico y citrico.

Tratamiento Combinacion de| Contaminaci| Porcentaje de No Porcentaje sin
reguladores mg/l on contaminacion| contaminados| contaminacion
1 0 BAP + O IBA 2 20 8 70
2 2 BAP + 0.011BA 3 30 I 70
3 2 BAP + 0.1 IBA 4 40 6 60
4 2 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
5 4 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
6 4 BAP + 0.1 IBA 4 40 6 60
7 4 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
8 6 BAP + 0.01IBA 3 30 I 70
9 6 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
10 6 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
11 8 BAP + 0.011BA 0 0 10 100
12 8 BAP + 0.1 IBA 5 50 5 50
13 8 BAP + 1.5 IBA 4 40 6 60
TOTAL 32 25% 98 75%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

B. Porcentaje de brotacion de yemas en el medio mitivo de Gamborg.

B.1. Brotacion de yemas a los 15 dias.

Los resultados reflejan que el tratamiento 4 (1¢8l oke IBA + 2.0 mg/l de BAP) fue el
tratamiento en el cual las yemas brotaron primeestp se manifestd a los diez dias de haber
inoculado las unidades experimentales, la lectieatwada a los 15 dias refleja que en este
mismo tratamiento la brotacion se observdé en dudades experimentales y ademas la
brotacion también fue evidente en el tratamiento@@1 mg/l de IBA + 8.0 mg/l de BAP)
aunque solo en una repeticion.

B.2. Brotacion de yemas a los 30 dias.

Después de 30 dias también se observé queatamiento 4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l
IBA) fue el que mas brotacion presento con un 6i@%jguio el tratamiento 3 (2.0 mg/l BAP +
0.1 mg/l IBA) con un 30% vy el 2 (2.0 mg/l BAP + 0.éng/l IBA) con un 20%. Como puede
observarse la brotacién se observa en mayor cdntidade las dosis de regulador son bajas
tanto de auxina como de citosininas.



Cuadro 26 Comportamiento de la brotacion a los 30ids de sembrados losxplantes
de melocotdRrunus persicall .) Batsch var. Salcaja

Tratamiento Combinaciéon de| Explantes | Porcentajes d¢ Explantes sin| Porcentaje de
reguladores mg/l con explantes con respuesta explantes sin
brotacion brotacion respuesta

1 0 BAP + 0 IBA 0 0 10 100
2 2 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
3 2 BAP + 0.1 IBA 3 30 I 70
4 2 BAP + 1.5 IBA 6 60 4 40
5 4 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
6 4 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
7 4 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
8 6 BAP + 0.011BA 1 10 9 90
9 6 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
10 6 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
11 8 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
12 8 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
13 8 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 13 10% 117 90%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

B.3. Brotacion de yemas a los 60 dias.

La tercera lectura realizada a los 60 dias de safobrlos explantes refleja que el mejor
tratamiento en cuanto al porcentaje de brotacidmesponde al 4 (1.5 mg/l de IBA + 2 mg/l de
BAP) ya que de las 10 repeticiones, 8 se observarotadas y las dos restantes se perdieron
debido a la contaminacion por microorganismos.igei§ el tratamiento 3 (0.1 mg/l de IBA +
2.0 mg/l de BAP) con 3 repeticiones, los tratangsritl y 2 no presentaron aumento en cuanto a
brotacién no asi los tratamientos 8 y 10 en losesuse incremento en una repeticién cada una y
los nuevos tratamientos que brotaron en este dps@mpo correspondieron a los tratamientos
5 (0.01 mg/l de IBA + 4.0 mg/l de BAP) 6 (0.1 m¢/h.0 mg/l de BAP) y 7 (1.5 mg/l de IBA +
4 mg/l de BAP). Después de este lapso de tiempwyse observé brotacion de ninguna yema
axilar presentando tejido muerto por parte de kglamtes. Es de hacer notar que en los
tratamientos 1 (0.0 mg/l BAP + 0.0 mg/l IBA), 8.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA) y 13 (8.thg/I
BAP + 1.5 mg/l IBA) no se presento ninguna brotacig¢ al final los explantes murieron.
Pefialosa (25) obtuvo buena respuesta de brotagéecyniento de yemas axilares y apices de
Prunus persica (L.) Batsch var. Diamantetilizando 100% de sales de MS y 1.5 mg/l de BAP,

factores que solo se toman como referencia eresépte estudio.



Cuadro 27 Comportamiento de la brotacion a los 60ids de sembrados
losxplantes de melocotonPrunus persical .) Batsch var. Salcaja

Tratamiento Combinaciéon de| Explantes | Porcentajes de Explantes sin| Porcentaje de
reguladores mg/l con explantes con respuesta explantes sin
brotacion brotacion respuesta
1 0 BAP + 0 IBA 0 0 10 100
2 2 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
3 2 BAP + 0.1 IBA 3 30 7 70
4 2 BAP + 1.5 IBA 8 80 2 20
5 4 BAP + 0.011BA 1 10 9 90
6 4 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
7 4 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
8 6 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
9 6 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
10 6 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
11 8 BAP + 0.01IBA 2 20 8 80
12 8 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
13 8 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 25 19% 105 81%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

C. Numero de brotes.
C.1. Numero de brotes a los 30 dias.

A los 30 dias se observo que el tratamiento whg@2 BAP + 1.5 mg/l IBA) fue el que

inicialmente presento la formacion de brotes.

C.2. Numero de brotes a los 60 dias.

A los 60 dias el tratamiento 4 fue el que mas brédemo y en el que mas unidades
experimentales se presento siendo un total de Bsths 4 repeticiones presentaron mas de un
brote y el resto solamente con un brote le siguicaeamiento 3 (2 BAP + 0.1 IBA) presentando
un solo brote por cada unidad también se obserayri@acion de brotes en los tratamientos 2 (2
mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA), 6 (4.0 mg/l BAP + 0.1 fhdBA), 8 (6.0 mg/l BAP + 0.01 mg/I
IBA), 10 (6.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA), 11(8.0 BARg/I + 0.01 mg/l IBA), 12 ( 8.0 mg/l
BAP + 0.1 mg/l IBA), es de hacer notar que el tratanto que menos repeticiones presento en
cuanto a la brotacion fue el tratamiento 7 (4 rBgP + 1.5 mg/l IBA) con una sola.

C.3. Numero de brotes a los 90 dias.

La tercera lectura efectuada mostré que el tratami@ fue el Unico donde se

incremento la formacion de brotes, de las ochdadgs experimentales en cuatro se observaron



3 brotes, en una dos brotes y en el resto solorate no asi en el resto de tratamientos 3, 6, 8,
11, y 12 en los cuales no se observé ningln inar@men cuanto a los brotes. En el siguiente
cuadro se muestra por tratamiento el nimero de$fotmados.

Cuadro 28 Numero de brotes a los 90 diae thoculados los explantes de
melocotdArunus persica (L .) Batsch var. Salcaja en el medio
nutritivo de Gamborg .

Tratamiento Combinacion Numero de brotes a los 60 djasNUumero de brotes a los 90 dias
Hormonal mg/l
Repeticiones| Numero de| Repeticiones Numero de
con respuesta brotes con brotes
respuesta
1 0 BAP + 0 IBA No formé brotes No formé brotes
2 2 BAP + 0.01IBA 1 1 1 1
2 1 2 1
3 2 BAP + 0.1 IBA 1 1 1 1
2 1 2 1
3 1 3 1
1 1 1 2
2 2 2 3
3 2 3 3
4 2 BAP + 1.5 IBA 4 1 4 1
5 2 5 3
6 1 6 1
7 2 7 3
8 1 8 1
5 4 BAP + 0.011BA No formé brotes No formé brotes
6 1 2 1 2
2 2 2 2
7 4 BAP + 1.5 IBA 1 1 1 1
8 6 BAP + 0.01IBA 1 2 1 2
2 1 2 1
9 6 BAP + 0.1 IBA No formoé brotes No formo brotes
10 6 BAP + 1.5 IBA 1 1 1 1
2 1 2 1
11 8 BAP + 0.011BA 1 1 1 1
2 2 2 2
12 8 BAP + 0.1 IBA 1 1 1 1
2 1 2 1
13 8 BAP + 1.5 IBA No formo brotes No formo brotes
TOTAL DE BROTES | 32 | 37

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico
Como se aprecia en el cuadro 28 existio una respuen cuanto al nimero de unidades
experimentales brotadas y a la vez en la formad®rbrotes y esto fue evidente en el
tratamiento 4 ya que de los trece tratamientosafugrimero que respondié a la brotacion y
ademas fue el Unico que presento el mayor numetorates ademas presento los brotes mas



vigorosos y de mayor longitud con brotes de 1.5igegiro de longitud, en comparacion con los
otros tratamientos. Pefialosa (23) determino quenkgeres respuestas para la multiplicacion y
crecimiento de brotes dérunus persica (L .) Batsch, varDiamante se presentaron con 75 o
100% del medio basico de MS (1962) y 2.0 mg/l dePBdosis que coincide con la mejor
respuesta obtenida en el presente trabajo. Asi oniBwdriguez (1982) mencionados por
Pefalosa (23) estimulo la formacidmvitro de brotes de durazno utilizando 6 benzil — amino

purina (BA) 2 mg/I.
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Figura 2. Efecto de la concentracion de Citocinias y Auxinas en la
formacioredrotes en el medio nutritivo de Gamborg

ReferenciaTl (0.0 mg/l BAP + 0 mg/l IBA)T2 (2.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T3 (2.0 mg/l| BAP + 0.1 mg/|
IBA), T4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T5 (4.0 mg/l BAP+ 0.01 mg/l IBA),T6 (4.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA),
T7 (4.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T8 (6.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T9 (6.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA);T10
(6.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T11 (8.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T12 (8.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA)T13
(8.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA).

En la figura 2 se observa que la combinacion icitos — auxina que mejor favorecio a la
formacion de brotes fue la de 2.0 mg/l BAP + 1.5IH®A con un total de 17 brotes, no asi en
las otras combinaciones donde la respuesta fue bajg, esto presumiblemente a la

combinacion de regulador no fueron las optimas.

C.4. Tratamientos sin respuesta a la brotacion.

Después de realizadas las lecturas fue evidentemles tratamientos 1 (0 mg/l BAP +
0 mg/l IBA), 5 (4.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA), 9 @ mg/| BAP + 0.1 mg/l IBA) y 13 (8.0 mg/I



BAP + 1.5 mg/l IBA) no hubo respuesta en cuanta larbtacion y asi mismo en la formacion de
brotes adventicios, sin embargo si se observo fadoién de callo esto fue evidente en el
tratamiento 13, sin embargo esto no fue motivorderés para este caso ya que el objetivo
principal era la de observar la formacion de bradsenticios. En los otros tratamientos
simplemente no se observd ninguna manifestacidresjmiesta favorable para el desarrollo de
los explantes, al transcurrir los 60 dias se olésgue los mismos empezaron a declinar en
cuanto al cambio de coloracion por parte del tejadservando un tejido café oscuro que al final

abarco todo el explante.

7.2.3 Comportamiento de los explantes en el mediatnitivo de Linsmaier y Skoog (9).
A. Porcentajes de sobrevivencia a la oxidacion y mtaminacion.
a. Oxidacion de explantes en el medio nutrittvde Linsmaier y Skoog.

La oxidacion en el medio Linsmaier y Skoog no ses@ntd en gran porcentaje al igual
gue en los otros dos medios a los nueve diasuMrados los explantes fue evidente la
oxidacion en el tratamiento 1 (0.0 mg/l BAP + @/l IBA),

Esta se incremento en el mismo tratamiento a ladid88de sembrados los explantes y se
observo en una unidad mas, y alos 47 dias sswiben 4 repeticiones mas. Siendo en el Unico
tratamiento donde se observd dicho cambio de aoorapor liberacion de fenoles, este
comportamiento en cuanto al bajo porcentaje dildaoion de los explantes probablemente se
deba a que la composicién y concentracion de logpooentes del medio difieren en relacién a

los otros medios probados.

Cuadro 29 Comportamiento de la sobverencia a la oxidacion de explantes de
melocotoRrunus persica(L .) Batsch var. Salcaja utilizando 900.0
mg/l delivinylpyrrolidone alos 47 dias de inoculados los

explantes en el medio nutritivo de Linsmaier Y5koog.

Tratamiento| Combinacion de| Explantes| Porcentaje | Explantes| Porcentaje de
reguladores mg/It| oxidados | de oxidacion| verdes | sobrevivienci
a
1 0 BAP + 0 IBA 6 60 4 40
2 2 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
3 2 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
4 2 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
5 4 BAP + 0.011BA 0 0 10 100
6 4 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
7 4 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
8 6 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
9 6 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
10 6 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100




11 8 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100

12 8 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100

13 8 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 6 5% 124 95%

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

b. Contaminacién por microorganismos en el medioibsmaier y Skoog.

Los tratamientos que mas porcentaje de contandingiesentaron fueron el 7 (4.0 mg/l
BAP + 1.5 mg/l IBA), 12 (8.0 mg/l BAP + 0.1 mdBA) y el 13 (8.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l
IBA) a estos les siguieron los tratamientos 2 (@ddl BAP + 0.01 mg/l IBA) y 5 (4.0 mg/l BAP
+ 0.01 mg/l IBA), esta contaminacion se presentdosnprimeros 20 dias después de haber
inoculados los explantes, el resto de tratamiesg¢osaracterizdé porque no se presento ninguna
unidad experimental contaminada.

Cuadro 30 comportamiento de la sobrevivencia de elgntes de melocotérPrunus
persica(L .) Batsch var. Salcaja a la contaminacion, a £20 dias de inoculados
los explantes utilizando como slafectantes y preservantes, benomyl, sulfato de
cobre pentahidratado, estreptomica, cloranfenicol, oxitetraciclina, acido
ascorbico y citrico.

Combinacion de | Contamina| Porcentaje de No Porcentaje sin

Tratamiento | reguladores mg/l cion contaminaciéon| contaminados| contaminacion
1 0 BAP + O IBA 0 0 10 100
2 2 BAP + 0.01IBA 1 10 9 90
3 2 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
4 2 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
5 4 BAP + 0.01IBA 1 10 9 90
6 4 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
7 4 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
8 6 BAP + 0.01IBA 0 0 10 100
9 6 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
10 6 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
11 8 BAP + 0.011BA 0 0 10 100
12 8 BAP + 0.1 IBA 2 20 8 80
13 8 BAP + 1.5 IBA 2 20 8 80
TOTAL 8 6 % 122 94 %

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico
Como puede observarse el control de la contaminagiGeste medio se redujo en un alto

porcentaje y la que ocurrié pudo deberse a la adleh cuanto a la sanidad que presenté el
explante.



B. Porcentaje de brotacion de yemasedio nutritivo Linsmaier y Skoog.

B.1 Brotacion de yemas a los 15 dias.
La brotacion a los 15 dias se observd Unicamentesemmatamientos 2 (2.0 mg/l BAP +
0.01 mg/l IBA) y 5 (4.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBAmMbas con una repeticion.

B.2 Brotacion de yemas a los 30 dias.

A los 30 dias también se observo en los tratanmse®{@.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA), 4
(2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA), 6 (4.0 mg/l BAP +10mg/l IBA) y 11 (8.0 mg/l| BAP + 0.01
mg/l IBA) de estos el Unico que presento mas derepaticion fue el tratamiento 3, el resto de
tratamientos solo con una.

B.3 Brotacion de yemas a los 60 dias.

A los 60 dias la combinacion de reguladores qusemté el mayor porcentaje de
brotacién fue el tratamiento 3 con un 30%, de igoaha el tratamiento 6 (4.0 mg/l de BAP +
0.1 mg/l de IBA) con un 30 % y fue el tratamient@gespondié en un mayor lapso de tiempo
en relacién con los otros tratamientos. Es de haotar que el resto de tratamientos se
caracterizé porque presento un 10% de brotacibredto de tratamientos no presento ningun
tipo de respuesta a la brotacion y al cabo de @8 di tejido de los explantes cambio de
coloracion de verde a café lo que indico la muaetéos explantes.

Cuadro 31 Comportamiento de la brotacion a los 60ids de sembrados losxplantes
de melocoton Prunus persicaL .) Batsch var. Salcaja

Tratamiento Combinaciéon de| Explantes | Porcentajes de| Explantes sin| Porcentaje de
reguladores mg/l con explantes con respuesta explantes sin
brotacion brotacion respuesta
1 0 BAP + 0 IBA 0 0 10 100
2 2 BAP + 0.011BA 1 10 9 90
3 2 BAP + 0.1 IBA 3 30 7 70
4 2 BAP + 1.5 IBA 1 10 9 90
5 4 BAP + 0.011BA 1 10 9 90
6 4 BAP + 0.1 IBA 3 30 7 70
7 4 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
8 6 BAP + 0.011BA 0 0 10 100
9 6 BAP + 0.1 IBA 1 10 9 90
10 6 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
11 8 BAP + 0.01IBA 1 10 9 90
12 8 BAP + 0.1 IBA 0 0 10 100
13 8 BAP + 1.5 IBA 0 0 10 100
TOTAL 11 8 % 119 92 %

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

Como lo demuestran los resultados la respuestandtdrial vegetal fue muy limitado,

por lo que con fines de propagacion este medi@aworéce a la brotacion de las yemas axilares



esto debido a la concentracion de los elementeslgconforman. Altamirano (2) obtuvo
resultados muy limitados en la brotacién de laedmdes de durazno S-66 y la Seés0el medio
Linsmaier y Skoog, no asi en los medios AlmehdiayfiR y Gamborg donde los resultados

fueron satisfactorios.

C. NUmero de brotes.

C.1 Namero de brotes a los 30 dias.

A los 30 dias los explantes de los tratamientq®.@mg/| BAP + 0.01 mg/l IBA), 3 (2.0
mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA), 4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 nigBA), 5 (4.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l
IBA), 6 (4.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA), y 11 (8.0 MigBAP + 0.01 mg/l IBA) no presentaron
mas de un brote, observandose Unicamente la fabmdei brote de la yema original.

C.2 Namero de brotes a los 60 dias.

A los 60 dias el tratamiento que sobresalié porfgueé mas de un brote fue el 6 y

ademas el tratamiento 9 (6.0 mg/l BAP + 0.1 mgA)IBe sumo a los tratamientos anteriores ya

gue este también presento la formacion de un brote.

C.3 Numero de brotes a los 90 dias.

A los 90 dias el tratamiento 6 fue el que presemds brotes y los que presentaron los
brotes con mayor vigorosidad y longitud alcanzahdocentimetros de largo y lo relevante fue
observar que los brotes formados en los tratansénio9 no alcanzaron un desarrollo normal en
cuanto a la proporcion hojas / tallo observanddalio débil de aproximadamente 0.8 mm de
longitud con hojas amarillentas sufriendo un canad@aoloracion del tejido de verde a café que
al final provocé la muerte del brote, esto tambéénobservd en algunos explantes de otros
tratamientos por lo que la cantidad de explantesoseeducido.

Cuadro 32 Numero de brotes a los 90 dias mheculados los explantes de melocoton
Prunus persica (L .) Batsch var. Salcaja en el medio nutritivale
Linsmaier y Skoog .

Tratamiento Combinacién | Numero de brotes a 60 dias Numero de brotes aa80 di
Hormonal mg/I

Repeticiones Numero de Repeticiones Ndmero de
con respuesta brotes con respuesta brotes

1 0 BAP + 0 IBA No formo brotes No formo brotes

2 2 BAP + 0.011BA 1 1 1 1

3 2 BAP + 0.1 IBA 2 1 2 2

4 2 BAP + 1.5 IBA 1 1 1 1

5 4 BAP + 0.011BA 1 1 1 1

6 4 BAP + 0.1 IBA 1 2 1 3

7 4 BAP + 1.5 IBA No formo brotes No formo brotes

8 6 BAP + 0.011BA No formo brotes No formé brotes




9 6 BAP + 0.1 IBA 1| 1 1| 1
10 6 BAP + 1.5 IBA No formé brotes No formé brotes
11 8 BAP + 0.01IBA 1 | 1 1| 1
12 8 BAP + 0.1 IBA No formé brotes No formé brotes
13 8 BAP + 1.5 IBA No formé brotes No formé brotes
TOTAL DE BROTES 8 | 9 8 | 10

BAP = Bencil amino purina
IBA = Acido indol buritirico

3.5 3

2.5 - 2

1.5 1 1 1 1 1

Numero de brotes

0510 0 0 0 0 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Tratamientos

Figura 3. Efecto de la concentracion de Citocinias y Auxinas en la
formacion de brotes en el mediatritivo de Linsmaiery
Skoog

ReferenciaTl1 (0.0 mg/l BAP + 0 mg/l IBA);T2 (2.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T3 (2.0 mg/l| BAP + 0.1 mg/|
IBA), T4 (2.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T5 (4.0 mg/l BAP+ 0.01 mg/l IBA),T6 (4.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA),
T7 (4.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T8 (6.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T9 (6.0 mg/l| BAP + 0.1 mg/l IBA)T10
(6.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA)T11 (8.0 mg/l BAP + 0.01 mg/l IBA)T12 (8.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA)T13
(8.0 mg/l BAP + 1.5 mg/l IBA).

La figura 3 demuestra que la formacion de broteseste medio nutritivo no fue
favorecida, y la concentracion de regulador guenéomas de dos brotes correspondié a la de
4.0 mg/l BAP + 0.1 mg/l IBA, sin embargo esta resgia no es la idonea ya que los otros
medios nutritivos probados favorecieron en mayatidad la formacion de dichos brotes y por
lo tanto con fines de propagaciéon masiva este mglidria sus limitantes esto debido a la
concentracion en cuanto a los nitratos ya que @arisuw a otros medios probados por lo que este

factor pudo afectar directamente al desarrolloodeskplantes.



7.3 FASE DE INDUCCION DE RAICES EN LOS BROTES OBTENIDOS.

Para la fase de enraizamiento se utiliz6 el medgabMurashige y Skoog en cuatro
concentraciones de sales 100, 75, 50 y 25 % vy lasisddel regulador IBA en tres
concentraciones 0.1, 0.5, y 1.0 mg/l, el cambionueio se debidé basicamente a que la
trasferencia de medios favorece grandemente le@sition en la formacion y elongacion
radicular, tal como lo demostré6 Mosella menciongdo Roca (27) quien logro resultados
satisfactorios en la estimulacién de la elongacaiticular y el desarrollo de la parte aérea de
plantulas dd’runus persica var. GF 305 partiendo del cultivo de apices. Lasiltados producto
de las lecturas reflejan que los tratamientos rh@d IBA y 100%), 4 (0.1 mg/l IBA 'y 25%), 7
(0.5 mg/l IBA'y 25%), 9 (1.0 mg/l IBA'Y 50%), 0 (1.0 mg/l IBA 'y 25 %) se caracterizaron
porque a los 5 dias de haber inoculados los bedtss se murieron, para ello presentaron
cambios de coloracion en los tejidos, de verdafa, este cambio se presentd muy rapido
observandose a los 5 dias, teniendo como resubiadoierte del tejido y por ende la del brote,
con lo cual se demuestra que estas concentracioriEs medio basal no favorecieron a la
sobrevivencia de dichos brotes. Sin embargo ernr@nto en el cual la concentracion fue del
75% fue el que mejor respondié en cuanto a lasctafaticas de vigorosidad y sobreviviencia
de los brotes, esto durante el periodo de duraieda fase de enraizamiento.

Pero a los 30 dias en el cual se tom¢é la lectudasbrotes sobreviviente se notd que
ningun tratamiento estimuld la formacién de raidesto presumiblemente se debié a que las
concentraciones estudiadas en la presente fasoe€ieron a la formacién de raices en dichos
brotes, ya que en trabajos realizados con otrasdaates d€runus persica como lo son la S-50
y la S-66 lograron enraizar los explantes, tal cdmdindica Altamirano (2), quien logro
enraizar la S-66 en la dosis de 4.06 y 8.12 mgiBde asi mismo en la dosis de 1.86 mg/l de
acido indolbutirico pero en este caso solo en fgedad S-50. Skirvin y Chu mencionados por
Miller (19) multiplicaron brotes de melocotdn vitro del portainjerto de melocotoNemaguar,
pero obtuvieron resultados limitados en los sucet®senraizamiento. Tabachnik y Koster
reportaron también enraizamientos limitados comwradg hibridos de melocoton. Mill¢t9)
logro enraizamientos de brotes adventicios de leedad Nemaguaresto con la concentracion
de 0.1 mg/l de &cido indolbutirico no asi con lagencia de BA, también menciona que el
enraizamiento fue reducido de un 90% a 25% cuamdddmina Staba se encontraba presente y
se vio inhibido el enraizamiento con la preseneidadriboflavina. Welkerlin (34) enraiz6 brotes
provenientes del sexto y séptimo subculfiveitro, del portainjerto ColPrunus avium x Prunus
pseudocerasus con la presencia de 0.5 mg/l de ANA ya que estalnibio el crecimiento de las

raices ni de los brotes.



Como se observa las concentraciones evaluadaavoecetieron al estimulo de dichas
raices ya que como lo menciona Hammerschlag L&) entre especies y cultivares existen
diferencias en requerimientos exégenos de hormdueste el enraizamienia vitro ademas
menciona queel enraizamiento esta posiblemente influenciadoo bajgun grado de
regularizacion por los genes que controlan el ti@aig maduracion del fruto y asi los niveles de

reguladores exdgenos de crecimiento son necegaiiasin enraizamiento optimo.
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8. CONCLUSIONES

El antioxidante que fue mas efectivo ennti@restar la oxidacion y que presentdé mas
porcentaje de sobrevivencia de los explantes fupdivinylpyrrolidona en la dosis de
900.0 mgl/l, teniendo un 93% en el medio AlmehdiayfiR, 95%, en el medio Gamborg

y 95% en el medio Linsmaier y Skoog.

La aplicacion de soluciones bactericidasirdectantes, estreptomicina + oxitetraciclina
1500.0 mg/l cloranfenicol 500 mg/l, oxitetraciclin200 mg/l, sulfato de cobre
pentahidratado 1500.0 mg/l a explantes de meladétonus persica (L .) Batsch var.
Salcaja por 24 horas fueron efectivas para contrarreataohtaminacion por bacterias

tanto enddgenas como exogenos.

La aplicacion de soluciones fungicidasrfestantes, benomyl 1000.0 mg/l, sulfato de
cobre pentahidratado 1500.0 mg/l, fueron efectpasm contrarrestar la contaminacion
por hongos y aumentaron el porcentaje de soleeeig, permitiendo un 79% en el
medio nutritivo Almehdi y Parfitt, 75% en el med@amborg y un 94% en el medio

Linsmaier y Skoog.

La combinacion de bencil amino purina y adidol butirico que mas porcentaje de
yemas axilares brotadas presentd en el medio AlmeRarfitt fue en la dosis de 4.0
mg/l de bencil amino purina + 0.01 mg/l de &ciddolbutirco con un 50 % de
brotacion. En el medio Gamborg fue en la combimaadé 2.0 mg/l de bencil amino
purina + 1.5 mg/l de &cido indolbutirico con un &de brotacion y en el medio
Linsmaier y Skoog en las dosis de 2.0 mg/l de bbemsino purina + 0.1 mg/l de acido
indolbutirco y 4.0 mg/l de bencil amino purina A Gng/l de acido indol butirico ambas

con un 30 % de brotacion.

Las combinaciones hormonales que produjeromimgores niumeros de brotes a los 90

dias de sembrados los explantes en los meditivag fueron las siguientes:

b. Almehdi y Parfitt, 4.0 mg/l de BAP + 0.01 mg/l A con un promedio de 1.8

brotes por explante y con una longitud del brots faggo de 2 centimetros.
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c. En el medio Gamborg en 2.0 mg/l de BAP + 1.5 mg/lIBA con 2.12 brotes

promedio por explantes y con brotes de 1.5 a 2etomyitud.

d. En el medio Linsmaier y Skoog en la dosis de 49l e BAP + 0.1mg/l de IBA

con tres brotes y con una longitud de 1.5 centimaeate largo.

La concentracion al 75 % de sales en el onétlirashige y Skoog favorecio a la
sobreviviencia de los brotes en la fase de enma&rdo, no asi en las concentraciones al
100% 50% y 25% en las cuales los brotes murietos einco dias de haberlos inoculado

en los medios de cultivo.

Las dosis evaluadas de acido indol butiricon@gll, 0.5 mg/l y 1.0 mg/l no indujeron
la formacion de raices en los brotes de melocd®éumus persica (L.) Batsch var.

Salcaja durante los 30 dias que duré la fase daizamiento.



9. RECOMENDACIONES

Los resultados reflejan que existe una dasesPolivinylpyrrolridona que controla al
100% la oxidacion por lo que en estudios futurdsed@n realizarse pruebas con otras

dosis cercanas a la de 900.0 mg/|

Los resultados obtenidos para contrarrestasritaminacion por bacterias y =~ hongos
sugieren aplicar antibidticos y fungasdestreptomicina + oxytetraciclina, sulfato de
cobre pentahidratado, bengnaylas plantas madres de donde se obtiene
el material vegetal por un periodo dengs, asi también a nivel de laboratorio y ademas

probar con otros antibidticos como lplastericina B en la dosis de100 mg/I..

Efectuar otras investigaciones en la espPBcigus persica (L) Batsch var. Salcaja a
nivel in vitro para establecer una dosis que incremente el nuderorotes,
realizando para ello una exploracién cerca de &sdo2.0 mg/l de BAP + 1.5 mg/l de

IBA en la cual fue la que mas brotes produjo usgrata ello el medio Gamborg.

Realizar otros estudios para la fase de enréérdonde brotes de melocotén Prunus
persica (L). Batsch var. Salcaja utilizando para ello ulagores como el acido
naftalenacetico en el rango de 2.0 a 4.0 mg/l y@aoamdol butirico en el rango de 4.0

mg/l a 8.0 mg/l.
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11.APENDICE

11.1 Concentracion para preparar soluciones madres.

Cuadro 33 Concentraciones de los compories de los medios de cultivo

utilizados en el edio

MEDIOS DE CULTIVO mg/I
COMPONENTES| Almehdi y Parfitt| Gamborg| Linsmaiery Skoog Muraghy Skoog
NH4aNO3s | - | e 1650 1650
(NH4)2SOs 270 134 | e e
KNO3 2500 2500 1900 1900
CaCb.2H0 150 150 440 440
MgSOs. 7H0 190 250 370 370
KHPOs | - ] e 170 170
NaHPOQs.H20 150 150 | e -
Na2EDTA 37.3 37.3 37.3 37.3
FeSQ.7H20 27.85 27.85 27.85 27.85
MnSOs.7H20 20 10 22.3 22.3
ZnSO.7H20 2.0 2.0 8.6 8.6
H3BO3 4.5 3.0 6.2 6.2
Kl 0.75 0.75 0.83 0.83
NazMoO4.2H20 0.06 0.25 0.25 0.25
CuSQ.5H0 0.05 0.025 0.025 0.025
CoCb.6H20 0.03 0.025 0.025 0.025
Vitaminas
Thiamina-HCI 5.0 10.0 0.4 0.10
Nicotinamida 0.5 1.0 0.50
Pyridoxina HCI 1.0 1.0 0.50
Otros
(iso-) o myo 25 100 100 100
Inositol
glicina | - | e e 2
Sucrosa 20000 20000 30000 30000
Agar 0.8 % 0.8% 0.8% 0.8%
pH 5.7 5.5 5.7 5.7

11.2 Concentraciones para preparar 0.7 | de soluses madre.

Cuadro 34 Compon@stde macronutrientes a concentracion

20X en los medios de cultivo utilizados

Medio de cultivo

Sustancia AP grs B5grs LS grs MS grd
NH4NO3 | ---mmomm | -omomeeee 23.1 23.1
KNO3 35 35 26.6 26.6
MgSOs. 7TH20 2.66 3.5 5.18 5.18
KHoPOsw | -eemeeee | oo 2.38 2.38
NH4SO1 3.78 1.876 |  ----- | --me-
(NaH2P). H20 2.1 21 | e | e




11.3 Concentracion de cloruro de calcio.

Cuadro 35 Cloruro de calcio diferentes concentraciones por cada medio

de cultivo
Medio de cultivo
Sustancia AP 40X B5 40X LS 30X MS 30X
CaCb.2H0O |4.2 grm/ 0.7 4.2grm/0.7] 6.60grm/0.51 6Ggrm/ 0.5 |

11.4 Concentracion de micronutrientes.

Cuadro 36 Concentraciones de micromigntes en los medios de cultivo utilizados

| Medio de cultivo
Micro A 1000X 1000X 1000X
Sustancia AP grs/ 0.1 | B5grs/ 0.05|  LSgrs/OjMISgrs/0.1 |
MnSOs (4H20) 2 0.5 2.23 2.23
ZnSOy(7H20) 0.2 0.1 0.86 0.86
H3BO3 0.45 0.15 0.62 0.62
NacMoO4. 2H20 0.006 0.0125 0.025 0.025
Micro B 2000X 5000 X 5000 X 5000 X
CoCbk .2H20 0.015 grm/0.25 | 0.0125gr/0.1 0.0125 0.012%
CuSG.5H20 0.025 grm/0.25 | 0.0125gr/0.1] 0.0125 0.0125
11.5 Concentracion de yoduro de potasio.
Cuadro 37 Yoduro de potasaéconcentracion1000 X
Sustancia Medio de cultivo
AP gr/0.11| B5 gr/0.11 | LS gr/0.051] MS gr/ 0.05
Kl 0.075 0.075 0.0415 0.0415

11.6 Concentracion de hierros.

Cuadro 38 Hierros a concentram 200X por cada medio medio basal

Sustancia Medio de cultivo

AP gr/ 0.25 || B5 gr/0.25|LS gr/0.251 | MS gr/0.25 |
Na EDTA 1.865 1.865 1.865 1.865
Fe SQ.7H0 1.3925 1.3925 1.3925 1.3925

11.7 Concentracion de vitaminas.

Cuadro 39 Vitaminas a concentram 1000X por cada medio medio basal

Sustancia Medio de cultivo

AP gr/0.051| B5 gr/0.05| LS gr/0.05] MS gr/0.05
Tiamina-HCI 0.25 0.5 0.02 0.005
Acido nicotinico 0.025 0.05 | = e | e
Pyridoxina-HCI 0.05 005 | = - 0.025




11.8 Concentracion de otros componentes de los nesl

Cuadro 40 Otros componentes a conceation 1000X

Medio de cultivo
Sustancia AP grm/ 0.05| B5 grm/0.05 | LS grm /0.IMS grm /0.1 |
Myo Inositol 1.25 15 15 | -
Sucrosa 20 grm/l de | 20 grm/lI de mediao 30 grm/I de | 30 grm/l de
medio medio medio
Agar 0.8% 0.8% 0.8% 0.8%
Glicina | = | e | s 0.2




