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PREFACIO

Habiendo finalizado mis précticas profesionales en € afio 2013, € proyecto inicié
como una forma de contribuir al trabajo que serealiza en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos. La labor de mis practicas profesionales me ensefio muchas de las destrezas
necesarias para trabgjar en e area de cultivo de tgjidos y a la vez me llend de
curiosidad por €l campo de la propagacion in vitro.

A principios ddl afio 2014 se hizo tangible este proyecto, que inicié como unaidea
de contribuir a desarrollo de pequefias plantulas que fuese posible llevar desde €l
laboratorio a invernadero y asi proveer una nueva fuente de ingresos para €l
Laboratorio de Cultivo de Tejidos, por medio de su venta. Se esperaba también poder
incrementar la posibilidad de trabajar con Primula sp. en Guatemala, debido a su dta
demanda en Europa y su potencial dentro de la industria farmacéutica. Sin embargo,
por motivos de tiempo, llevar e cultivo de Primula sp. hasta plantulas crecidas y listas
para su venta, no fue posible.

Por tanto, se decidio encontrar un protocolo de cultivo y desinfeccion que pudiese
ser replicado y utilizado dentro del Laboratorio de Cultivo de Tegjidos, para futuros
investigadores y potenciales trabgjos de tesis que contindien con la linea de trabajo
establecida con e presente proyecto.
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RESUMEN

Alrededor del mundo, € uso de diversas plantas con fines ornamentales y
medicinales, como Primula sp., es alto. Sin embargo, sus poblaciones disminuyen y
cada dia sus componentes quimicos son méas valorados comerciadmente y por la
industria farmaceéutica, dada la eficacia de los medicamentos que se llevan a cabo con
ellos. Dicho declive poblacional determina cultivo in vitro de Primula sp. méas
necesario y urgente. Por €ello, sellevd a cabo un estudio preliminar que contemplo seis
medios de cultivo MS (Murashige y Skoog) con cinco hormonas de crecimiento (BA,
2,4-D, kinetina, IAA y ANA) durante ocho semanas. La etapa preliminar concluy6
que las hormonas 6-benzil amino purina (BA) y &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 —
D) son las que muestran mejores resultados en desarrollo de callosde Primula sp. en
explantes de hojas y raices. El estudio también revelé altas frecuencias de
contaminacion por una bacteria enddfita (gram positiva). Con base en € estudio
preliminar, se decidio trabajar con dos concentraciones de las hormonas(1 ppmBA +
0.25 ppm 2,4-D y 2 ppm BA+1 ppm 2,4-D), y con la presencia 0 ausencia del
antibiético gentamicina. Los resultados mostraron que € protocolo de desinfeccion
sugerido es efectivo para € desarrollo de callo de Primula sp. en hojas, mas no en
raices. Los tratamientos con concentraciones bajas, 1 ppm (BA) + 0.25 ppm (2,4-D)
sin antibidtico, y atas, 2 ppm (BA) + 1 ppm (2,4-D) con antibiético, mostraron las
mejores respuestaspara €l desarrollo de callo de Primula sp., resultando en un total de
24 explantes de hoja con formacion de callo (n=192) y 5 en explantes de raiz (n=192),
en un periodo de ocho semanas. De acuerdo a los resultados, € antibidtico
gentamicina contribuye a desarrollo de callo en explantes de hoja (18 contaminados,
n=192) méas no en raices, con total de 117 explantes de raiz contaminados (n=192), en
un periodo de ocho semanas.
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ABSTRACT

Around the word, the use of various plants for ornamental and medicinal
purposes, such as Primula sp., is high. However, their populations are declining and
every day their chemica components are valued commercially and by the
pharmaceutical industry, give the efficacy of drugs that are created with them. This
population decline determined in vitro culture of Primula sp. necessary and urgent.
Therefore, | carried out a preliminary study which included six medium of MS
(Murashige and Skoog) with five growth regulators or hormones (BA, 2,4-D, kinetin,
IAA and NAA) for eight weeks. The preliminary stage concluded that hormones with
6-benzyl amino purine (BA) and 2,4 — dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) show better
results in the development of callus in Primula sp. explants of leaves and roots. The
study also revealed high frequencies of contamination by endophytic bacteria (gram
positive). Based on the preliminary study, it was decided to work with two
concentrations of hormones (1 ppm BA + 0.25 ppm 2,4-D and 2 ppm BA + 1 ppm
2,4-D), and in the presence or absence of the antibiotic gentamicin. Results showed
that the disinfection protocol is effective in leaves, but not in roots. Treatments with
low concentrations of hormones, (BA) + 0.25 ppm (2,4-D) without antibiotic, and
high, 2 ppm (BA) + 1 ppm (2,4-D) with antibiotic, showed the best results for callus
formation in Primula sp., resulting in a total of 24 leaf explants with callus formation
(n=192) and 5 in root explants (n=192), over a period of eight weeks. According to the
results, the antibiotic gentamicin helps develop calus from leaf explants (18
contaminated, n=192) but not in roots with 117 total contaminated root explants
(n=192), over aperiod of eight weeks.
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|. INTRODUCCION

La planta ornamental Primula sp. ha sido ampliamente utilizada alrededor del
mundo, tanto por sus cualidades decorativas, como curativas. Durante la Ultima
década se ha reportado gran decrecimiento poblacional en especies del género
Primula, como P. cuneifolia var. hakusanensis, P. veris y P. scotica, oficialmente
reportadas (Benson et al. 2000 y Glover et al. 1995). Si bien sus cualidades
ornamentales pueden ser reemplazadas, € valor medicina de las saponinas,
glucésidos y flavonoides que poseen no lo es. De acuerdo con la industria
farmacéutica, las raices y flores pueden contener hasta 2% de los compuestos mas
utilizados en e desarrollo de expectorantes y diuréticos (Hamidoghli et al. 2011 y
Naroozi et al. 2011); tales cantidades son dificilmente extraidas de otras estructuras
vegetales. Ademas, se debe tomar en cuenta que por la disminucion de poblaciones
silvestres del género, se han reducido también las investigaciones que revelarian el
valor neto de todas |as estructuras vegetal es de plantas Primula sp.

Como pais en desarrollo, Guatemala no ha sobresalido en el estudio de
plantas exdticas y sus propiedades, dejando un nicho de investigacion sin explotar.
Los resultados del trabajo con Primula sp. podrian dar paso a nuevos descubrimientos
gue contribuyan a crecimiento de la industria farmacéutica, asi como de la
agricultura. Nuevas técnicas en cultivo de tegjidos podrian brindar a Guatemala un
futuro en ciencias que van mas ala del desarrollo de calos in vitro, pero este es en
definitiva el primer paso.

FIGURA 1. Ejemplares del género Primula.

(Fuente: Peterson 2014)



A. Antecedentes

1. Descripcion  botanica y propiedades agronomicas de Primula sp.
Primulaceae constituye una familia de plantas angiospermas, con 102 géneros,
formalmente aceptados. El nimero de especies es discutido, ya que la taxonomia
botanica aln se debate en la tematica. Los informes muestran hasta 8,136 plantas
registradas dentro de la familia Primulaceae, sin embargo, Unicamente 2,788 son
especies formalmente aceptadas (The Plant List 2014). Se distribuyen ampliamente
en regiones templadas, en su mayoria, en el hemisferio norte aunque una minoria de
especies se localizaen climas calidos (g. Primula veris L.) (The Plant List 2014).

Primulaceae se caracteriza por poseer 6rganos de almacenaje, permitiéndoles
soportar temperaturas muy bajas. Ejemplos de ello se muestran en € cormo (tallo
engrosado subterraneo) del género Cyclamen sp.o en las raices, con pelos
absorbentes y engrosadas de Primula sp.en donde se localiza una yema latente. En su
mayoria, Primulaceae posee hojas opuestas con tricomas, que cubren de igual forma
los tallos. Las flores, generalmente, poseen cinco pétalos y se ubican en forma de
racimos (Watson y Dallwitz 1992).

FIGURA 2. Talo engrosado subterrdneo o cormo, presente en el género Primula.

(Fuente: Peterson 2014)

El género Primula sp.contiene cerca de 425 especies, la mayoria, cominmente
conocidas como “primula” o “primavera” en idioma espafiol y “primrose”, en idioma



inglés. De éstas, 75% se localiza en la cadena de montafias del Himalaya y China
occidental. El 25% restante puede encontrarse en Norte América, Europa, Asia, Sur
América, Etiopia, Javay Sumatra (Figura 3). Sin embargo, mucho de las especies del
género Primula sp.ain no es comprendido, por ello, diversos métodos de
conservacion han sido de gran utilidad para obtener muestras de los especimenes y
estudiarlos (Mast et. al 2001).

FIGURA 3. Distribucion poblacional del género Primula.

Norte Amperica, Europa, Asia, Sur
América, Etiopia, Javay Sumatra

25%

Himalayas y China Occindental

75%

(Fuente: Mast et. al 2001)

Alrededor del mundo, Primula sp. es cultivada con usos mayormente
ornamentales y decorativos (plantas de jardin, arreglos florales y como relleno para
ropa de cama). Con dichos fines, se le cultiva en sombra, con suelos de 18
centimetros, a temperaturas de entre 10 — 15°C. El tiempo estimado de cosecha es de
siete a nueve meses. Las semillas se colocan en suelos con pH de entre 5.8 y 6.2,
fertilizante (100 — 150 ppm de nitrégeno nitrico), arcilla (15-30%), hierro-quelato y
micronutrientes (Anonimo 2014). Muchas especies de Primula sp. son cultivadas en
regiones como las Islas Britanicas (Ilas del Canal, I1slas Sorlingas Islas Orcadas,
Isas Shetland e Idas Hébridas), Escocia (Glover y Abbott 1995), Serbia
(Macukanovic et al. 2010) y China (reportado en las provincias de Jilin, Liaoning,
Hebel, Shandong y Jiangsu) (Deng et al. 2001).



El cultivo de Primula sp. supone ciertos problemas dada su naturaleza silvestre.
En e campo, Primula sp. crece como colonizador primario y explota rapidamente
parches de suelo(pequefios céspedes). Ello ha generado mecanismos evolutivos que
colocan alas semillas en estado de dormancia si 1as condiciones de crecimiento no son
optimas. Debido a esto se dificulta la habilidad para controlar la densidad de
determinado cultivo, ya que sin importar el nimero de semillas que se planten, no se
garantiza la germinacion de todas. Asi, se genera un segundo problema en e cultivo
de Primula sp. dado que a no germinar todas las semillas, se corre € riesgo del
establecimiento de malezas, al combinarse los individuos que no germinaron con
aquellos de nuevos cultivos luego de las cosechas. Un tercer problema se desencadena
debido a que Primula sp. es una planta bianual, por lo que su cultivo requiere altos
cuidados y la aplicacion de tratamientos constantes que agilicen su crecimiento,
causando atos costos en fertilizantes, estimulantes quimicos y mano de obra
(Lapinskas 1982).

2. Técnicas de cultivo detgjidos: cultivo in vitro. El cultivo de tejidos vegetales
€s una ciencia en desarrollo, que constituye €l crecimiento de células vegetales u
organos, asiladas de una planta madre y posteriormente desarrolladas en un medio
artificial. Para poder propagar determinada planta, pueden utilizarse diversos tejidos
de la misma: brotes o yemas, raices, nodulos, meristemos, hojas, semillas, flores,
regeneracion por embriogénesis, organogenesis, entre otros (George et. al 2007).

Con dichos fines, un laboratorio de cultivo de tejidos debe tener espacio paralas
diversas funciones que dentro del mismo se llevan a cabo. El |aboratorio debe cumplir
con funciones asépticas (lavado y esterilizacion de cristaleria), preparacion de medios,
incubacion de los cultivos y cualquier otra area especidizada para € cultivo de
determinada especie vegetal (Dodds y Roberts 1985).

a. Méodos de desinfeccion y esterilizacidon. En cuanto a técnicas asépticas,
un ambiente correctamente desinfectado y/o estéril es quizés el factor mas importante
en cultivo de tgjidos. Para €ello, €l uso de campanas de flujo (laminar), autoclaves,
instrumentos de flameo, l&amparas UV, |&mparas germicidas, € uso de antibidticos y
un correcto y adecuado lavado de manos son esenciales. A ello, se afiaden los
protocolos de desinfeccion y esterilizacion que se aplican a los cultivos vegetales
antes de o durante su cultivo in vitro (Benson et al. 2000; Bressani 1994; Cerabolini et
al. 2004; Naroozi et al. 2011; Dodds y Roberts 1981; George et al. 2007; Hamidoghli
et al. 2011; Morozowskay Wesolowska 2004; Shimada et al. 1997).



Para Primula sp. Hamidoghli (2011) sugiere un protocolo para la esterilizacion
de semillas, a base de etanol 70% por 30 segundos, hipoclorito de sodio (NaOCI)
concentrado a 2% con dos gotas de Tween 20 por 20 minutos y tres lavados con agua
estéril (sin tiempos especificos). En el mismo afio, Naroozi (2011) propone € mismo
protocolo de esterilizacion para semillas, aunque éste no establece claramente la
concentracion del NaOCI.

Shimada (1997) también utilizé un protocolo de esterilizacion de semillas de
Primula sp. utilizando una solucion de NaOCI 3% por 15 minutos y tres lavados de
agua estéril (tiempos no definidos). Benson (2000) propuso una esterilizacion de
semillas a base de una solucion de hipoclorito Domestos® 10% por cinco minutos y
tres lavados de agua estéril (sin tiempos definidos). A su vez, Cerabolini et al. (2004)
sugieren un protocolo similar, aungue utilizando Unicamente hipoclorito de sodio 4%
con Tween (no especificado) por 10 minutos y tres lavados con agua estéril (sin
tiempos definidos). Morozowska (2004) propone dos protocolos para esterilizacion de
semillas. (1) etanol 70% por 30 segundos, cloro comercial 30% con tres gotas de
Tween 80 por 25-30 minutos y lavados con agua estéril; (2) etanol 70% por 30
segundos, cloruro de mercurio (HgCl2) 0.1% por siete minutos y lavados con agua
estéril. El protocolo no es recomendado pues €l cloruro de mercurio es atamente
voldil a temperatura ambiente y se han registrado casos de envenenamiento en
trabajadores de laboratorio (Dodds y Roberts 1985).

Por su parte, Schween (2003) propuso un protocolo de esterilizacion para
pétalos de flores Primula sp. que incluye etanol 70% por 30 segundos, nitrato de plata
con Tween 20 por tres minutosy tres lavados de agua estéril (sin tiempos definidos).

Debido a la escasez en investigacion sobre Primula sp. no fue posible encontrar
registros de protocol os especificos de desinfeccidn para hojas o raices.

b. Antibidticos. A pesar de la actual abundancia en métodos de desinfeccion
y esterilizacion, ciertos cultivos vegetal es presentan mas retos que otros. Uno de ellos
es la contaminacién por agentes patégenos como bacterias u hongos. Uno de los
métodos utilizados para contrarrestar dicho problema es el uso de agentes antibi6ticos.
En @ cultivo de tegjidos animales, su uso es amplio y variado. Sin embargo, en el
mundo vegetal, a pesar de ser usuales, los antibidticos no son recomendables, pues
suponen resultados impredecibles, como posibles mutaciones genéticas en |os cultivos
in vitro (los antibidticos y sus productos luego de su degradacion pueden ser
metabolizados por tgjidos vegetales) y su uso no garantiza la eliminacién de todos los
agentes patdgenos que puedan af ectar determinado cultivo (Dodds y Roberts 1985).



Uno de los antibioticos mayormente utilizados es e sulfato de gentamicina por
su eficacia en eliminar ciertos agentes patdgenos en diversos cultivos animales y
vegetales (Rudin et al. 1970).Sin embargo, ha mostrado la capacidad de inhibir
procesos de xilogénesis (desarrollo de médula o corteza) en lechugay tubérculos de
alcachofa en concentraciones de entre 50-100 pg/cm?®, mismas que son atamente
recomendadas por los fabricantes del antibidtico (Dodds y Roberts 1981). La
gentamicina también ha probado inhibir la capacidad de desarrollo de callo en tabaco
einiciacion de brotes en e mismo (Dodds y Roberts 1985).

La concentracién adecuada de gentamicina para su uso en cultivo de tejidos
vegetales no ha sido ampliamente estudiada, sin embargo, se ha comprobado que un
medio de cultivo con una concentracion 3ppm de sulfato de gentamicina bloguea
completamente la replicacion del virus del mosaico de tabaco (TMV, por sus siglas en
inglés) en protoplastos.

c. Medios de cultivo y reguladores de crecimiento. La eleccion de
cualquier medio de cultivo depende casi exclusivamente del tejido u 6rgano que desea
cultivarse. El punto inicial en la mayoria de casos es un medio MS (Murashige y
Skoog 1962), atamente utilizado en el cultivo de diversos tegjidos, pues posee
relativamente una ata concentracion de nitrato, potasio e iones de amonio, en
comparacion con otros medios de cultivo; todos favorables para técnicas de cultivo de
tejidos como embriogénesis. Su uso junto con la auxina acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4 — D) es efectivo en la formacion de callo para gran cantidad de tejidos (Dodds y
Roberts 1985).

Para € cultivo de tegjidos in vitro y € establecimiento de callos, auxinas y
citoquininas son los reguladores de crecimiento mayormente necesarios. Las auxinas
son compuestos que estimulan la elongacion de brotes celulares, como el acido indol
acético (IAA), d 24 — D o e &cido naftaleneacético (ANA), auxinas atamente
utilizadas. La auxina que ha mostrado mejores resultados para desarrollo de callo es €
2,4 — D, un herbicida con capacidad de inhibir la organogénesis (diferenciacion celular
y generacion de 6rganos), por 1o que su uso no es recomendable en experimentos que
involucren iniciacion de raices ni brotes. Su uso ha sido ampliamente estudiado, con
concentraciones ideales de 1 ppm para e cultivo de tejidos de zanahoria (Dodds y
Roberts 1985).

Las citoquininas promueven division celular en tejidos vegetales, agunos
gemplos son la 6-benzil amino purina (BA) y la quinetina. Una combinacién de
suplementos auxina-citoquinina son favorables para la regulacién de division celular,
elongacion y diferenciacion celular, asi como formacion de 6rganos. Las giberalinas,



por gemplo, contribuyen a crecimiento de cultivo de meristemos apicales (Dodds y
Roberts 1985).

d. Embriogénesis somatica. En 1958 Frederick Steward y colaboradores
dieron a conocer una nueva técnica de cultivo de tegiidosque revolucionaria todo
preconcepto sobre células sométicas y su potencial como elementos no diferenciados
en e mundo cientifico. Steward describié como sus estudios con zanahoria habian
mostrado la posibilidad de desarrollar nuevas plantulas a partir de células somaticas
(toda célula en un organismo gue no incluye las germinales o embrionarias) de una
planta madre. Los embriones sométicos pueden ser inducidos a través de la
manipulacion de las condiciones de cultivo, como se muestra en la Figura 1
(Zimmerman 1993).

FIGURA 4. Embriogénesis somatica para el cultivo de zanahoria.
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Debe controlarse la germinacion de semillas, seguida por la iniciacion de
cultivo de callo, un tamizado para obtencion de masas pro-embriogénicas (PEMS), se
remueve la hormona en cuestion, 2,4 — D en este caso y prosiguen las etapas
subsecuentes de formacién del embrién (etapas 5 -7) (Zimmerman 1993).



FIGURA 5. Etapas de la embriogénesis somética.
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La primera etapa de la embriogénesis somatica constituye la induccion de una
sola célula (embrioide), que posee gran cantidad de contenido citoplasmatico y un
nucleo relativamente grande, ademas de una ata concentracion de proteinas y acido
ribonucleico (ARN). Cada embrioide atraviesa cuatro etapas para la formacién del
embrién, detalladas en la Figura 2. Luego de varias divisiones celulares, |os agregados



celulares progresan hasta pasar por las etapas globular, acorazonada y de torpedo,
hasta convertirse en pléntulas (Dodds y Roberts 1985).

Las etapas de embriogénesis somética usual mente requieren diversos medios de
cultivo para prosperar. Durante la primera etapa (induccion) se requiere un medio con
auxinas y atas cantidades de nitrogeno reducido. Para la segunda etapa requiere de un
medio con una mezcla de la misma auxina en menor concentracion o con niveles
reducidos de una combinacion de diferentes auxinas. Sin embargo, para agunas
especies vegetales las condiciones de las etapas de induccion y subsecuentes pueden
ocurrir en un mismo medio, utilizando un segundo medio Unicamente para €
desarrollo de la plantula (Dodds y Roberts 1985).

El rol de las citoguininas en embriogénesis somética ha sido ampliamente
debatido y es aln un rincon oscuro en e estudio embriogénesis. La zeatina
(citoquinina exdgena), por gemplo, es capaz de estimular e crecimiento celular en
zanahoria, sin embargo, a afadirse quinetina o benzilaminopurina (auxinas), esta
capacidad se ve atamente inhibida. Dicho efecto inhibitorio de las citoquininas
exogenas puede ser resultado de un incremento de citoquininas endégenas durante €l
desarrollo del embrion (Dodds y Roberts 1985).

La embriogénesis somatica es, en general, una técnica relativamente rapida,
pues la mayoria de los cultivos estudiados se han desarrollado en periodos cortos de
tiempo. En zanahoria, la formacion de embriones inicia a las cuatro o seis semanas
desde el aislamiento de tejido y se consigue un crecimiento éptimo tras 15 semanas.
Sin embargo, se han registrado cultivos con tiempos de formacion de calo o
crecimiento 6ptimo de hasta afios tras e aisdamiento del tegjido (Dodds y Roberts
1985).

e. Formaciéon de callo. Un calo consiste en células de parénquima que
surgen del tejido “madre” y se localizan dentro de una masa amorfa. Dichas céulas
tienen la capacidad de formar tejidos normales que derivan de la planta madre, desde
raices, brotes y embrioides que pueden formar una nueva plantula completa. El
establecimiento de un callo, con en e proceso de embriogénesis, se basa en tres
etapas: induccion, division celular y diferenciacion. La primera fase es quizas la mas
larga, en comparacion con la division celular y la diferenciacion, pues depende de la
especie utilizada, €l explante y el medio de cultivo. A su vez, ladiferenciacion celular
puede ocurrir en forma de elementos cribosos (componentes del floema), células
suberizadas (con apariencia de corcho), células secretoras y tricomas.Un calo
establecido puede poseer coloracion amarillenta, blanca o verde (Dodds y Roberts
1985).
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Luego de su establecimiento, € callo debe pasar a un nuevo medio de cultivo,
fresco, de manera que pueda proliferar. Para ello, es necesario transferir €l callo con
un tamafio adecuado, pues una seccion del mismo demasiado peguefia proliferara de
manera lenta o no o hara en absoluto. El tamafio recomendado es entre 5 — 10 mm de
didmetro, con un peso de entre 20 y 100 mg (Dodds y Roberts 1985).

El momento en el que el callo debe trasplantarse a un nuevo medio puede variar
de acuerdo al cultivo especifico. La respuesta de un callo cultivado se observa como
una curva de crecimiento exponencia y ésta misma puede contribuir a
reconocimiento del tiempo indicado para el trasplante, como se observaen la Figura 3
(Doddsy Roberts 1985).

FIGURA 6. Respuesta de crecimiento de un callo tipico.

1000 -

:

g

X
Tiempoadecuado,

600
aproximado, para

g’ 500 trasplante
400
300}
200
100

] i L 1 1 1 i)

4 8 12 16 20 24 28

Dias decultivo

(Fuente: Dodds y Roberts 1985)

3. Estudios previos. El tgjido de cultivos ha sido una herramienta con diversas
aplicaciones como: uso de productos naturales para la industria farmacéutica y su
desarrollo, programas de conservacion (germoplasma, clones, entre otros),
mejoramiento genético de cultivos y su micropropagacion. Estudios han sido llevados
a cabo en Guatemala, como €l realizado por Bressani (1994), en donde se utilizé la
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técnica de cultivo de tgjidos parala micropropagacion de Tillandsia ionantha scaposa
y Tillandsia magnusiana.

Se han observado diversas estructuras modelo para Primula spy su
micropropagacion, dentro de éstas: semillas (Naroozi et. al 2011; Rossellé y Mayoal
2002; Benson et. al 2000), brotes y yemas (Morozowska y Wesolowska 2004), pétalos
y botones de flor (Schween y Schwenkel 2003), hojas (Shimada et. al 1997). Ademés,
se ha encontrado un incremento en la calidad fenotipica de plantas desarrolladas bajo
la influencia de hormonas de crecimiento. Benson et. al (2000) realiz6 experimentos
con P. scotica en donde se aplicaron medios MS (Murashige y Skoog 1962)
suplementados con 6-benzil amino purina (BAP o BA, por sus siglas en inglés) y
&cido indol acético (IAA, por sus siglas en inglés). También se han utilizado
hormonas como: &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4 — D, por sus siglas en inglés),
acido 1 — naftaleneacético (NAA, por sus siglas en inglés) y kinetina (KIN, por sus
siglas en inglés). También, se ha encontrado que € uso de diversos agentes
gelificantes (Gelrite, Agar, entre otros) pueden influenciar la calidad de las plantas.

Una problematica frecuente en los experimentos realizados es la contaminacion
gue surge dentro de los cultivos, muchas veces ocasionado por bacterias u hongos con
cepas dentro del tejido vascular (xilemay floema) de la planta misma (Agrios 2012).
Diversos agentes antibiéticos pueden ser utilizados, de acuerdo a la naturaleza de la
fuente de infeccion. De acuerdo con Rudinet. al (1970), la gentamicina es uno de los
antibioticos mayormente utilizados, dada su eficacia contra bacterias gram positivas,
gram negativas y agentes fungicos.

4. Costos del cultivo in vitro dePrimula sp. Los estimados para € costo del
establecimiento y mantenimiento de un Laboratorio de Cultivo de Tejidos se muestran
en el Anexo 3. De acuerdo a los precios obtenidos para 2014, cualquier investigacion
gue esté dirigida a la produccion de cultivos in vitrode Primula sp. requerird de un
presupuesto aproximado de Q278, 086.49 (Anexo3).

La cantidad monetaria del establecimiento y mantenimiento de un laboratorio de
cultivo de tgjidos enfocado en el cultivo in vitro de Primula sp. es alta, sin embargo,
los costos estimados para la obtencion de una plantula crecida de Primula sp. en otro
laboratorio es alin mayor. De acuerdo con |os precios estimados que se observan en €l
Anexo 4, la obtencion de un solo paguete de semillas de Primula sp. tiene un costo
aproximado de entre Q14.16 y Q69.75, de acuerdo con la especie y a centro de
compra (datos recabados tras consultas en sitios de internet diversos y Illamadas
telefonicas a proveedores de viveros en Guatemala). Los costos de una plantula
desarrollada in vitro no son abiertamente publicados, por |o que se presumen altos; las
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plantulas son obtenidas Unicamente tras su pedido especial, que debe ser respaldado
por unainstitucion formal, dentro del pais que lo requiera.

En Guatemala, existen dos Unicas formas para adquirir Primula sp., laprimeray
mas comun es su compra en viveros (plantulas en tierra), aunque, su venta no es ata
por lo que los viveros que la ofrecen son escasos. Las plantulas se cotizan entre
Q25.00 y Q30.00. La segunda opcion es la compra de semillas. Ello es menos factible,
ya que son escasos 10s centros de venta y aun localizandolos, las semillas se venden
Unicamente a por mayor.



II. JUSTIFICACION

Durante las Ultimas décadas se ha registrado un decrecimiento en poblaciones
silvestres y/o endémicas de Primula sp. arriesgando diversas especies. El pastoreo e
inviernos severos han causado gque especies como Primula heterocroma no alcancen
madurez vegetativa ni su periodo reproductivo, con atas tasas de mortalidad (Naroozi
et. al 2011, Hamidoghli et. al 2011). Especies como P. cuneifolia var. hakusanensis,
P. verisy P. scotica han mostrado |os mismos patrones de decrecimiento poblacional
(Shimada et. al 1997; Morozowska y Wesolowska 2004; Benson et. al 2000), por lo
gue € actual estado del género Primula sp. es considerado de riesgo alto para la
supervivencia de gran cantidad de sus especies, por lo que es importante su
conservacion.

En Centro América, la biotecnologia de cultivo de tgjidos ha tenido gran
avance en € &rea agricola, con la aplicacion de técnicas in vitro para cultivos como
café (Coffea arabica) o conservaciéon de germoplasma (Dufour 1996). Sin embargo,
las técnicas de cultivo de tejidos no han rebasado los limites de la agricultura, sin
posibilidades de utilizar plantas ornamentales, como Primula sp., para su produccién
en masa. Su uso podria beneficiar a diversos sectores poblacionales con ingresos
monetarios que aumenten sus ganancias, asi como la manutencion de muestras para
estudios farmacol 6gicos en e desarrollo de nuevos medicamentos.

Se ha observado que diversas especies de Primula sp. poseen saponinas,
glucésidos y flavonoides con valor medicinal. Primula veris es una especie
actualmente protegida por leyes de Polonia, donde se distribuye como planta silvestre
y paralacual laindustria farmacéutica debe obtener permisos legal es previos a su uso.

Las raices y rizomas son de gran interés, dado su contenido (10%) de
saponinas de triterpeno: primulasaponina A 'y primulasaponina B, asi como
primulaverosida y primverosida; ambos glucosidos fendlicos. Las raices se utilizan
como expectorante en infecciones de garganta, faringe y bronquios. De igual manera,
las flores pueden contener hasta 2% saponinas de triterpeno, glucésidos fenoliticos y
flavonoddes (37,4, 5’-trimetoxiflavona, quercetin y sus derivados). Dichos
compuestos son utilizados como expectorante y diurético. Una combinacion de dichas
estructuras vegetales y sus compuestos quimicos ha logrado la creacion de
medicamentos como “Bronchicum”, “Pectosol”, “Tussipect” y “Sinupret”
(Morozowska y Wesolowska 2004). Dichos medicamentos son altamente cotizados,
por lo que € vaor del género Primula sp. con sus diversas especies aumenta
drasticamente, al evaluar |o que tienen que ofrecer paralaindustria farmacéutica.
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En Guatemala no existe un método de desarrollo de callo establecido, o
incluso de propagacion de Primula sp. Considerando su ato potencial medicinal,
industrial y de conservacion es imperativa la creacion de una técnica que provea
embriones de Primula sp. como base para un posible y futuro desarrollo de plantulas
en masa para su venta local (como planta ornamental o para uso medicinal) y posible
exportacion con fines de conservacion.



1. OBJETIVOS

General
Evaluar medios de cultivo para € desarrollo de callo para Primula sp. a partir de
explantes de raices y hojas.

Especificos

1. Sugerir un protocolo de desinfeccion efectivo para la formacion de calo de
Primula sp.

2. Establecer callosin vitro a partir de explantes de hojas y raices de Primula sp.

3. Comparar dos concentraciones de hormonas BA y 24-Den medio
M S,concentracion baja (1 ppm BA + 0.25 ppm 2,4 — D) y concentracion ata (2
ppm BA + 1 ppm 2,4 - D).

4. Evauar € efecto del antibidtico gentamicina en la prevencion de contaminacion
en explantes de hojas y raices de Primula sp. paraformar callo.

15



V. HIPOTESIS

El medio de cultivo MS con concentracion BA [2 ppm] + 24 — D [1 ppm] ¥
antibiotico (gentamicing) producird mayor nimero de callos.

. El medio de cultivo MS a concentraciones altas, producira mayor niumero de
calos.

El medio de cultivo con antibiético producird mayor nimero de callos y menor
cantidad de explantes de hojas y raices contaminados.

Los explantes de hojas producirdn mayor niumero de callos que los de raices.

16



V. METODOS

A. Procedimientos

1. Diseflo experimental. Para la obtencion de callos a partir de explantes de
Primula sp. € proceso consistio en tres etapas. ensayos previos, la seleccion del
medio y sus concentraciones, asi como la seleccion de explante a utilizar.

FIGURA 7. Esguema de metodol ogia completa a utilizar en €l proceso de formacion
de callos a partir de explantes de Primula sp.

MSD - 20 [ 1 ppm BA+ 0.25 ppm 2.4-D ]
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*[+] = con antibidtico.
*[-] = sin antibiético.
*N=48 (explantes de hojas y raices), por tratamiento.

La Figura 4 muestra la etapa de “ensayos previos”, con seis medios de cultivo
diferentes, que contribuyeron ala eleccion de los tratamientos finales, detallados en la
etapa de “seleccion de medio y concentraciones.”
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Los tratamientos con las concentraciones elegidas durante dicha etapa se
denominaron “baja” o “alta”, con sus respectivas abreviaturas T1 (tratamiento con
concentracion baja con antibiético), T2 (tratamiento con concentracion baa sin
antibiotico), T3 (tratamiento con concentracion ata con antibiotico) y T4 (tratamiento
con concentracion baja sin antibiético) (cuadro 1 en Establecimiento de tratamientos).

Finalmente, la etapa de “seleccion de explante” condujo al uso de hojas y raices,
a concentraciones de hormonas, adtas y bgjas. Asi mismo, dichas concentraciones se
evaluaron ante la presencia (simbolo [+] en figura 4) y ausencia (simbolo [-] en figura
4) del antibidtico gentamicina.Se muestran los 48 explantes, por tratamiento (N=48),
evaluados ante laformacion de callo, durante un periodo de ocho semanas.

a. Prueba preliminar. Paralograr alcanzar |os objetivos propuestos, se llevd
a cabo una prueba preliminar de seis tratamientos iniciales con sus respectivas
hormonas, detallados en la Figura 4. Por medio de observaciones cualitativas (se
produjo callo/no se produjo callo), se €igio e medio que mostré capacidad de
formacién de callo en un periodo de ocho semanas. Asi mismo, se eligieron dos
estructuras vegetales paralos explantes: hojay raiz.

Durante la prueba preliminar también se evaluaron, cualitativamente, dos
protocolos de desinfeccion. El primero inicié con un bafio de agua corriente por una
hora. En campana de flujo, cada tejido fue trasladado a un vaso de precipitado de 250
ml, con alcohol etilico a 70% por un minuto, luego, se trasladaron a un segundo vaso
de precipitado de 250 ml con cloro comercial (NaOCI 5-6%) concentrado a 30% y
cuatro gotas de Tween 20, agitando manuamente por 30 minutos. Finalmente, se
Ilevaron a cabo tres lavados con agua estéril, por 15 minutos, cada uno.

El segundo protocolo de desinfeccion inicié con un bafio de agua corriente por
una hora y media. En campana de flujo, cada tejido fue trasadado a un vaso de
precipitado de 250 ml, con acohol etilico a 70% por dos minutos, luego, se
trasladaron a un segundo vaso de precipitado de 250 ml con cloro comercial (NaOCI
5-6%) concentrado a 30% y cuatro gotas de Tween 20, agitando manua mente por 40
minutos. Finalmente, se llevaron a cabo tres lavados con agua estéril, por 10 minutos,
cada uno.

A partir de observaciones cudlitativas sobre e tejido luego del proceso de
desinfeccion (tegjido vivo/tejido muerto), se eligio un solo protocol o de desinfeccion.

b. Establecimiento de tratamientos. El medio de cultivo elegido a partir de
la fase de prueba preliminar (MS + 1 ppm BA + 0.25 ppm 2,4 — D) fue analizado
antela concentracion de hormonas, establecida durante dicha fase, y se afiadié otro
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medio de cultivo, con una concentracion ligeramente més dta de las mismas
hormonas (MS + 2 ppm BA + 1 ppm 2,4 — D). Ambas concentraciones fueron
evaluadas ante la presencia 0 ausencia del antibidtico Gentamicina (50 ppm),
proporcionando las cuatro combinaciones de tratamientos finales (cuadro 1), que
fueron utilizadas para evaluar € desarrollo de calo en hojas y raices.Los tratamientos
resultantes fueron cuatro para explantes hojas, y 1os mismos cuatro se aplicaron a
explantes de raices. Los tratamientos se detallan en el Cuadro 1.

CUADRO 1. Tratamientos finales, realizados con el medio de cultivo elegido (MS).

- ESTRUCTURA -
TRATAMIENTO ANTIBIOTICO VEGETAL CODIGO
Medio MS con Hoja T1BH+
T1 concentracion de Presente (+) .
hormonas baja Ralz T1BR+
Medio MS con Hoja T2BH-
T2 concentracion de Ausente (-) Raiz ToBR-
hormonas baja*
Medio MS con Hoja T3AH+
T3 concentracion de Presente (+) .
hormonas alta** Ralz Uialrer
Medio MS con Hoja T4AH-
T4 concentracion de Ausente (-) .
hormonas alta* * Ralz T4AR-

*Concentracion baja= 1 ppm BA + 0.25 ppm 2,4-D
**Concentracion ata= 2 ppm BA y 1 ppm 2,4-D
(+) = Tratamiento CON antibidtico

(-) = Tratamiento SIN antibiético

Los cuatro tratamientos fueron replicados en las estructuras elegidas (hojas y
raices). Se registraron 96 cajas Petri (48 con explantes de hojas y 48 con explantes de
raices) y 384 explantes totales (192 hojas y 192 raices).

2. Obtencion de muestra y stocks. Se obtuvieron plantas madre procedentes de
un vivero local en la ciudad de Guatemala. De éstas se extrgjeron raices y hojas. Las
plantas fueron elegidas, en base ados criterios de descarte. El primero, aplicaba a
hojas, que debian tener una edad aparente especifica, utilizandose Unicamente lasmas
jévenes. El segundo criterio aplico a raices, ya que Unicamente se cortaron entre 2-3
centimetros, desde la punta de las raices centrales. Las raices debian ser centrales, con
a menos 1.5-2 mm de grosor.

En el momento de corte, se tomaron en cuenta todas las plantas madre y s la
estructura vegetal cumplia con €l criterio de descarte, se procedia a cortar, sin
importar la planta madre de la que se tratara. Las plantulas fueron almacenadas en €l
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invernadero de la Universidad del Valle de Guatemala a una temperatura entre 20 —
23°C.

El equipo, material y reactivos utilizados se encontraron dentro del inventario
del Laboratorio de Cultivo de Tgjidos de Proteccion Vegetal, del Centro de Estudios
Agricolas y de Alimentos (CEAA) de la Universidad del Valle de Guatemaa. El
materia utilizado incluyé cajas de Petri plésticas desechables, su preparacion se
detallaen el Anexo 1. Se utilizaron soluciones madre de medios de cultivo Murashige
y Skoog (1962) y soluciones stock de las hormonas (descritas en lafigura 4, en Disefio
experimental) y antibidtico utilizados. La preparacion de los medios de cultivo se
detallaen el Anexo 2.

3. Protocolo de desinfeccion. Se extrajeron los tejidos de interés de las plantas
madre en e invernadero de la Universidad del Vale de Guatemala. Para €ello, se
utilizaron guantes de nitrilo, caas de Petri estériles y hojas de Gillette.
Cuidadosamente, se utilizd una hoja de Gillette por tejido, por planta madre, para
evitar contaminacion cruzada.

Luego de extraer los tejidos, cada uno fue introducido en cajas de Petri estériles,
mismas que fueron selladas, para luego trasladar 1os tejidos a Laboratorio de Cultivo
de Tgidos. Dentro del mismo, se inicid la desinfeccion con un lavado de agua
corriente, jabodn y cepillo. Posteriormente, se eliminaron rastros de tierra o de tegjido
muerto que fuese visible.

Las plantas continuaron el proceso de bafio de agua corriente por una hora. Los
pasos siguientes se llevaron a cabo dentro de una campana de flujo laminar, para
trabgjar bajo un ambiente con menor riesgo de contaminacion. En campana, cada
tegjido fue trasladado a un vaso de precipitado de 250 ml, con acohol etilico al 70%
por un minuto, luego, se trasladaron a un segundo vaso de precipitado de 250 ml con
cloro comercial (NaOCl 5-6%) concentrado a 30%y cuatro gotas de Tween 20,
agitando manualmente por 30 minutos. Finalmente, se llevaron a cabo tres lavados
con agua estéril, por 15 minutos, cada uno.

Continuando en campana de flujo laminar, bgjo un ambiente aséptico, se
utilizaron servilletas de papel, previamente esterilizadas (autoclave), para colocar 10s
tgjidos y eliminar el exceso de agua. Con la ayuda de cgjas de Petri de vidrio, pinzas,
bisturi y un estereoscopio se disectaron |os tejidos, hasta obtener porciones de hojas de
~0.5 cm x 0.5 cm yporciones de raices de ~0.3 cm, que se sembraron inmediatamente
en los medios de cultivo. Las cantidades totales de explantes se detallan en & Cuadro
2.
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CUADRO 2. Numero de explantes de hojas y raices sembrados.
HOJAS RAICES
T1| T2 | T3 | T4 | Total | T1 | T2 | T3 | T4 | Tota

NUmer o de cajas Petri 12 | 12 | 12 | 12 48 12 | 12 | 12 | 12 48

NuUmer o de explantes 43 | 48 | 48 | 48 192 48 | 48 | 48 | 48 192

T1 = Tratamiento con concentracién de hormonas baja, con antibiético.
T2 = Tratamiento con concentracién de hormonas baja, sin antibidtico.
T3 = Tratamiento con concentracién de hormonas alta, con antibiético.
T4 = Tratamiento con concentracion de hormonas ata, sin antibiético.

Como se observa en @ Cuadro 2, se obtuvieron 192 explantes de hojas y 192
explantes de raices, con los que se obtuvieron los resultados del estudio. El detalle de
los tratamientos se muestraen el Cuadro 1.

4. Medio y condiciones de cultivo. Seis medios de cultivo fueron
realizadosinicialmente. Cada medio se ajusté a un pH de 5.7 — 5.8 previo a ser
esterilizadoen autoclave a 121°C, durante 25 minutos.

Cada tgjido fueintroducido a cajas de Petri con medio sélido, inmediatamente
luego de su desinfeccion. Los cultivos de hojas y raices fueron amacenados en un
cuarto de cultivo, a una temperatura media de ~20°C. Con € fin de amacenar los
cultivos en cero luz, se colocaron bolsas de basura limpias alrededor de los estantes
més bajos que contenia el laboratorio de cultivo de tejidos.

Las cagjas Petri utilizadas fueron rotuladas de acuerdo a su contenido. En la parte
superior se indicod la fecha de siembra, tratamiento utilizado, estructura vegetativa
utilizada, nombre del investigador y nimero de cgja Petri. En la parte inferior, se
indic6 unaletra (A — D) que identificaba cada explante (Figura 8).

FIGURA 8. Rotulacién de caja Petri, previo a su almacenamiento.
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VI. RESULTADOS

A. Pruebas prdiminares

Las observaciones de pruebas preliminares mostraron que e medio con
hormonas BA y 2,4-D produjo crecimiento de calo exitosamente en ambas
estructuras, hojay raiz. Las cinco pruebas restantes no mostraron crecimiento alguno,
ademés de presentar mayor cantidad de contaminacion en las estructuras evaluadas.
Asi mismo, las raices se observaron mas propensas a contaminacion que | as hojas.

El contaminante mayormente observado en hojas y raices fue bacteriano,
descrito como cocos gram positivos, luego de su andlisis (segun pruebas llevadas a
cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de los laboratorios de Proteccion Vegetal). La
figura cinco muestra los inicios de contaminacion en hojas, como se observé en la
mayoria de casos, incluyendo raices. La bacteria gram positiva inicia sus colonias
desde el haz vascular y se expande (Figura 9).

FIGURA 9. Contaminacion observada en hojas y raices.
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"mﬂn o, aria Espaia Fotogrulia por: Mana Espana
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La Figura 9 muestra dos fotografias de la contaminacion observada en hojas y
raices. La fotografia A indica los inicios una colonizacion bacteriana desde la vena
centra del explante de hoja. La fotografia B muestra una colonia bacteriana
establecida arededor de todo € explante de raiz; se observa tgjido muerto en los
extremos del explante.
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B. Contaminacion observada en explantes de hojasy raices de Primula sp.
Los resultados de contaminacién para hojasy raices se muestran en el Cuadro 3.
Un glemplo de las observaciones realizadas por contaminacion en hoja se muestra en

laFigura 10.

FIGURA 10. Contaminacion por bacteria, observada en explantes de hoja.
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Fotogrufis por: Maris Espuia

La Figura 10 muestra un explante de hoja, con una colonia bacteriana
establecida en su periferia. La bacteria tiene una coloracién blanca y emerge desde la
vena central del explante.

CUADRO 3. Observacion de explantes contaminados en |os tratamientos en un
periodo de ocho semanas.

HOJAS RAICES

SEMANA T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 2 0 14 8 21
3 0 1 2 4 0 15 8 23
4 0 2 2 5 1 17 10 27
5 0 2 3 6 4 19 13 29
6 0 2 3 12 6 21 15 37
7 0 3 3 12 10 26 28 39
8 0 3 3 12 14 29 33 41

T1 = Tratamiento con concentracién de hormonas baja, con antibiético. *N=48

T2 = Tratamiento con concentracion de hormonas baja, sin antibidtico.
T3 = Tratamiento con concentracion de hormonas alta, con antibiético.
T4 = Tratamiento con concentracion de hormonas alta, sin antibidtico.
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En cuanto a hojas, los resultados de explantes contaminados total es (remarcados
en gris, Cuadro 3) mostraron un mejor resultado para los tratamientos uno, dos y tres,
con cero, tres y tres explantes contaminados, respectivamente. Ello, comparado con el
tratamiento cuatro que mostré 12 explantes de hojas contaminados, de 48 totales.
Todos los resultados, obtenidos en un periodo de ocho semanas.

Para raices, € resultado varid, pues se observo un anico tratamiento con los
mejores resultados, € tratamiento uno. Los datos mostraron 14 explantes de raices
contaminados, de 48 totales. Los tratamientos dos, tres y cuatro revelaron més de la
mitad de explantes de raices contaminados con 29, 33 y 41, respectivamente, de 48
totales. Todos los resultados, obtenidos en un periodo de ocho semanas.

CUADRO 4. Andlisis Kruska-Wallis para contaminacion de hojas y raices. Chi
cuadrado (X?), valores Py estimacion del tamafio de efecto por tratamiento(s).

VALOR ESTIMACION DEL
ESTRUCTURA | TRATAMIENTOS | X2 5 o TAMARO DE
EFECTO

12,34 8429| 0038 | 0.05 36.65%
1,2 3286| 007 | 005 -
13 3286| 007 | 005 :

HOJA 14 7.527| 0006 | 0.05 32.72%
23 0 1 0.05 -
2,4 2009 0156 | 0.05 :
34 2009| 0156 | 0.05 -

12,34 1495 002 | 005 31.81%
1,2 4539| 033 | 0.05 :

13 7.092| 0008 | 0.05 30.80%

RAIZ 14 1187 0001 | 0.05 51.62%
2,3 0.332| 0565 | 0.05 :
2,4 3646| 056 | 0.05 -
34 2067| 0151 | 0.05 :

*os datos destacados en color verde representan aquellos que si mostraron diferencias significativas.

La prueba Kruskal-Wallis mostro una diferencia significativa en la
contaminacion de hojas y raices por tratamiento, con valores P de 0.038 y 0.02,
respectivamente (Cuadro 4). En hojas, € 36.65% de la variacion observada se debe a
los tratamientos evaluados. Los T1 y T4 demostraron una diferencia significativa con
un valor P de 0.006, representando € 32.72% de la variacion encontrada.
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Asi mismo, los tratamientos aplicados a raices también fueron significativos a
explicar lavarianza, con diferenciasenlos T1y T3, paralos cuaes el valor P esigual
a0.008, representando 30.80% de la diferencia entre tratamientos. Tal como en hojas,
los T1 y T4 mostraron una diferencia significativa de 0.001, acreditdndoseles €l
51.62% de la variacion observada. En cuanto a contaminacion en hojas y raices, los
T1, T3y T4 fueron los que mostraron mayor diferenciay explicaron de mejor manera
lavariacion en |os resultados.

FIGURA 11. Histograma de cantidad y porcentaje de explantes de hoja
contaminados, en cuatro tratamientos. N = 48.
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La Figura 11 muestra las diferencias entre tratamientos, previamente evaluadas
en el Cuadro 4. Los T1 y T4, con diferencias significativas en la prueba Kruskal-
Wallis, manifiestan uncontraste de 12 explantes de hoja contaminados (T4), respecto a
cero explantes de hoja contaminados (T1), de 48 totales. Asi mismo, los T2 y T3
revelaron resultados similares, con hasta tres explantes de hoja contaminados, de 48
totales. La Figura 6 muestra los T1, T2 y T3, como los que obtuvieron mejores
resultados respecto a contaminacion de explantes de hoja.
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FIGURA 12. Histograma de cantidad de explantes de raiz contaminados, en cuatro
tratamientos. N = 48.
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La Figura 12 explica las diferencias significativas obtenidas en la prueba
Kruskal-Wallis para explantes de raiz contaminados. Se observa que ninguno de los
tratami entos obtuvo resultados negativos en contaminacion. Los tratamientos dos, tres
y cuatro (bagja concentracion de hormonas sin antibidtico, ata concentracion de
hormonas con antibidtico y ata concentracion de hormonas sin antibi6tico) mostraron
los resultados més atos en nimero de explantes de raiz contaminados, con 29, 33 y
41, respecto a 48 totales. La diferencia significativa observada en el Cuadro 4 mostré
14 explantes contaminados de 48 totales paral 1, respecto a T2, T3 Y T4; unacantidad
casi € doble més baja en comparacion alos tratamientos dos, tresy cuatro.

Los histogramas para contaminacion de hojas y raices, detallados en las figuras
11 y 12, muestran las diferencias encontradas a evaluar valores P. En la Figura 7 se
muestra una clara divergencia entre la cantidad de explantes de hojas contaminados en
T1 (cero contaminacién), en contraste con T4 en donde 12 explantes de hojas se
contaminaron.
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CUADRO 5. Andlisis Chi cuadrado (X?) para contaminacion de hojas y raices entre
tres factores: antibiotico (presencia— ausencia), estructura vegetal (hojasy raices) y
concentracion de hormonas (alta o bgja). Valores P por tratamiento(s).

PRUEBA VALORP CONCLUSION

Antibicticovs. No -1 4 550000000000000021 |~ Significativa
antibiotico

Hojasvs. Raices 0.000000000000000000 Significativa

Concentracion altavs. |, 4,000000000010500 | Significativa
Concentracién baja

Los resultados para las pruebas entre tres factores, mostraron que tanto la
presencia 0 ausencia de antibidticos, la estructura vegetal y la concentraciéon de
hormona son altamente significativos en cuanto a contaminacion. Valores p menores a
0.05 prueban su relacién con € grado de contaminacion encontrado.

C. Formacién de callos observada en explantes de hojasy raices de Primula sp.

En explantes de hoja, los callos se formaron lentamente, pudiéndose observar
con detalle en laFigura 13.
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FIGURA 13. Observaciones de formacion de callo en explantes de hoja.

Folografia por: Maria Espafin Fotografia por: Maria Espana

Fotogruita por: Maria Espuia L Bl Fotografia por Miria Expatia

En la Figura 13 se observan fotografias de la formacion de callo en hojas. Dicho
proceso inicié por la elongacion del tegjido vascular (A), que luego formoé pequeios
bultos (B), mismos que se transformaron en pequefios calos (C y D), que con € paso
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de los dias adquirieron un mayor tamafio (E) y se extendieron dentro del explante (F).
Todo € proceso se obtuvo en un periodo de 8 semanas. Un proceso similar ocurrio en
laformacion de callo en explantes de raiz.

FIGURA 14. Observaciones de formacion de callo en explantes deraiz.

Fotografia por: Maria Espana

La Figura 14 muestra la misma imagen, en dos fotografias. Se observan
claramente |os callos surgiendo, tras un periodo de ocho semanas.

Los resultados respecto a formacién de callos para explantes de hojas y raices se
detallan enlosCuados6y 7,y enlasFiguras 11y 12.
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CUADRO 6. Observacién de obtencion de call os en los tratamientos en un periodo de

ocho semaneas.
HOJAS RAICES
SEMANA

T1 T2 T3 T4 T1 T2 T3 T4
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 10 3 2 0 0 0 2
5 0 10 6 2 0 0 0 2
6 0 12 6 3 0 0 2 2
7 0 13 6 5 0 0 3 2
8 0 13 6 5 0 0 3 2

T1 = Tratamiento con concentracién de hormonas baja, con antibiético. *N=48

T2 = Tratamiento con concentracién de hormonas baja, sin antibidtico.
T3 = Tratamiento con concentracion de hormonas alta, con antibiético.
T4 = Tratamiento con concentracion de hormonas ata, sin antibiético.

El Cuadro 6 muestra los resultados en cuanto a obtencion de calos para
explantes de hojas y raices (los datos resaltados en gris muestran las cantidades
finales). Para hojas, T2 obtuvo un nimero maximode 13 explantes que resultaron en
formacién de callo. Ello, lo separa de los T1, T3 y T4, con los mejores resultados
obtenidos (en un periodo de ocho semanas) para formacion de callo en hojas. El
segundo con mejores resultados fue T3, pues en un periodo de ocho semanas, seis de
los explantes de hoja resultaron en formacién de callo. Ello, respecto a 48 totales. En
cuanto a T1, éste mostro resultados mas bajos, ya que ningun explante de hoja resultd
en formacion de callo.

Se observa también que la formacion de callos en explantes de raices fue menor,
comparada con la de hojas. Unicamente los T3 y T4 muestran resultados positivos
para formacion de calos, con tres y dos explantes de raiz, respectivamente, que
resultaron en callo.
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CUADRO 7. Andisis Kruskal-Wallis paraformacién de callo en hojas y raices. Chi
cuadrado (X?), valores Py estimacion del tamafio de efecto por tratamiento(s).

ESTIMACION
ESTRUCTURA | TRATAMIENTOS | X2 |VALORP| ¢ | DEL TAMARO
DE EFECTO
12,34 873 | 003 | 005 37.95%
12 7493| 0006 | 005 3257%
13 6 | 0014 | 005 26.08%
HOJA 14 3273| 007 [ 005 -
23 109 | 0295 | 005 -
24 2063| 0151 | 005 -
34 0347| 055 | 0.05 -
RAIZ 1234 0529| 0467 [ 005 -

*Los datos destacados en color gris representan agquellos que si mostraron diferencias significativas.

El Cuadro 7 muestra una diferencia significativa en cuanto a crecimiento de
callo para hojas. Se observé un valor P de 0.03, para el cual 37.95% de la variabilidad
entre tratamientos se debe a los mismos. Los T1, T2 y T3 mostraron la Unica
diferencia significativa, a ser evaluados. Los T1y T2 obtuvieron un valor P de 0.006
con una estimacion del tamafio de efecto de 32.57%. Delamismamanera, losT1y T3
obtuvieron un valor P de 0.014 acreditandoseles e 26.08% de la variabilidad
observada. Las raices no mostraron diferencia significativa en cuanto a los
tratamientos aplicados.

FIGURA 15. Histograma de cantidad de explantes de hoja con formacion de callo, en
cuatro tratamientos. N = 48.
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La cantidad de callos obtenidos para explantes de hoja fue alta, como se detalla
en lafigura 11. Se observa un valor nulo para T1, en comparacion con T2que mostro
una alta eficacia, obteniendo hasta 13 hojas con desarrollo de callo (de 48 totales). El
T3 obtuvo, deigua manera, buenos resultados pues se obtuvieron hasta 6explantes de
hojas con desarrollo de callo. El T4(ata concentracion de hormonas sin antibiotico)
mostré menor capacidad de generacion de callo (hasta una hoja con callo generado),
aunque dos valores atipicos mostraron que podrian |legarse a obtener hasta dos hojas
con callo formado.

FIGURA 16. Histograma de cantidad de explantes de raiz con formacion de callo, en
cuatro tratamientos. N = 48.
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En cuanto a raices, tal como se mostré en el Cuadro 6, ningun tratamiento
obtuvo resultados significativamente distintos, debido a una muy baja generacién de
callo. Unicamente los T3 y T4 (alta concentracion de hormonas con antibidtico y dta
concentracion de hormonas sin antibiético) resultaron enformacion de callo paratresy
dos explantes de raices, respectivamente, de 48 totales (Figura 12).
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CUADRO 8. Andlisis Chi cuadrado (X?) paradesarrollo de callo en hojas y raices
entre tres factores. antibiotico (presencia— ausencia), estructura vegetal (hojasy
raices) y concentracion de hormonas (alta o baja). Vaores P por tratamiento(s).

PRUEBA VALORP CONCLUSION
Antibidtico vs. No antibidtico 0.000046487891597147 Significativa
Hojasvs. Raices 0.000005304312949889 Significativa
Concentracion alta vs. Concentracion baja | 0.000129079930622528 Significativa

Los resultados para las pruebas entre tres factores, mostraron que tanto la
presencia o ausencia de antibidticos, la estructura vegetal y la concentraciéon de
hormona son atamente significativos en cuanto a desarrollo de calo. Valores p
menores a 0.05 prueban su relaciéon con el nimero de callos desarrollados durante €l

periodo de estudio.




VIl. DISCUSION

A. Pruebaspréiminares

Para dar inicio a las pruebas preliminares, se obtuvieron plantulas de Primula
sp. en un vivero de la ciudad de Guatemala. Se considerd la compra de semillas en
lugar de pléntulas crecidas, sin embargo, los datos de costos (Anexo 4) mostraron ser
muy altos ya que, a ello, deben afadirsele |os costos de envio desde el pais de origen
hasta Guatemala. Dichas cantidades varian en moneda y época. Ademés, se debe
considerar gque los centros de cultivo de Primula sp. se encuentran mayoritariamente
en Europa y Asia, elevando los costos alin més. En América, pueden adquirirse
semillas de Primula sp. transportadas de Estados Unidos, sin embargo, |0os costos son
mas altos en comparacion con otras especies, debido a que dicho pais también debe
transportar sus cultivos desde Europao Asia.

Debida la dificultad para adquirir semillas o plantulas en Guatemala, los costos
a largo plazo son muy elevados, especialmente, s € objetivo es establecer un
laboratorio de cultivo in vitro de Primula sp. que sea auto sostenible y que produzca
suficientes individuos para su venta o con fines de investigacion. Para dicho caso, €
establecimiento de un laboratorio de cultivo in vitro de Primula sp. es la forma que
proveera menores costos a largo plazo. Por ello, se decidi6 obtener las plantas madre
deun vivero local y asi reducir los costos del estudio.

En cuanto a las pruebas preliminares de medios de cultivo, |os seis tratamientos
iniciales mostraron gran diferencia en cuanto a formacién de callo, durante el tiempo
en que se cultivaron (8 semanas). Si bien e &cido indol acético (IAA) es una auxina
recomendada, ésta también es facilmente degradada por componentes como la luz u
oxidacion enzimatica. (Dodds y Roberts 1985). A pesar de que los cultivos fueron
almacenados buscando la mayor oscuridad posible, ésta no puede ser garantizada pues
el laboratorio de cultivo también mantiene otros tejidos vegetales que requieren de luz
y el material utilizado (bolsas de basura limpias) para “crear” un ambiente oscuro,
permitian el paso de una pequefia cantidad de luz hacia los cultivos. Ello, pudo ser la
fuente de la degradacion de IAA vy, por tanto, de la nula formacién de callo en €
medio con IAA y kinetina.

Por su parte, € 2,4-D es quizés, la auxina méas recomendada para formacién de
callo, aunque concentraciones muy altas suprimen toda actividad (Dodds y Roberts
1985). Este fue € caso de los medios MSD-20 y MSD-10 que contenian atas
concentraciones de 2,4-D (Apéndice 2) y obtuvieron cero calos formados en un
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periodo de 8 semanas. El ANA es también una auxina atamente recomendada, aunque
tiene los mismos efectos que 2,4-D yen atas concentraciones puede suprimir la
formacion de callo (Masteller y Holdern 1970).

El medio de cultivo con una concentracion estandar de 2,4-D (0.1 pm — 5 ppm)
ha obtenido los mejores resultados en formacion de callo (Masteller y Holden 1970).
Por tanto, la combinacion de 2,4-D y BA utilizada en |la etapa preliminardel presente
estudio contenia las concentraciones deseadas para la formacion de callo y fue
medio que logré laformacion de callo en un periodo de ocho semanas.

En cuanto a contaminacion durante la etapa preliminar, dado que e
contaminante mayormente observado fue una bacteria gram positiva y que un
protocolo de desinfeccion més agresivo prob6 matar € tejido vegetal, se decidio
utilizar un antibiético (Gentamicina) por sus atas tasas de éxito enla eliminacién de
pat6genos gram positivos y gram negativosin vitro ein vivo (Rudin et al. 1970).

La etapa preliminar culming tras la formacién de al menos un callo de Primula
sp. Ello ocurrié en un periodo de ocho semanas, razén por la cua € estudio principal
tuvo una periodo de duracion equival ente (8 semanas).

B. Contaminacion observada en explantes de hojasy raices de Primula sp.

Los resultados para contaminacion determinaron que e protocolo de
desinfeccion establecido es efectivo, sin embargo, también se encontré6 que la
contaminacion puede verse significativamente elevada de acuerdo a medio de cultivo
utilizado, la estructura vegetal evaluada y la presencia o ausencia del antibidtico
(gentamicina). El tratamiento que resultd en menor nimero de hojas contaminadas (0
hojas) fue T1 (baja concentracion de hormonas, con antibiotico) y el tratamiento con
mayor nimero de hojas contaminadas (12 hojas)fue T4 (alta concentracién de
hormonas, sin antibiético). Ello implica que €l uso del antibidtico gentamicina parala
desinfeccion de explantes de hoja es altamente efectivo, con cero contaminacion ante
su uso (T1) y ata contaminacion en su ausencia (T4). La diferencia entre los
tratamientos también podria explicarse, dado que, si bien las hormonas utilizadas (BA
y 2,4-D) han reportado resultados satisfactorios en propagacion in vitro de Primula sp.
(Morozowska 2004), concentraciones atas de las mismas pueden ser favorables para
potencial es patdgenos del ambiente o presentes en la misma planta.

Las raices mostraron atos niveles de contaminacién, para todos los
tratamientos, con atas cantidades explantes contaminados: 14 (T1), 29 (T2), 33(T3) y
41 (T4), de 48 explantes totales por tratamiento. En comparacién con los resultados de
hojas, € tratamiento a concentraciones bajas, con antibiético (T1), no fue igualmente
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exitoso. La diferencia podria basarse, principalmente, en la fisiologia de la estructura
vegetal utilizaday factores ambientales (patdégenos).

Las hojas poseen un &rea de exposicion mayor que las raices, por o que es
posible acanzar la mayor parte de la superficie durante la desinfeccién. Ademés, las
raices poseen mayor cantidad de tricomas de pequefio tamafio que dificultan € ingreso
de los reactivos utilizados durante la desinfeccion establecida. Incluido € T1 (bgja
concentracion de hormonas, con antibiético), que mostré mejores resultados en hojas
(O hojas contaminadas), las raices requieren un tratamiento de desinfeccion més
severo, aunque ello puede llegar a ser dafiino para la misma planta, basado en los
estudios preliminares que mostraron muerte celular ante un protocolo de desinfeccion
mas severo (alcohal etilico 70% por dos minutos y cloro comercia (30%) con Tween
20 por 40 minutos) que € utilizado (acohol etilico 70% por un minuto y cloro
comercial (30%) con Tween 20 por 30 minutos).

Conjuntamente, se presume la presencia de los cocos gram positivos
(encontrados en e material contaminado), dentro de las plantas madre (bacterias
enddfitas). Las bacterias enddfitas se clasifican como intermediarios entre bacterias
sapréfitas y baterias patogénicas ya que no causan sintomas de dafio en la planta
(Rariz et al. 2012). Se han aislado en plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas, con
especies forestales, frutal es, plantas herbaceas (cafia de azlcar, entre otros), orquideas
(Pérez et al. 2010) y Primula vulgaris (Seyring 1998, 1999).

Las plantas madres de Primula sp. utilizadas para extraer hojas y raices, no
mostraron sintomas de bacterias enddfitas, sin embargo, las observaciones mostraron
gue las mismas surgieron desde € interior de las nervaduras de las hojas y se
propagaron hacia el medio de cultivo. De la misma manera, se observo que, en raices,
la contaminaci én bacteriana radi caba desde el medio de los explantes.

C. Formacién decallos

En cuanto a formacién de calo, los resultados mostraron una diferencia
significativa entre hojas y raices, asi como entre tratamientos.

En hojas, |os resultados mostraron una cantidad nula de desarrollo de callo (cero
callos) en € tratamiento con baja concentracién de hormonas y antibiético (T1). Ello
podriaindicar un caso de inhibicién por € antibidtico utilizado (Rudin et al. 1970), ya
gue a compararse €l T1 con € tratamiento de la misma concentracion sin antibiotico
(T2), se observa una clara diferencia en €l éxito del desarrollo de callo (T2 = 13 callos
formados).

En € tratamiento con baja concentracion de hormonas sin antibiético (T2), se
observa que los callos comenzaron a formarse, a partir de la semana 4, un resultado
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bastante mas rapido que mostrado en las pruebas preliminares. Afiadido, se obtuvo
que, si bien, € tratamiento con baja concentracién de hormonas con antibiético (T1)
no fue exitoso para desarrollo de callo, fue el que mostré un indice de contaminacion
nulo. Ello podria indicar baja calidad en e tratamiento, pues quizas el antibiético fue
capaz de inhibir incluso € crecimiento de patdgenos, eliminando toda posibilidad de
crecimiento de callo.

El tratamiento con ata concentracion de hormonas y antibiético (T3)
mostroindices méas bajos de éxito que T2 (bga concentracion de hormonas sin
antibiotico), con seis explantes de hoja que formaron callo. A diferencia de los
tratamientos con baja concentracion de hormonas (T1y T2), los tratamientos con altas
concentraciones de hormona (T3 y T4) no mostraron evidencias de inhibicion por
antibidtico (T3=6 explantes formaron callo, T4=5 explantes formaron callo) aunque
no puede descartarse la posibilidad de que si haya existido y se requiera mas tiempo
de cultivo para encontrar una diferencia significativa. También debe considerarsela
inhibicion ya observada por € efecto de hormonas a concentraciones altas (Gaspar et
al. 1996). Ello podria explicar la ligera diferencia entre T2, T3 y T4, en cuanto a su
eficacia para generar callo en un periodo de ocho semanas (T2=13, T3=6, T4=5).
Consecuentemente, debe tomarse en cuenta que T3 (alta concentracion de hormonas
con antibidtico) obtuvo bajos niveles de contaminacion, por 1o que el mismo podria
alcanzar la eficacia de T2 d evitar la contaminacion de explantes que pueden
cultivarse por més tiempo y formar més callos.

El tratamiento con alta concentracion de hormonas sin antibiético (T4), no
resultd ser tan eficiente como T2y T3. Se observo que si bien selogré e desarrollo de
calo en cinco explantes de hojas, también se produjo una ata contaminacion (12
explantes de hoja contaminados). Ello cred gran desventaja para T4, en cuanto a su
eficacia para formar callos, pues se obtuvieron callos, pero éstos corrian €l riesgo de
contaminarse rapidamente. En ello también se reflgga como e uso dd antibidtico
gentamicina puede repercutir no solo en la frecuencia de explantes contaminados, sino
en su eficacia como tratamientos adecuados y productivos para formar callo, dado que
T4 no contenia gentamicina, y asi, probo ser ligeramente beneficiosopara formacion
de callo y medianamente susceptible a contaminacion.

En € caso de las raices, los resultados no fueron los esperados. La baja tasa de
desarrollo de calo y la alta tasa de contaminacion, hicieron que las raices fuesen la
estructura vegetal menos conveniente para € desarrollo de calo en e presente
estudio. Sin embargo, no se descarta su éxito al ser evaluadas con diferentes hormonas
0 protocol os de desinfeccion (Schween 2003).

En la evaluacion realizada, se encontré que los T3 y T4 fueron capaces de
formar dos y un callo, respectivamente. Desafortunadamente, ello no es suficiente
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para crear una diferencia significativa en cuanto al desarrollo de calo (andisis
Kruskal-Wallis, cuadro 6), comparado con el encontrado en explantes de hojas
(andlisis Kruskal-Wallis, cuadro 4). La dta frecuencia de contaminacién (entre 14 y
41 explantes de raiz contaminados, cuadro 3 en Metodologia) se presume como
principal factor ante el la baja formacion de callo en raices de Primula sp. pues desde
la semana 2 ya se observaban altas cantidades de raices contaminadas (T2=14, T3=8,
T4=21), matando €l tejido e impidiendo la formacién de callo.

Una posible segunda causa de la baja formacién de callo en raices es € tiempo
de cultivo, pues quizas ocho semanas no son suficientes para la formacion de callo en
raices, aunque los resultados en hojas si sean favorables.

Los tratamientos con bajas (T1 y T2) y atas (T3 y T4) concentraciones de
hormonas y su éxito en € desarrollo de calo para Primula sp. dependen en gran
medida de un protocolo de desinfeccion efectivo, € uso de antibidticos y |as tasas de
contaminacion que se generen dentro del cultivo.



VIIl. CONCLUSIONES

Los medios de cultivo 1 ppm (BA) + 0.25 ppm (2,4-D) y 2 ppm (BA) + 1 ppm
(2,4-D), con y sin antibidtico, fueron evaluados exitosamente, resultando en un total
de 24 explantes de hoja con formacién de callo (n=192) y 5 explantes de raiz (n=192)
con formacion de callo, en un periodo de ocho semanas.

En hojas, € protocolo de desinfeccion con acohol etilico (70%) por un minuto,
cloro comercia (30%) con Tween 20por 30 minutos y tres lavados de 15 minutos con
agua destilada es efectivo para el desarrollo de callo de Primula sp.

En raices, € protocolo de desinfeccién con alcohol etilico (70%) por un minuto,
cloro comercial (30%) con Tween 20 por 30 minutos y tres lavados de 15 minutos con
agua destilada no es efectivo para € desarrollo de callo de Primula sp. Se sugiere
cambiar €l protocolo.

Los tratamientos con concentraciones bajas de hormonas (1 ppm BA+0.25 ppm
2,4-D) sin antibiético y concentraciones atas de hormonas (2 ppm BA+1 ppm 2,4-D)
con antibiético, mostraron ser los mejores para el desarrollo de callo de Primula sp en
un periodo de ocho semanas.

En hojas, € antibidtico gentamicina (50 ppm) contribuye atamente a la
prevencion de contaminacion, con un total de 18 explantes de hoja contaminados
(n=192), durante un periodo de ocho semanas.

En raices, € antibidtico gentamicina (50 ppm) no contribuye a la prevencién de
contaminacion, con una cantidad total de 117 explantes de raiz contaminados (n=192),
en un periodo de ocho semanas.
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| X. RECOMENDACIONES

Llevar a cabo maés estudios sobre e cultivo in vitro de Primula sp. Se sugiere
elaborar protocolos con medio de cultivo MS y nuevas hormonas de crecimiento,
como Zesatina, 6-[y, y-dimetilalamino] purina o agua de coco, dados los resultados
positivos que se han reportado (Dodds y Roberts 1985) para la formacion de callo en
tejidos vegetales.

Se sugiere evaluar nuevas formas de modificar e protocolo de desinfeccion
para hojas y raices. No se recomienda aumentar las concentraciones o los tiempos de
exposicion ya establecidos dentro del protocolo de desinfeccion, pues € tejido vegetal
muere. En su lugar, podria evaluarse la respuesta de contaminacion para hojas y raices
utilizando nuevos antibi6ticos como e nitrato de plata, verde brillante o novobiocina.
No se recomiendan dosis mayores de gentamicina, pues podria llevar a mutaciones
genéticas dentro de los cultivos (Dodd y Roberts).

Aumentar €l tiempo de cultivo de cada tejido, a més de ocho semanas para
observar las cantidades maximas de formacion de callos que cada tratamiento puede
estimular.

Establecer un cultivo de Primula sp. dentro del Laboratorio de Cultivo de
Tejidos que podria ser Util en la docenciay como materia didéactico/de préctica, para
Cursos que asi o ameriten.

Se sugiere redizar un estudio fitopatologico a las plantas madre, previo a €
cultivo in vitro. Ello podria contribuir a la determinacion de pat6genos, como
bacterias enddfitas, y reducir |os porcentgjes de contaminacion.
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ANEXO 1

Preparacion de material para cultivo detgidos. cajas de Petri y rotulacién

Las cajas de Petri serén plésticas dado € trabajo con medios de cultivo que
poseen &cido 2, 4 — diclorofenoxiacético. Las cajas Petri se compraran en empagues
de 10 o 25 unidades, selladas y esterilizadas. Se verteran los medios dentro de las
cajas de Petri dentro de una campana de flujo laminar.

Para finalizar, se colocara Parafilm® en los bordes de las cgjas de Petri para
impermeabilizarlas. La rotulacion utilizada correspondera a manual pre-establecido
por ladireccion del Laboratorio de Cultivo de Tejidos.

El material de desinfeccién y siembra de los cultivos incluye pinzas de punta
fina, servilletas, cajas Petri de vidrio, vasos de precipitado de 250 ml yagua estéril.
Todo ello sera esterilizado utilizando una autoclave a121 ° C, durante 25 minutos.
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CUADRO 9. Preparacién de medios de cultivo Murashige y Skoog (1962)

. Cantidad (mg/l)
Reactivo

M S completo MSD10 M SD20
Macronutrientes 100 100 100
Micronutrientes 1 1 1
Cdcio 10 10 10
Hierro 10 10 10
Vitamina B5 2 2 2
24-D 0 50 100
Sacarosa 309 309 309
Agua destilada Ajustar volumen | Ajustar volumen | Ajustar volumen
Ajustar pH a 5.8 5.8 5.8
Gelrite/Agar 20/35¢9 209/35¢ 20/35¢9

Autoclave

*Se prepard un litro por medios de cultivo.
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ANEXO 3

CUADRO 10. Presupuesto estimado para cultivo in vitro de Primula sp. en un
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad del Valle de

Guatemala.
Renglon de gasto Solicitada Contrapartida Total
UVG

PERSONAL Q7,200.00 Q72,000.00 Q79,200.00

MATERIAL Y EQUIPO Q152,454.30 Q300.00 Q152,754.30
REACTIVOS
(macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, | Q32,790.23 Q32,790.23
hormonas y agentes gelificantes)

TOTAL Q205,686.74 | Q72,399.75 | Q278,086.49

*Los precios se estiman de acuerdo con datos cotizados en enero de 2014.
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ANEXO 4
CUADRO 11. Estimacion de gastos de compra de Primula sp. en Guatemalay el
extranjero.
" Estructura : .
Sttiode Cantidad vegetal Precioen | Precioen Precioen Q.
compra : Uss$ €
cotizada
China | LPAOUEC(0 | ooijias | 177 . 1416
uni dades) (més gastos de envio)
1 paquete (40 : 69.75
Europa unidades) Semillas - 7.99 (ks gacton denvic)
China 1 Planla |, 27 . 1436
(bonsai) (més gastos de envio)
China 1 Plantula | 5 g9 . 419z
(bonsal) (més gastos de envio)
. 1 pagquete . ) 47.20
China (50 unidades) Semiillas 5.90 (s gactos deernic)
Guatemaa 1 Plantula - - 25.00 - 35.00

*La estimacion NO toma en cuenta los gastos de transporte desde el extranjero. Dicho valor varia por
épocay por valor de moneda, por lo que no se contempla en los val ores presentados en el cuadro.
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Datos brutos de estudio. Almacenamiento de informacion para andlisis de resultados.

CUADRO 12. Datos brutos de contaminacion de explantes de hojay raiz, en medio

T1BH+y T1BR+.
REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T1BH+) REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T1BR+)
z Z
@ 5 z 3 Q 3 z 5
< 8 < < 8 <
Z pd n pd %) Z pd n b n
Q = i @) = w Q = | 0 = i
O b > a = zZ O = Z =) = P
o S o o W s o o = o ow & o
FECHA a g O sE E 3} a 5 @) sk e e}
w @) < = o) < L o) < > @) <
= O P o g O & = ) & g O P
pd (a) [a) Z [a) [a)
m| < ) = © < A @ < ) g © < A
< @) s} 'U_') @) [5a) < [a) 5} '(7) [a) [ia}
o E o o E O o E o ] E o
i | 2 2 | 3 i |z : | 3
w o = o < o = R
s s
Semana0 1 0/4 No 7 /4 No 1 /4 No 7 0/4 No
(sembrade cultivo) 2 o/ No 8 0l4 No 2 0l4 No 8 0l4 No
ﬁ‘o?;;l?rade 18082014 | 3 o/ No 9 0l4 No 3 0l4 No 9 0l4 No
4 0/4 No 10 /4 No 4 /4 No 10 0/4 No
f;,e(g’,rade 19/08/2014 5 0/4 No 11 04 No 5 04 No 1 /4 No
6 0/4 No 12 /4 No 6 /4 No 12 /4 No
1 0/4 No 7 /4 No 1 /4 No 7 /4 No
Semana 1l
2 0/4 No 8 /4 No 2 /4 No 8 /4 No
?o?;k_)rade 25/08/2014 3 0/4 No 9 /4 No 3 /4 No 9 /4 No
4 0/4 No 10 /4 No 4 /4 No 10 /4 No
raaje'c’;)_rade 26/08/2014 | 5 o/ No 1 o/ No 5 o/ No 1 ol No
6 0/4 No 12 /4 No 6 /4 No 12 /4 No
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T1BH+)

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES

(T1BR+)
= n Q » Q o | 2 o
- < i - < i o < i o < i
L a w w Ia) L a ww Ia)
FECHA =2 22 5 >F| 22 5 =z| 25| 6| 35| 25| ¢
Zo| o< O zZo| o< G zZo| o< O zZ5| o< 3
<| E= < ol £ < <| = < m| £= <
gz z& & 52| 28 i gz 22| 2z | £2] z&| =
Q < Z <b (o] < b z <E
ho| 02 ) ho| 02 ) hol 6| © | Ba| 0| 9
L O oM w O o m Ll O oM w o O Jas)
) O o > O o ) O o ) O o)
= = = =
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 2
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
sembra 00014 | 3 0/4 No 9 0/4 No 3 o4 | No 9 o4 | No
dehojas:
4 0/4 No 10 0/4 No 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembra
de 2/9/2014 5 0/4 No 11 0/4 No 5 0/4 No 11 0/4 No
raices:
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 No
1 0/4 7 0/4 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 3
2 0/4 8 0/4 2 0/4 No 8 0/4 No
S emt_)ra' 8/9/2014 3 0/4 Hojas con 9 0/4 Hojas con 3 0/4 No 9 0/4 No
dehojas: . :
brilloy brilloy
apariencia apariencia
4 0/4 eralEsich 10 0/4 eraliEsch 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembra
de 9/9/2014 5 0/4 11 0/4 5 0/4 No 11 0/4 No
raices:
6 0/4 12 0/4 6 0/4 No 12 0/4 No
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 4
Raiz
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 1/4 A
Siembra 4 6099014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 0/4 No 9 0/4 No
dehojas:
4 0/4 No 10 0/4 No 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembra
de 16/09/2014 5 0/4 No 11 0/4 No 5 0/4 No 11 0/4 No
raices:
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 No
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Continuacion Cuadro 12

REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES
(T1BH+) (T1BR+)
Q o | 2 o | 2 n | 2 "
a < L ] < il ] < il [a] < i
[} o ww a m a w w Ia)
FECHA =z| 2<| & | =E| 25| & | =% 22| & | 25| 22 5
zZo| o= @] zZo| o< @] zZo| o< O zZo| oZ 3]
| £= < | =3 < | £= < | £ 4
gz| 28 & 201 =& & gz| 28 & 291 =8 h?
e} <bE Z <bE Q <bE Z <b
hbo| OZ ) ho| 02 A ho| 02 A hbo| OZ o
L Q o0 w o Q faa) L Q faa) w O Q m
S O o - O o S O o S O o
s s s s
1 /4 No 7 /4 No 1 0/4 No 7 /4 No
Semana 5
2 /4 No 8 0/4 No 2 /4 No 8 v4 | RaizA
Siembra
dohojes 22092014 | 3 0/4 No 9 0/4 No 3 0/4 No 9 0/4 No
4 o | No 10 | oa | No 4 o4 | No 10 24 | Reicss
ByD
Siembra .
oroue 23002014 | 5 /4 No 11 0/4 No 5 /4 No 1 v4 | RaizD
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 No
1 /4 No 7 0/4 No 1 /4 No 7 0/4 No
Semana 6 -
2 o | No 8 oa | No 2 o4 | No 8 24 | Reicss
AyC
Siembra .
dohojes 290092014 | 3 0/4 No 9 0/4 No 3 /4 No 9 v4 | RaizA
4 o/ No 10 /4 No 4 0/ No 10 24 | Raices
ByD
j'em,bra, 300002014 | 5 0/4 No 11 0/4 No 5 /4 No 1 14 | RaizD
e ralces.
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 No
1 /4 No 7 0/4 No 1 /4 No 7 0/4 No
Semana 7 -
2 o/ No 8 /4 No 2 0/ No 8 24 | Raices
AyC
Sembra ci0o014 | 3 /4 No 9 /4 No 3 0/4 No 9 va | RaizA
dehojas:
4 04 No 10 0/4 No 4 0/4 No 10 24 | Reicss
ByD
! Raices
i‘em,bra, 711002014 | 5 /4 No 11 0/4 No 5 0/4 No 11 34 | A By
e ralces. D
6 o/ No 12 /4 No 6 0/ No 12 24 | Raices
AyC
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Continuacion Cuadro 12

T < >
o SANOIDVAYISEO 2 ,m W N ,m Dy ,m 0N ,m W
=] T < 3 ol i q - ol z
s @ e @ < a4
n
O
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CUADRO 13. Datos brutos de contaminacion de explantes de hojay raiz, en medio

T2BH-y T2BR-
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T2BH+) REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T2BR+)
o (%] (%] o (7] n
& 5 ) g % Gz ) g % & 5 [a) g % Gz ) g %
< < < (@) ouw < < (@) < < < (@) ouw < < @]
< Sz | a2 @) SO0l 32 @) Sz | BZ @) SOl 3Z 3]
T o o o
O & Q E= < 5 oxl £= < 5 Q E= < 5 oxl gE= <
i O Z< > ool z< > o Z< > adl z< >
o W o ZE i whu ZE 14 wo ZE r wou ZE 04
o= Sz | S4Oo|l = ] o= Sz i o229 §z ]
sAQ o} @ s= o} @ S0 o} @ s= o} @
1] s} [an] O [a0] L O [a1)] s} [a1]
s O e} s (e} o
1 0/4 No 7 04 No 1 14 | RaizC 7 /4 No
Semana 2
2 /4 No 8 04 No 2 /4 No 8 4 | RaizD
ﬁo?'a“sbra de 1/9/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 04 No 9 U4 | RaizD
4 /4 No 10 04 No 4 14 | RaizA 10 4 | RaizD
Siembra de 219/2014 5 o/ No 1 o/ No 5 14 | RaizA. 1 14 | RaizD
raices: Bacteria.
Raices
6 0/4 No 12 04 No 6 14 | RaizB 12 34 | ACy
D
1 0/4 No 7 0/4 No 1 14 | RaizC 7 /4 No
Semana 3
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 1/4 Raiz D
ﬁo?a”‘sbra de 8/9/2014 3 o/ No 9 0l4 No 3 14 | Raiza 9 14 | RaizD
4 04 No 10 14 | HojaB 4 204 ii‘fg‘ 10 14 | RaizD
Siembrade felem
emb 9/9/2014 5 0/4 No 11 0/4 No 5 44 | A. 1 14 | RaizD
raices. .
Bacteria.
Raices
6 0/4 No 12 0/4 No 6 14 | RaizB 12 34 | AcCy
D
1 0/4 No 7 04 No 1 14 | RaizC 7 /4 No
Semana 4 Ob
2 Z I sevar | g 0/4 No 2 04 No 8 V4 | RaizD
ojaD
ﬁo?;;pra de 160092014 | 3 o/ No 9 0l4 No 3 0l4 No 9 14 | RaizD
4 0/4 No 10 U4 | HojaB 4 14 | RaizA 10 14 | RaizD
rSajeCrg)_ra de 16/09/2014 5 0/4 No 11 0/4 No 5 14 | Bacteria | 11 14 | RaizD
Raices
. . A,Cy
6 1/4 HojaB 12 0/4 No 6 1/4 Raiz B 12 4/4 DB
muerta
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T2BH+)

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T2BR+)

9] 9] 9] 9]
z > 3 g &z 3 z Gz 5 z P c Z
ws 9( < @) WwE 9( < @) ws 9: < ] WEw 9‘: < @]
: sosl 82| o |gcE| BE| o |Eds| 2P| ¢ |glf| 2 ¢
== =s E=S E =
2 552 EZ > |‘7)5d EZ > 552 EZ > F’Eﬂ EZ >
[ w <= [ad w o <= [ad w <= h w o <= h
== S35 g | 23 S5 g | 23 0% ¢ | 2= S35 &
[a] [a)] [a] [a]
O o O o) o O o O
1 0/4 No 7 /4 No 1 v4 | RaizC 7 /4 No
Semana 5 Raices
2 /4 No 8 /4 No 2 v4 | RaizC 8 214
AyD
ﬁ'o?;";’ra de 22/09/2014 3 /4 No 9 04 No 3 U4 | RaizA 9 U4 | RaizD
4 /4 No 10 14 | HojaB 4 204 Ea)‘,"g‘ 10 14 | RaizD
Siembra de 23002014 | 5 0l4 No 1 0l4 No 5 44 | Bacteria | 11 || REE
raices: AyD
Raices
. . A, Cy
6 14 | HojaB 12 0/4 No 6 14 | RaizB 12 4 | 5s
muerta
1 ol No 7 o/ No 1 24 5@"65 7 o/ No
Semana 6 R
2 0/4 No 8 0/4 No 2 14 | RaizC 8 34 | Acy
D
ﬁo?a"‘sbra de 29/09/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 14 | RaizA 9 14 | RaizD
4 0/4 No 10 14 | HojaB 4 214 ;{a}‘/"f 10 14 | RaizD
Siembrade . Raices
ol 30/00/2014 5 /4 No 11 0/4 No 5 44 | Bacteia | 11 N NS
Raices
. . A, Cy
6 1/4 HojaB 12 0/4 No 6 1/4 Raiz B 12 4/4 DB
muerta
1 0/4 No 7 0/4 No 1 2/4 (F;a’z By | < /4 No
Semana 7 S Raices
2 1/4 HojaD 8 0/4 No 2 2/4 yC 8 3/4 A Cy
D
Siembrade 6/10/2014 3 ol No 9 ol No 3 24 | Relces 9 v4 | RaizD
hojas: AyC
4 0/4 No 10 U4 | HojaB 4 o4 | Raices 10 o4 | Raices
AyC AyD
Siembra de 7110/2014 5 o/ No 1 o/ No 5 44 | Bacteia | 11 24 | RACEs
raices: AyD
Raices
q - A Cy
6 V4 | HojaB 12 /4 No 6 14 | RaizB 12 TZ
muerta
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T2BH+)

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T2BR+)

Z Z Z P
3 3 3 3
e | 8| S0 | 8] 9 g | 8| £ g | .8 ¢
i 2| o | Bu| 25| & | & e o | Bw| 22| ©
1 =% 22| Q| 28| 25| § | 25| 22| 2| 2=| 25| ¢
] G2 | &< > fg | &< > G2 | &= > g | Ex >
L <b i o <t & <t & <O < b &
= o5 ) & o5 9 & 05 i) o4 05 9]
7 o 3 7 o o) B o) 8 B o o)
L L L 1]
) ) ) o)
s s s s
Raiz
1 0/ No 7 o/ No 1 2 | gpo 7 0/ No
Semana 8
. . Raice
2 U4 B s 0/4 No 2 204 I 34 | sACy
sByC D
Sembrade 310004 [ 3 0/4 No 9 0/4 No 3 24 R o 14 Rl
hojas: sAyC D
Hoja Raice Raice
4 0/4 No 10 U4 4 2 | e | 10 24 | 000
Sembrade 4410004 | 5 0/4 No 1 0/ No 5 o4 | Bate | gy 24 ace
raices: ria sAyD
Raice
6 U4 Hoa | o, 0l4 No 6 U4 Raiz 12 aa | SACY
B D.B
muerta
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CUADRO 14. Datos brutos de contaminacién de explantes de hojay raiz, en
medio T3AH+y T3AR+.

REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T3AH+)

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T3AR+)

a4
<
z 3 z 3 Q 3 z 3
o g %) O S %) z < %) = g 0
@] = i @] = i} Q = i} 0 = i
a 2 z o 2 z o = Z 5 s 2
m, Z ©) ow Z (S ©) X (S oW Z ©)
< Sk g O s E E O a - O sk E o
XL < b r < [ < r <
O Z O o z 5 Q Q z 5 Q
i U O = o o O = = O = iy O =
x o & o o & = a & 0} o &
& ) & A a A & )
: | 3| 21E°| 5| 4| %] 3 4 | E°| 81| ¢4
i E © 1L E © @ E © i E O
o) z ) z 7 Z o) z
= S = O =) O = ©
s
1| 04 No 7| o4 No 1| o4 No 7| o4 No
Semana 0
(siembra de cultivo)
2| oa No 8 | 04 No 2| o4 No 8| o4 No
Sembra 40005014 3| o No 9| 04 No 3| o4 No 9| 04 No
dehojas:
4| oa No 10 | 0/4 No 4| o4 No 10 | 0/4 No
ds'em,bra_ 19/08/2014 5| 04 No 11 | oa No 5| o4 No 11 | 0/4 No
e ralCes.
6| 04 No 12 | 0/4 No 6| 0/4 No 12 | 0/4 No
1] o No 7| oia No 1] oa No 7| va ga‘z
Semana 1
2| oa No 8 | 04 No 2| o4 No 8| o4 No
Siembra
denoes  25/08/2014 3| o4 No 9| o4 No 3| o4 No 9| oa No
Contaminacion
4 | 0/4 No 10 | 0/4 No 4 | 0/4 aislada. No en 10 | 0/4 No
raices.
ds‘em,bra_ 26/08/2014 5| 04 No 11 | o4 No 5| 04 No 11 | oa No
e ralCes.
6| o4 No 12 | 0/4 No 6| 04 No 12 | 0/4 No




59

Continuacion Cuadro 14

REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T3AH+) REGISTRO DE CO'EQAMR'L\‘)AC'ON EN RAICES
2 g 2 g 2 5 2 g
) < O < s) < O <
prd %) pd n =z n =z (7]
o s o o s u o s u o s u
o < 5 0w < 5 a < 5 0w < 5
< S g O s E E o Sk = O sE g O
I < 4 < r
O Z 5 ol g z Q g ) Q g z Q g
| Ug O E o g O E -4 O E g O E
= < o} ] <O a ] < a ] <O a) ]
o < 7] o < 7] o < 7] o < )
'(7) (a) [a0] P(T) [a) [a] |(7) [a) [a] |(7) (a) [a1)]
if E (©) if E o i E o w E ©)
2 Z 2 2 2 Z 2 2
= ) = o) = o = )
1| oa No 7| o4 No 1| o4 No 7| 24 ia' Clgs
Semana 2 y
Raiz
2 | oa No 8 | o No 2 | os No 8| va 5
Siembra 1/9/2014 3| 04 No 9| 04 No 3| va Raiz C ol va ez
de hojas: D
Raiz
4| oa No 10 | 0/4 No 4 | oa No 10 | va A
j'em,bra_ 219/2014 5| o No 11 | o4 No 5| 14 Raiz C 11 | 14 Raiz C
e ralces.
6 | o4 No 12 | 0/4 No 6 | 04 No 12 | oa No
1| om No 7 | oia No 1] oa No 7| 2a ia' &
Semana 3 y
2| va Hoja A 8| om No 2| o No 8| 14 Raz
Siembra 8/9/2014 3| 04 No 9| 04 No 3| va Raiz C ol va ez
dehojas: D
Raiz
4| oa No 10 | 0/4 No 4 | oa No 10 | va A
j'em,bra, 9/9/2014 5| va HojaA 11 | o4 No 5| va RaizC 11 | va Raiz C
e ralces.
6| 04 No 12 | 0/4 No 6| 0/4 No 12 | 0/4 No
Raices
1| o4 No 7 | os No 1| o4 No 7 | 24 AyD
Semana 4
2 | va HojaA 8 | o No 2 | os No 8 | 214 REEES
ByD
Slembra 6000014 3| oa No 9| oia No 3| va Raiz C 9| 24 AElEE
dehojas: ByD
4| o No 10 | 0/4 No 4 | os No 10 | wa gaz
Siembra . 5 .
oo 1600912014 5| va HojaA 11 | 04 No 5| va Raiz C 11 | va Raiz C
6 | 04 No 12| 04 No 6 | 04 No 12 | oa No
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T3AH+)

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T3AR+)

= 5
Q 5 z 5 Q 5 z 3
s < 8 < > < o <
Z [%)] Z 7] Z (7] =z (7]
Q = | ) = w Q = w o = u
O = = a = =z O = = a = =z
o = o o < O o) < 5 D w < 5
< = = O s E e @] a = (@] sE g @]
O o} g z o} < u Q g z o) <
o = O P oo O & = O P iy O 5
=z (a] (a] Z [a] [a]
| < ) = © < A @ < ) 5 © < o
< a i 5 a @ < a 0 5 a 0
o E o i E o o E o i E o
0 Z o) Z % z ) z
w o = o < o = O
= s
1| va Hoja A 7| o No 1| oa No 7| 2 P
AyD
Semana 5
: Raices
2| va HojaA 8 | o4 No 2| o4 No 8 | 44 muertas,
Sembra 5005014 3| o4 No 9 | o4 No 3| va Raiz C 9| 24 s
dehojas: ByD
4 | 0/4 No 10 | 0/4 No 41 14 Raiz B 10 | /4 Raiz D
Siembra . 5 .
dormices 2300912014 5| va HojaA 11 | 0/4 No 5| va Raiz C 11 | 14 Raiz C
6| 04 No 12 | 0/4 No 6| 0/4 No 12 | 0/4 No
Raices
1| w4 HojaA 7| o4 No 1| w4 HojaA 7| w4 A,Cy
D
Semana 6
. Raices
2| va HojaA 8| o4 No 2| o4 No 8 | 44 miertas,
Slembra 541005014 3| o No 9| 04 No 3| va Raiz C 9| 24 pafes
dehojas: ByD
4| oa No 10 | 0/4 No 4| va RaizB 10 | 14 Raiz D
Siembra . . .
doraices 3000912014 5| va HojaA 11 | 0/4 No 5| va Raiz C 11 | 14 Raiz C
6| 014 No 12 | 0/4 No 6| 0/4 No 12 | 0/4 No
Raices Raices
1| 14 HojaA 7104 No 11| 4/4 muertas. 7134 g Cy
Semana 7
. Raices A Raices
2| va HojaA 8| o4 No 2| 24 ye 8 | 44 iertas,
Sembra /5014 3| oa No 9| 0a No 3| wa RELEES 9| 24 e fes
de hojas: muertas. ByD
4| o4 No 10 | 04 No 4 | a4 REGES 10 | va Raiz D
muertas.
Sembra 210014 5| va HojaA 11 | o4 No 5| 214 RE [ 11 | va RaizC
deraices: yC
6| 04 No 12 | 04 No 6| 34 REle=s 12| 14 Raiz C
B,CyD
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES
(T3AH+) (T3AR+)
w ww
x = x =
3 < © < ) < @ <
< o m (a) < () m ()
< ) < < ) <
% zZ 0 > Z 0 P pd 0 pd 0
= | = Ll o — L Z = L
O = zZ o = zZ O = Z o = zZ
©) = ©) © = ©) o = ©) © = ©)
< 3 e O S 5 ) a P O o z )
O L () < [a)] o < L [e) < [a] @) <
i} = (@) = w (@] = = (@] = w o >
s = a & = a & = a & = a &
@ < ) z < ) @ < ) z < 0
< a ia] w a ia] < a ia] w a m
04 = O < = (©) X = O < = o
| % | Z | % | %
4 O 4 O 4 O A 3}
= 2 = 2
= =
Hoja Raices Siees
1| va ! 7| o4 No 1| 44 7 | 34 A Cy
A muertas. D
Semana 8
2| ya | Hoa gloa | nNo 2| 24 | Reices g | a4 | RACES
A AyC muertas.
Siembra Raices Raices
dehojas: 13/10/2014 3|04 No 91 04 No 3| 44 TETES 91 2/4 ByD
4los | No 10|04 | No 4| 44 | RECS 10| 14 | RaizD
muertas.
Siembra Hoja Raices p
deraices: 14/10/2014 5| 14 A 11 | 0/4 No 51 2/4 ByC 11 | /4 Raiz C
Raices
6| 04 No 12 | 0/4 No 6| 34 B,Cy 12 | v4 RaizC
D
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CUADRO 15. Datos brutos de contaminacion de explantes de hojay raiz, en medio

T4AH-y T4AR-.
REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES
(T4AH-) (T4AR-)
L L
R < x < 3 < x <
P o o o < o o [m)
< o} < < 0} <
P4 pd n pd n P4 pd n pd 0
O = i Z = k| o = L p = I
O > Z Q = Z ] = z Q = P
o = o P = o ©} = o P = o
< & = 3} o g O a g o ©} g O
O w @) < o (@) < ] o) < o @) <
| b3 O & w O E b O 5 w O E
w = a = a = a = a
I-IJ < A P < ) @ < ) e < o
< a m w a m < a m w a m
o = (®] < = o o4 = (©] < E (@]
7 Z c Z B Z v Z
% O L S} % O Ll @)
s =) S =)
= =
Semana 0 1| o4 No 7| o4 No 1| o4 No 7| o4 No
(siembra de cultivo) 2loa | o glos | No 2loa | o glos | No
Slembra 5065014 3| 04 No 9| oa No 3| o4 No 9| oa No
dehojas:
4| o4 No 10 | 04 No 4| o4 No 10 | 014 No
Slembra 4 g/0/5014 5 | o4 No 11 | o4 No 5| o4 No 11 | o4 No
deraices:
6| 04 No 12 | 0/4 No 6| 04 No 12 | 0/4 No
Raices Raiz
1| 0/4 No 71 04 No 1| 4/4 muertas. 71 V4 A.
Semana 1 Hongo. Hongo.
Hoja .
>|lua |8 glos | No 2| va | RAZA. glos | No
Bacteria.
Hongo.

) . Raiz
Sembra - oo065014 3los | No 9los | No 3| ua | REZA 9lua |A
dehojas: Bacteria. H

ongo.
Raices
4| oa No 10 | 04 No 4| 2a AyC. 10 | 04 No
Bacteria.
3“*“,”"", 26/08/2014 5| o4 No 11 | o4 No 5| o4 No 11 | oa No
e ralces.
6|os |nNo 2|os | No 6| va | RaizB 2|os | No
Bacteria
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA (T4AH-)

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T4AR-)

7] 7] 7] 7]
& <Q( % &z g % Z > <DE % Z = <D( %
ws 2< o} Wow | 2< o o) 2< o Wow | 2< o
< g0k aZ O g0k aZ O SO aZ O g0k aZ O
O os | E= < ox | £= < o | F= < ox | £= <
| '(550 Z < > '55—1 Z < > '550 Z < > &7)5—' Z < >
[ wh< <E x LIJ‘_“(L_,'-)J ZE 4 w R < ZE 04 LIJLIJ(LH ZE x
3= 03 o) 2s 53 o) 2= 53 0 2= 53 0
o) a s) a e) Q e) Q
0 0 0 0
Raices p
U4 | HoaC 7|oa | No 1| 44 | muertss 7| va EZ‘;AO
Hongo 9
Semana 2
. Raices .
y4 | HoaB. gloa | No 2| 4a | muertas g | ua | FRAZA
Hongo. Eesicia Hongo.
. Raices A .
Sembrade 1/9/2014 o4 | No 9lo4 | no 3|las |yc 9| ua | FRAZA
0j as: Bacteria Hongo.
RaicesA
/4 No 10 | va HojaB 4l2a |yc 10 | 0/4 No
Bacteria.
f;]%gg’a de 2/9/2014 /4 No 11 | o No 5| 04 No 11 | o4 No
Raices A, Raices
/4 No 12 | o No 6| 34 ByG 2|3 | 5T
Rifes Raices A
1/4 HojaC 71 4 HojaB 11 4/4 muertas. 71 24 D
Hongo. y
Semana 3
. Raices .
V4 :OJaB' 8| o4 No 2 | wa muertas, 8| w4 RERA
ongo. Bacteria. Hongo.
! RaicesA q
siembrade 8/9/2014 /4 No 9| 0a No 3| 24 yC. 9| 4 e
hojas: Bacteria. Hongo.
RaicesA
/4 No 10 | w4 HojaB 4|24 |yc 10 | o4 No
Bacteria.
%%zra de 9/9/2014 /4 No 11 | o No 5| o4 No 11 | va RaizD
RaicesA, Raices
/4 No 12 | o No 6| 34 ByC 2|34 | BV
Raices .
14 HojaC 7| V4 HojaB 1] 44 muertas. 71 24 Rgoes 4
Hongo. y
Semana 4
. Raices "
va | floas gloa | no 2| 44 | muertas g | ua | FRAZA
ongo. BediEia Hongo.
: RaicesA a
Sembrade 4509/5014 o4 | No 9|l osa | nNo 3las |yc 9| va |REZA
hOj%. Bacteria. Hongo.
Raices A
/4 No 10 | va HojaB 4|24 |yc 10 | w4 RaizC
Bacteria.
! Raices A
Siembrade 16/09/2014 /4 No 11 | o4 No 5| 24 yC. 11 | va Raiz D
raices: Bacteria.
) Raices A, Raices
/4 No 12 | va HojaA 6 | 34 ByC 2|3 | 5T
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA  (T4AH-) REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T4AR-)
o ) [} o (7} (7]
23| o8| 9 |z | o8| 9] 28| o8| 9 |z2 | o8| &
W< 2< o Yow| < o W 2< o Yow| < o}
: 55| 82| o |gSE| 25| 2| gs| EE| ¢ |gsE| &3 ¢
0 ho | Ex > had| Ex > ho | Ex > | bad| E= >
[ w o [ o W [ @ w o [ o w o ZE o
o= <5 0 SLWOo|l S5 | o= 3= w S4o z 1
s [a] o o) (7] s = ) o) 0 s [a)] O e} ) s = O [®) (%))
] s} 0 m s} 0
s © O © O = © o © ©
Raices 7
1| va HojaC 7| va HojaB 1| 44 muertas. 7| 24 Ea;?
Semana 5 :zir;g&g
U4 e 8| oa No 44 muertas. 8| va razA.
90. Bacteria 9.
: Raices p
Sembrade 50015014 0/ No 9| o4 No 24 AyC. o| va Rt
hojas: B 1 Hongo.
acteria.
Raices
0/4 No 10 | v4 HojaB 2/4 AyC. 10 | v4 RaizC
Bacteria.
Siembrade rElees
raices: 23/09/2014 0/4 No 11 | 0/4 No 2/4 AyC. 11 | 14 RaizD
Bacteria.
Raices iz
0/4 No 12 | /4 HojaA 3/4 12 | 3/4 A By
A,ByC C
Hoias Raices Raices
14 J 7| va HojaB 44 muertas. 7| 34 A Cy
muertas.
Hongo. D
Semana 6 = =
Hojas ; Raices Raices
1/4 8| 14 HojaB 4/4 muertas. 8| 34 A By
muertas. .
Bacteria. D
! Raices p
Sembrade 910012014 0l4 No 9| oa No 24 AyC. o | 4a REfEES
0jas: Bactari muertas
eria.
0/4 No 10 | va HojaB 44 RELES 10 | 24 RIS
muertas AyC
! Raices p
Sembrade  5y/60/5014 0l4 No 1 | o4 No 204 AyC. 1| 24 RS
raices: ] ByD
Bacteria.
Raices e
0/4 No 12 | 14 HojaA 3/4 12 | 3/4 A, By
A,ByC
C
Hoas Raices Raices
V4 ! 7| va HojaB 44 muertas. 7 | 44
muertas. H muertas
ongo.
Semana 7 = z
Hoias Raices Raices
V4 o u‘mas 8| va HojaB 44 muertas. 8 | 34 A By
) Bacteria. D
! Raices p
Siembrade Raices
hojas: 6/10/2014 0/4 No 91 04 No 2/4 Ay C.' 9| 44 muertas
Bacteria.
. Raices Raices
0/4 No 10 | /4 HojaB 4/4 - 10 | 2/4 AyC
Siembrade Raices Raices
P 7/10/2014 0/4 No 11 | 0/4 No 2/4 AyC. 11 | 3/4 B,Cy
raices: :
Bacteria. D
; Raices Raices
0/4 No 12 | 1/4 HojaA 3/4 AByC 12 | 4/4 -
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REGISTRO DE CONTAMINACION EN HOJA

REGISTRO DE CONTAMINACION EN RAICES (T4AR-)

(T4AH-)
z pd pd pd
g g g g
e 1.8 91 |8 Y1 |.8 %|¢g|.5 &
3 2< o] Qw| @< o] 3 2< o] Qw| @< o]
z =%| 22| 2 | =2&| 25| 9| z2%| 25| % | 2| 22| ¢
¥ 9| B< > Gg| E<| = | @2| B< > Gg| &< >
o < < ZE x <& <E x < < ZE x & <E o
& o Z A & OZ A & OZ ) & OZ A
7 S| 8 | & S| 8| & S| 3 | & 8| 8
i o i o i} o i ©
=) =) =) =)
= = = =
Hojas Hoja Ralces Raices
1| 44 ! 7| va ! 1| a4 muertas. 7| 4a
muertas. B muertas
Hongo.
Semana 8
Hoias Hoia Raices Raices
2 | a4 ! 8| va ! 2 | 44 muertas. 8| 34 A By
muertas. B :
Bacteria. D
Siembra felem Raices
dehois  13/10/2014 3| 04 No 9| 04 No 3| 24 AyC. 9|44 RS
) as. Bacteria.
aloa | No 10| ya | HoR 4| s | Reices 10| 24 | RACces
B muertas AyC
Siembra Raices Raices
deraices: 14/10/2014 51 04 No 11 | 0/4 No 51| 24 AyC. 11 | 3/4 B,Cy
e raices: .
Bacteria. D
Hoja Raices Raices
6| 04 No 12 | /4 A 6| 34 A BYyC 12 | 4/4 F———
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CUADRO 16. Datos brutos de desarrollo de callo en explantes de hojaYy raiz,
en medio TIBH+y T1BR+.

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO

EN HOJA (T1BH+)

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN

RAICES (T1BR+)

o ol e ol 2 e "
[a) <| w| o <| Ww| Aa < k| a < i
w gl z| W ol z| W la) z w w a zZ
FECHA =% | 22| & 2| 22| 8| 2%/ 25| & |[=3E[ %25 @
g o o2 S|l g4l 0| 9| §9| &= (@) gl 6= O
< ES| < ol £35| < | ES < ol 2= <
£z z<| 2| & Ol =z« sl £z z< 2 SOl =z« z
Q <E| zl <B| 0 ol <& ] z|l <& ]
ho | OZl Bl wol ozl d| hol oz ) ;hol 0Z 0
i Ol m| wo Ol m| w Q 0 wo Q 0
) Of o o Of o o O o ) O )
= = = =
o4 | No 7| oa | No 1|04 | No 7| oa | No
Semana 4
o4 | No g8|os | No 2| oa | No g8|oa | No
ﬁ;;‘_’rade 16/09/2014 o4 | No 9|oa | No 3|oa | No 9|os | No
o4 | No| 10|04 |No 4|04 | No 10|04 |No
?aje'cgrade 16/09/2014 o4 | No| 12|04 |No 5| 04 | No 11| oa | No
o4 [No| 12|04 |No 6|0a |No 12|04 | No
o4 | No 704 | No 1|04 | No 7l oa | no
Semana 5
0/4 No 8| 0/4 No 21 04 No 8| 0/4 No
?o?;?rade 22/09/2014 o4 | No 9|oa | No 3|osa | No 9|os | No
o4 | No| 10|04 |No 4|04 | No 10|04 |No
?al,egrade 23/09/2014 o4 | Nno| 12|o0a [No| 5|04 [No 1|04 |No
o4 [No| 12|04 |No 6|oa |No 12|04 | No
o4 | No 7 oa | No 1|04 | No 7 oa | No
Semana 6
0/4 No 8| 0/4 No 21 04 No 8| 0/4 No
?o?:sk_’rade 29/09/2014 04 | No 9|oa | No 3|os | No 9|os | No
o4 [No| 10|04 |nNo 4| oa | No 10| 04 | No
?al,ec'g’,rade 30/09/2014 o4 | No| 12|04 [No| 5|04 |No 1|04 |No
o4 [No| 12|04 |No 6|0a |No 12|04 | No
o4 | No 7| oa | No 1| o4 | No 7| oa | No
Semana 7
0/4 No 8| 0/4 No 21 04 No 8| 0/4 No
ﬁ’o?:s*_’rade 6/10/2014 o4 | No| oloa [No| 3|04 [No 9| oa | No
o4 [No| 10|04 |nNo 4| oa | No 10| 04 | No
Siembra de 7/10/2014 o4 | No| 12|04 |No 5| 04 | No 11| o0a | nNo
raices.
o4 | No| 12|04 |No 6|oa | No 2| o4 | No
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO

EN HOJA (T1BH+)

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN

RAICES (T1BR+)

o ol 8 ol 8 " o "
] <| w|] B2 <| w| B8 < w [a] < i
Ll a > ww a > w Ia) > ww o =
FECHA =% | 22| 5| 25| 22| S| 2% 22| S |=2F| %% ©
50O o=l Sl g4l 85| | §9| o= O g4l 6= O
< ES| < ol =S| < == < ol =5 b
zz |z 2| 22| =z2| | 27| =28 & e 7
o} <bE zZ|l <k& ol <& z|l <&
o OZ| B| Hho| 6Z| B| Kol 62 ) ol OZ o
i Ol m| wo Ol m| w Q o W o Q o
- Ol 9| 5 Ol 6| 5 O o S O o
s s s s
o4 | No 7|04 | No 1|oa | No 7 oa | No
Semana 4
0/4 No 8| 04 No 2| 04 No 8| 04 No
ﬁo?;?rade 16/00/2014 o4 | No 9|oa | No 3|04 | No 9|04 |No
04 [No| 10|04 |nNo 4| oa | nNo 10|04 | No
?aje'cgrade 16/00/2014 o4 [No| 22|04 | No 5|04 | No 11|04 | No
04 [No| 12|04 |nNo 6| o4 | nNo 2| oa | No
o4 | No 7|04 | No 1|oa | No 7| oa | No
Semana5
0/4 No 8| 04 No 2| 04 No 8| 04 No
ﬁo?;*_’rade 22/09/2014 o4 | No| oloa [No| 3|04 |No 9loa | No
04 [No| 10|04 |nNo 4| oa | nNo 10|04 | No
f;j,ecfg’_rade 23/09/2014 o4 | No| 11|oa [No| 5|04 |No 11| oa | No
0/4 No 12 | 0/4 No 6| 014 No 12 | 0/4 No
o4 | No 7|04 | No 1|oa | No 7| oa | No
Semana 6
04 | No g8|oa | nNo 2| o4 | No g|oa | nNo
ﬁo?;?rade 20/09/2014 o4 |No| oloa [No| 3|04 |No 9loa | No
o4 [No| 10|04 |nNo 4| oa | No 10|04 | No
%ﬁl’,rade 30/09/2014 o4 [No| 12|04 | No 5|04 | No 11|04 | No
0/4 No 12 | 0/4 No 6| 014 No 12 | 0/4 No
o4 | No 7|04 | No 1|oa | No 7| oa | No
Semana 7
04 | No g8|oa | no 2| o4 | No g|oa | nNo
ﬁ;;;‘?rade 6/10/2014 o4 |No| oloa [No| 3|04 |No 9loa | No
o4 |No| 10|04 |nNo 4|04 | No 10|oa | No
ia'je'c”;’_rade 7110/2014 oa [No| 11|oa [No| s5|oa [No 11|04 | No
o4 |No| 12|04 |nNo 6|04 |No 2|os | No
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CUADRO 17. Datos brutos de desarrollo de callo en explantes de hojay raiz, en

medio T2BH- y T2BR-.

REGISTRO DE DESARROLLO DE

REGISTRO DE DESARROLLO DE

CALLOENHOJA (T2BH+) CALLO EN RAICES (T2BR+)
Z Z Z P4
3 3 3 38
e 1.8 215 1.8 912 |.8 9s,|.8 ¢
2 |2<| ©|8uw 2| 8|8 |2<| 6|8 2| &
z EEE R R R
o GOt z|agl BE=l =189 <l =& 55| =
= =gl & ol x| & Izl Bl<o| 25| &
z |0g| B|2° Sgl 4|2 |53 B|2° oz &
0 ol 81|k ol 81|k ol 81k ol 38
w w w w
- - ) =)
= = = =
Semana 0 1104 [No |7 0/4 | No 1104 | No 7104 | No
(siembra de cultivo) 2(oa | No |8 |04 [ No 2|04 | No g|oa | No
Siembrade hojas: 18/08/2014 3104 | No |9 0/4 | No 3|04 | No 9104 | No
41 0/4 No 10 0/4 No 41 0/4 No 10 | 0/4 No
Siembra de raices: 19/08/2014 5| 04 No 11 0/4 No 5| 04 No 11 | 04 No
6| 014 No 12 0/4 No 6| 014 No 12 | 0/4 No
1104 [No |7 0/4 | No 1104 | No 7104 | No
Semana 1
2104 | No |8 0/4 | No 2|04 | No 8| 04 | No
Siembrade hojas: 25/08/2014 3|04 No 9 0/4 No 3|04 No 9| 04 No
4104 | No | 10 0/4 | No 4104 | No 10| 0/4 | No
Siembra de raices: 26/08/2014 5| 04 No 11 0/4 No 5| 04 No 11 | 04 No
6| 014 No 12 0/4 No 6| 014 No 12 | 0/4 No
1|04 No 7 0/4 No 1|04 No 7| 04 No
Semana 2
2| 04 No 8 0/4 No 2| 04 No 8| 014 No
Siembrade hojas: 1/9/2014 3|04 No 9 0/4 No 3|04 No 9| 014 No
4104 | No | 10 0/4 | No 4104 | No 10| 0/4 | No
Siembra de raices: 2/9/2014 5| 04 No 11 0/4 No 51| 04 No 11 | 04 No
6|04 | No |12 0/4 | No 6|04 | No 12| 04 | No
1|04 No 7 0/4 No 1] 04 No 71 04 No
Semana 3
2|04 | No |8 0/4 | No 2|04 | No 8| 0/4 | No
Siembrade hojas: 8/9/2014 3|04 No 9 0/4 No 3| 04 No 9| 04 No
4| 0/4 No 10 0/4 No 4 | 0/4 No 10 | 0/4 No
Siembra de raices: 9/9/2014 51| 04 No 11 0/4 No 51| 04 No 11 | 04 No
6|04 | No |12 0/4 | No 6|04 | No 12| 04 | No
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLOEN

HOJA (T2BH+)

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLOEN

RAICES (T2BR+)

L 11
x = x =
R) < @ < R < @ <
P o m [a) > o m a
< o < < o <
P4 pd 0 Z n P4 pd n zZ 0
o] = 0l Z = 1 O = I P = I
o < o) o Z o o) < o s ,i‘ o
< 3 e O S 5 O &) p O o z e
& m & b o ol b o & < fa & b
I s o > m o > s o > o o S
* = a i = a & > a 14 = a %
@ < ) = < o) @ < o) = < @
S a) o w a) @ < a @ u s Q
% Z = Z & Z c Z
) O 8 o S O 8 S
-] -]
= = = =
14 g"‘ aly oa | No 1loa | o 71oa | nNo
Semana 4
0/4 No 8 0/4 No 21 04 No 8| 04 No
Sembra 60019014 o4 |No |9 04 | No 3| o No 9los | No
dehojas:
04 No |10 0/4 No 4| 04 No 10 | o4 No
Siembra
de 16/00/2014 04 No |11 0/4 No 5| o4 No 11 | o4 No
raices:
0/4 No |12 0/4 No 6 | o4 No 12 | oa No
14 g"‘a 7 14 E'OJ a 1| oma No 7| oa No
Semana 5 e
ojas
0/4 No |8 24 | Vg 2 | os No 8 | 04 No
Sembra  560/9014 o4 | nNo |9 o4 | No 3loa | No 9los | nNo
dehgjas:
0/4 No | 10 0/4 No 4|04 No 10 | o4 No
Siembra Hojas
de 23/00/2014 04 No |11 34 B,C 5| o4 No 11 | o4 No
raices: yD
o4 | No |12 |wa E'OJ e 6|04 |No 2|oa | No
V4 goja 7 V4 E'OJ a 1| o4 No 7 oa | no
Semana 6 Hojas
04 No |8 34 B,C 2| o4 No 8| 04 No
y D
Siembra
dohojes  29109/2014 /4 No |9 0/4 No 3| o No 9| o4 No
04 No |10 0/4 No 4| 04 No 10 | o/a No
Siembra Hojas
de 30/09/2014 /4 No |12 3/4 B,C 5 | o4 No 11 | oa No
raices: yD
oa | No |12 214 201 = 6|oa | No 2oa | No
yB
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN

HOJA (T2BH+) RAICES (T2BR+)
o 0 o n o N o n
a < w a < w o < w a < w
u a z ww a z u a z w a z
=21 22| 2| 25| 22| & | 25| 22| & | 28| 22| ©
$ Zo| aZ @) z5| a2 @) zo| aZ 8] z | a2 @)
O | g3 < Ymf =5 < g | ES < Yo =5 <
un} é z z < > < O Zz < > < z Zz < > < O Z < >
L ol <se| L | Ez| <] H | ES| <& i Ez| <k i
hol 62| & | Q| 0| @ | Bo| C&| & | B3| C&| &
| o m wo O 0 | o} 0 wo Q 0
) O o) ) O o) ) O o ) o o)
= = = =
Hoja Hojas
1| 14 D 7 2/4 CyD 1] 04 No 7| 04 No
Semana 7 Hojas Hojas
2| 34 B, C 8 3/4 B, C 2| 014 No 8| 0/4 No
yD yD
Siembra Hojas Hojas
dehojas: 6/10/2014 3| 24 CyD 9 2/4 CyD 3| 04 No 91 04 No
4 | 0/4 No 10 0/4 No 4| 04 No 10 | 0/4 No
Siembra Hojas
de 7/10/2014 51 04 No 11 3/4 B, C 51 04 No 11 | 0/4 No
raices: yD
6loa |No |12 [2s |9 6|os | no 2|os | No
yB
Hoja Hojas
1| 14 D 7 2/4 CyD 1] 04 No 71 04 No
Semana 8 Hojas Hojas
2| 34 B,C 8 3/4 B,C 2| 04 No 8| 014 No
yD yD
Siembra Hojas Hojas
dehojas: 13/10/2014 3| 24 CyD 9 2/4 CyD 3| 04 No 91 04 No
4 | 0/4 No 10 0/4 No 4| 04 No 10 | 0/4 No
Siembra Hojas
de 14/10/2014 51 04 No 11 3/4 B,C 51 04 No 11 | 0/4 No
raices: yD
6los [no |12 |24 2‘;‘/3; 6|os | No 12| os | No
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CUADRO 18. Datos brutos de desarrollo de callo en explantes de hojay raiz, en

medio T3AH+y T3AR+.
REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN HOJA REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO
(T3AH+) EN RAICES (T3AR+)
z 3 z 5 z | & z | B
s) < s) < O < O <
pd (7] =z (9] =z (9] pzd 7]
o s wlQ s u o s| 4] g s u
o < | & Buw < S [B | gl 28|Bu| < o
< Sk g o | sE s O sl Ef o] =5 B o
L < 4 < r
O Z 5 Q | z5 Q g zo|l 9f <1 =z% 9 <
i} o O & g O P U] O 2| &Tm O &
b < a) <O a) < a) <O| a
X < a | < o) <| | & < t
|(7) (a) m |(7) (a) [an] }(7) (a) [an] '(7) [a) [an]
i = o i = o k| = Ol [ o
> z > z =) z ) z
= ) = ) = ) = o
Semana0 1 o4 | No |7 0/4 No 1 04 | No | 7 o4 | No
(siembra de cultivo) 2 o4 | No |8 /4 No 2 o4 | No |8 04 | No
ﬁo?;*?ra de 18/08/2014 | 3 s [No |9 |om No 3 |oa|Nolo |oa |No
4 04 |No |10 |04 No 4 04| No |20 |04 |nNo
f;j,egra de 19/08/2014 | 5 o4 |No |11 |oms No 5 04| Nol12 |04 | No
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 | No | 12 0/4 No
1 o4 |No |7 0/4 No 1 o4 | No | 7 o4 | No
Semana 1
2 o4 |No |8 0/4 No 2 04 | No | 8 o4 | No
ﬁo?;‘?ra de 25/08/2014 | 3 s [No |9 |om No 3 |oa|Nolo |oa |No
4 o4 | No |10 |om No 4 04| No|10 |04 |No
f;ac’gra de 26/08/2014 | 5 o4 |no |11 |om No 5 oa|nNo |11 |oa | no
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 | No | 12 0/4 No
1 o4 |No |7 0/4 No 1 o4 | No | 7 o4 | No
Semana 2
2 o4 |No |8 0/4 No 2 04 | No | 8 o4 | No
ﬁo?;;l?ra de 1/9/2014 | 3 o4 |No |o 0/4 No 3 o4 | No | o o4 | No
4 o4 | No |10 |om No 4 04| No|10 |04 |No
Siembrade Posible
el 2/9/2014 | 5 o4 |No |12 |04 cailo, 5 o4 | No |12 |04 |No
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 | No | 12 0/4 No
1 o4 |No |7 0/4 No 1 o4 | No | 7 o4 | No
Semana 3
2 o4 |No |8 0/4 No 2 04 | No | 8 o4 | No
ﬁ'o?;l?ra de 8/9/2014 | 3 o4 |No |9 0/4 No 3 04 | No | o o4 | No
4 o4 | No |10 |om No 4 04| No|10 |04 |No
raajeégra de 9/9/2014 | 5 o4 |No |12 |om No 5 o4 |Nol12 |oa | No
6 o4 |No |12 |om No 6 o4 | No |12 |04 |No
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN HOJA

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO

(T3AH+) EN RAICES (T3AR+)
L 11
@ = x =
R < o < 3 < e <
> o m a > o m o
= < U] < = < 0] <
b [7)] zZ [7)] Z (7] Z (9]
(@) = 0l 2 = | (@) = I 2 = i
(] = Z o = Z (] = Z o = Z
o < o o & o of £f | © < o
< a = 3] o z 8] ol z|l ol 8 z o
5 m o) < o) & < m 5l < fa & <
o s o S | o S s | ofl 3| T o S
L = a & = a & = al| & = a &
] < ) = < ) ol <| B8] =z < 0
< a ia] w a ia] < a m w a ia]
o E O < = O o =| © < e )
& Z = Z bl 2 El 2
% O [N O L:I)J O i (@)
s ) s =)
s s
0/4 No 7 0/4 No 0/4 | No | 7 0/4 No
Semana 4
0/4 No 8 0/4 No 0/4 | No | 8 0/4 No
?O?;l_’ra de 16/09/2014 o4 |[No |9 0/4 No 04 | No | 9 04 | No
o4 |No |10 |[2m ?gaﬁ e o4 |No |10 |04 | No
?a%‘;rade 16/09/2014 o4 |No |11 |oma No o4 [Nof11 |om |No
o4 |No |12 |wa HojaC o4 | No |12 |oa |No
o4 |No |7 va HojaA o4 | No | 7 04 | No
Semana 5
0/4 No 8 0/4 No 0/4 | No | 8 0/4 No
ﬁo?:sk_’ra de 22/09/2014 o4 |[No |9 0/4 No 04 | No | 9 o4 | No
Hoja Hojas B
va | ¢ 10 |24 e o4 [No |20 |os |No
Sembrade 23/00/2014 o4 |No |11 |wa HojaB o4 [No |11 |om |No
0/4 No 12 1/4 HojaC 0/4 | No | 12 0/4 No
04 |No |7 va HojaA o4 | No | 7 04 | No
Semana 6
o4 |[No |8 0/4 No o4 | No | 8 o4 | No
Siembrade 20/09/2014 oa |No |9 0/ No o4 | No |9 O R
hojas: yC
Hoja Hojas B
va | ¢ 10 |24 e o4 [No |20 |oa |No
rs‘,;,ec”;gra de 30/09/2014 o4 |No |11 |wa HojaB o4 | No |12 |04 |No
0/4 No 12 1/4 HojaC 0/4 | No | 12 0/4 No
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN HOJA

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO

(T3AH+) EN RAICES (T3AR+)
L [un]
@ = x =
3 < © < 5| < El <
> a m () > [a) m ()
< o < < o <
=z pd n pd n P4 Z| » z 0
O = w =z = W O =| w =z = W
O = > o] > = (@] = Z o = b4
o < o © < o o| £ o © < o
< a = o o Z o a| 2| o] 2 z Q
O w Q < o @) < w ol < [a) o <
i s o > o o > s | ol 3| T o S
s e a & = a & z | ol & = a &
] < o) = < o) o <| 8| =z < )
< a m w a m ol o w a m
04 = o < = o = =| © < = o
B Z = Z bl 2 | 2
< O 4 O 21 o A o
) -]
= s = s
o4 |No |7 14 HojaA |1 04| No |7 04 | No
Semana 7
o4 |No |8 /4 No 2 04| No | 8 04 | No
Siembra de 6/10/2014 ot [No |9 |oa No 3 |oa|lno|o |2a |HISA
hojas: yC
vya |H9a 15 | s HoasB |, |oa|No|10 o2 | o
© yC
?ajec'gra de 7/10/2014 o4 | No |11 |w4 HojaB | 5 o4 | Nof12 |04 | No
0/4 No 12 1/4 HojaC 6 0/4 | No | 12 1/4 HojaB
0/4 No 7 1/4 HojaA 1 04| No |7 0/4 No
Semana 8
0/4 No 8 0/4 No 2 0/4| No | 8 0/4 No
Siembrade Hojas A
hojas: 13/10/2014 o4 |No |9 04 No 3 04 | No |9 24 | 2
vya |H923 10 | oa HoasB |, |oa|No|10 [0 | no
© yC
f;ac’gra de 14/10/2014 o4 |Nno |11 |wa HojaB |5 |oa|nNo|11 [os | no
o4 |No |12 |wa HojaC |6 o4 | No |12 |14 | HoaB
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CUADRO 19. Datos brutos de desarrollo de callo en explantes de hojay raiz, en

medio T4AAH+y T4AR+,

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO
EN HOJA (T4AH-)

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO

EN RAICES (T4AR-)

L 11
S| < Tl < S| < gl <
> [a) m () > () m [a)
z < O] < > < o <
pd 0 Z (9] Z 7] Pz (9]
Q = i p = i o = | Z = I
O s Z Q S Z O = z o = Z
) = o| © = ) ®) = ) o = )
< al 21 c| | & o ol z O 21 z | ©
O L (@) < [a)] () < | o) < [a] (o) <
o s| o S| z| 3 S s| o S ol o| =
o = al| &1 = a B = a & = o | &
o] <| 8| z| < ) | < ) = < | 8
[a) o ] o) o o) o ] [a) o
= = o < = o = = O < = o
Bl 3| | G| 3 7| 5 el 3
21 o @1 o 21 S @1 o
-] -]
= s = s
Semana 1 | oa|No| 7 | o4 No 1 | os No 7 | o4 [ No
(sembrade cultivo) 2 | oa|no| 8 | 0a No 2 | oa No 8 | oa | no
ﬁ;’;‘?rade 1808204 | 3 | o4 [No| o | o4 No 3 | oa No 9 | oa | no
4 | o4 | No| 10 | o No 4 | om No 10 | o4 | No
%ig’_rade 19082014 | 5 | o4 | No | 12 | o4 No 5 | o4 No 11 | o4 | No
6 0/4 | No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 | No
1 | oa|[nNo| 7 | o4 No 1 | oa No 7 | o4 [ no
Semana 1
2 0/4 | No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 | No
ﬁ’o?;?rade 25082014 | 3 | o [ No| 9 | o No 3 | oa No 9 | oa | no
4 | o4 | No| 10 | o No 4 | om No 10 | o4 | No
?a],e'cg?rade 26/08/2014 | 5 | 04 | No| 11 | 04 No 5 | o4 No 11 | o4 | No
6 0/4 | No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 | No
1 | oa|[No| 7 | o4 No 1 | oa No 7 | o4 [ no
Semana 2
2 | oa|[No| 8 | o4 No 2 | oma No 8 | o4 [ No
ﬁo?;?rade voro1a| 3 | o4 | No| 9 | om No 3 | o No 9 | oa | No
4 | o4 | No| 10 | o No 4 | om No 10 | o4 | No
raazz_’)_rade 292014 | 5 | o4 | No| 11 | 0 No 5 | oa No 11 | o4 | No
6 | 04 [No| 12 | o4 No 6 | 04 No 2 | o | No
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN HOJA

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLOEN

(T4AH-) RAICES (T4AR-)
w L
x = x =
P < @ < P < & <
< o m o) < a o a
< 0] < < o <
z Z 0 pd 0 Z pd N Z N
O = w P4 = w O = L P4 = w
O s = 0 s z O = 4 O = pd
o| ZE|2&l g & e o | E 5 S| 528
% a =z (@] ) = O a b O ) = O
O u o < a Q < u 0 < fa) ) <
i = O 5 w O 5 = O P w O P
L pd [a] W = o W pd (] W = (] W
uw < 199} z < [} uw < ) p < )
| 28] 5|2 &8 |z|2| &8 |%5|2)|¢8
% S | O % O 0l (@)
= D
= = = =
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 3
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
Siembrade hojas: 8/9/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 0/4 No 9 0/4 No
4 0/4 No 10 0/4 No 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembra de raices: 9/9/2014 5 0/4 No 11 0/4 No 5 0/4 No 11 0/4 No
6 0/4 No 12 0/4 No 6 0/4 No 12 0/4 No
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 4
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
Siembrade hojas: 16/09/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 0/4 No 9 0/4 No
4 0/4 No 10 0/4 No 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembrade raices: 16/09/2014 5 0/4 No 11 1/4 HojaB 5 0/4 No 11 0/4 No
6 0/4 No 12 1/4 HojaA 6 0/4 No 12 0/4 No
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 5
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
Siembrade hojas: 22/09/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 0/4 No 9 0/4 No
4 0/4 No 10 0/4 No 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembrade raices: 23/09/2014 5 0/4 No 11 1/4 HojaB 5 0/4 No 11 0/4 No
6 0/4 No 12 oz HojaA 6 0/4 No 12 0/4 No
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REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN HOJA

REGISTRO DE DESARROLLO DE CALLO EN RAICES

(T4AH- (T4AR-)
i L
o = o =
3| = £l < 3| = £l <
> [a) o [a) > o o o
< 0] < < o <
Z pd n Z 0 z e 0 z 0
(e} = i Z = u (e} = i e = I
O = zZ Q b= Z O = Z Q = Z
ol 219| 5| £ o o | £ o ol 218
< &) g O o E o & g 3 ° g O
O w @) < o (@) < ] o) < o @) <
] = O > w O > = O > w O >
e = a i = a i = a i = a i
o < ) = < 0 i < ) = < 0
< a m uw a m < a m w [a) m
o E o S E o @ E o < E o
Bl % | % | % | Z
< ) 0 ) < O 4 )
= 2 = 2
= =
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 6
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
Siembra de hojas: 29/09/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 2/4 HojasBy D 9 0/4 No
4 0/4 No 10 oz HojaA 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembra de raices: 30/09/2014 5 0/4 No 11 1/4 HojaB 5 0/4 No 11 0/4 No
6 0/4 No 12 oz HojaA 6 0/4 No 12 0/4 No
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 7
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
Siembrade hojas: 6/10/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 2/4 HojasBy D 9 0/4 No
4 0/4 No 10 2/4 HojasAyC 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembrade raices: 7/10/2014 5 0/4 No 11 1/4 HojaB 5 0/4 No 11 0/4 No
6 0/4 No 12 2/4 HojasAyB 6 0/4 No 12 0/4 No
1 0/4 No 7 0/4 No 1 0/4 No 7 0/4 No
Semana 8
2 0/4 No 8 0/4 No 2 0/4 No 8 0/4 No
Siembrade hojas: 13/10/2014 3 0/4 No 9 0/4 No 3 2/4 HojasBy D 9 0/4 No
4 0/4 No 10 2/4 HojasAyC 4 0/4 No 10 0/4 No
Siembra de raices: 14/10/2014 5 0/4 No 11 V4 HojaB 5 0/4 No 11 0/4 No
6 0/4 No 12 2/4 HojasAy B 6 0/4 No 12 0/4 No




XIl.  GLOSARIO

2,4-D: écido 2,4-diclorofenoxiacético. Herbicida y hormona reguladora de

crecimiento en cultivo de tejidos vegetales (Dodds y Roberts 1985).

2. ANA: &cido 1-naftaleneacético. Auxina

Auxina: hormona reguladora de crecimiento para estimulacion de brotes a
partir de un tgjido vegetal (Dodds y Roberts 1985).

4. BA:6-benzil amino purina.

5. Callo: masa amorfa de células diferenciadas a partir de una céula madre

10.
11.

12.

(Singh y Sharma 2001).

Citoquinina:hormona reguladora de crecimiento para estimulacion
division celular (Dodds y Roberts 1985).

Embriogénesis. Proceso de diferenciacion celular y generacion de
embriones, a partir de una sola célula (Singh y Sharma 2001).

Explante: tgido vivo que se remueve de un organismo Yy se coloca dentro
de un medio de cultivo (Merriam-Webster 2015).

IAA (en inglés): acido indol acético (AlA, en espaiiol).

KIN: quinetina.

Medio de cultivo: sustancia nutritiva, consistente de sales minerales,
vitaminas, agua, sacarosay, en ocasiones, hormonas de crecimiento. Puede
presentarse de forma liguida o solida y se encarga de proveer € medio
ideal para el desarrollo de cultivos de bacterias, hongos, células animales
y/o vegetales (Singh y Sharma 2001).

Organogénesis. proceso de diferenciacion celular y generacion de érganos

(brotesy raices), apartir de un callo (Singh y Sharma 2001).
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