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RESUMEN Y SUMMARY

RESUMEN

Una de las berries con mayor demanda en el mercado mundial es la
frambuesa, un cultivo cuyo fruto se caracteriza por sus excelentes
caracteristicas nutracéuticas. En los ultimos 5 afios su produccién ha
aumentado aproximadamente en 80 mil toneladas a nivel mundial. El tema
de investigacion planteado es la Evaluacion de plantulas de frambuesa
(Rubus idaeus. L) propagadas mediante la multiplicacion in vitro,
utilizando tres tipos de citoquininas en cuatro dosis en Laguacoto Ill, canton
Guaranda provincia de Bolivar. Los objetivos fueron: 1. Determinar el tipo
de citoquinina que ayuda a la mayor multiplicacion de plantulas de
frambuesa. 2. ldentificar la dosis de citoquinina que ayuda a un mayor
desarrollo de las plantulas. 3. Establecer la relacion beneficio costo en cada

uno de los tratamientos.

La metodologia aplicada fue un disefio experimental de blogques completos
al azar con tres repeticiones. Se tuvo doce tratamientos con dos factores;
FA: tipos de citoquininas (benzil adenina, benzil aminopurina y kinetina) y
FB: (0-2-4-6 mg). Se realiz6 un andlisis de varianza, prueba de Tukey al
5% para comparar los promedios entre tratamientos. Analisis econémico de

la relacién beneficio costo.

Dentro de las variables a evaluar se determiné el nimero de brotes por
explantes donde el mejor tratamiento fue el T12 (Kinetina 6 mg) con un
promedio de 9 brotes por explantes. Asi mismo se analizé el beneficio costo
donde el mejor tratamiento fue el T12 (Kinetina 6 mg) que por cada délar

invertido se obtiene de ganancia $3.51.

Palabras clave: Frambuesa, propagacion in vitro, citoquininas, kinetina
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SUMMARY

One of the berries with the highest demand in the world market is the
raspberry, a crop whose fruit is characterized by its excellent nutraceutical
characteristics. In the last 5 years its production has increased
approximately 80 thousand tons worldwide. The research topic is the
evaluation of raspberry (rubus idaeus. L) seedlings propagated by in vitro
multiplication, using three types of cytokinins in four doses in Laguacoto llI,
Guaranda canton, province of Bolivar. The objectives were: 1. To determine
the type of cytokinin that helps the multiplication of raspberry seedlings. 2.
To identify the dose of cytokinin that helps seedling development. 3.

Establish the cost-benefit ratio for each of the treatments.

The methodology applied was a randomized complete block experimental
design with three replications. There were twelve treatments with two
factors; FA: types of cytokinins (benzyl adenine, benzyl aminopurine and
kinetin) and FB: (0-2-4-6 mg). An analysis of variance, Tukey's test at 5%
was performed to compare the averages between treatments. Economic

analysis of the benefit-cost ratio.

Among the variables to be evaluated was the number of shoots per explant,
where the best treatment was T12 (Kinetin 6 mg) with an average of 9
shoots per explant. The cost benefit was also analyzed, where the best
treatment was T12 (Kinetin 6 mg), with a profit of $3.51 for each dollar

invested.

Key words: Raspberry, in vitro propagation, cytokinins, kinetina
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l. INTRODUCCION

El género Rubus pertenece a la familia Rosacea, es uno de los mas
diversos y de amplia distribucion geografica, presenta una gran diversidad
morfolégica y genética; comprende un gran nimero de especies silvestres
ademas de las que se cultivan domesticadas por sus frutos comestibles
(Salazar et al., 2007). El consumo de frutos de este género ha tenido gran
aceptacién en afos recientes por su elevado poder antioxidante y su

relacion con la salud (Seeram et al., 2006)

Una de las berries con mayor demanda en el mercado mundial es la
frambuesa, un cultivo cuyo fruto se identifica por sus excelentes
caracteristicas nutracéuticas. En los ultimos 5 afios su produccién ha
incrementado aproximadamente en 80 mil toneladas a nivel mundial.
Paises como: Estados Unidos, Canada y Chile son grandes exportadores
de este fruto, su precio oscila entre los 5% y los 15%$. Para entender la
demanda de esta fruta es necesario realizar una investigacion de
micropropagacion, que es una opcion para acelerar la produccion masiva,

incluyendo su proceso agronomico. (INTAGRI, 2017)

En el Ecuador, la frambuesa era poco conocida hasta el afilo de 1.980
aproximadamente, ya que tradicionalmente se ha sembrado mora de
castilla para el consumo local. A finales de los afios 80 se introdujeron de
Norte América variedades de frambuesa que obtuvieron una buena
adaptacion y hasta los afios 2.002, 2.003 se la produjo con fines de
exportacion. En los ultimos afios esto ha cambiado ya que existe en el pais
un segmento de mercado que si consume frambuesa como fruta fresca y
en cantidades considerables; no solo se consume en cantidades
importantes, sino que también de modo regular. Ahora el consumo de
frambuesa en el pais ha crecido, conociendo que en promedio se
consumen 1,5 kilos de frambuesa por cada familia de recursos medios,
medios-altos o altos. Esta demanda es apenas abastecida por frambuesa

que viene importada desde Chile. (Manzano, M, 2013). Segun datos



estadisticos del 2.005, se tiene que Ecuador importa en torno a de 10
toneladas de frambuesas y otras bayas. Se estima un valor de
aproximadamente de 2.430 dolares ($) por tonelada. Hasta el afio 2.004
habia registros en el Ecuador de una superficie cosechada de frambuesa y
otras bayas de alrededor de 2.250 hectéreas, con una produccion a nivel
nacional de 3.920 toneladas y un rendimiento por hectarea de 1,74
toneladas (CORPEI, 2018)

En la provincia de Bolivar actualmente no se tiene informacién sobre el
cultivo siendo una limitante al momento de fortalecer el cultivo con miras a
futuro, es asi que el presente estudio contribuye con informacién, sobre la
multiplicacion in vitro de plantulas de frambuesa. El término cultivo de
tejidos tiene relacion al desarrollo de células vegetales bajo condiciones in
vitro, dichas células se cultivan asépticamente en un medio de cultivo de
composicion quimica definida y se incuban bajo condiciones ambientales
controladas; englobando a un heterogéneo grupo de técnicas para llevar a
cabo tal fin. (Ruiz et al., 2018)

Las citoquininas son las encargadas de interrumpir la dominancia apical,
promover la induccién y proliferacion de las yemas axilares in vitro, siendo
importante conocer las concentraciones y el tipo de citoquinina que debe
utilizarse dependiendo cada caso, estos son los factores que influyen en el
éxito de la micropropagacion in vitro, especialmente en el género Vaccinium
(Erig, A., 2006).

Los objetivos establecidos en esta investigacion fueron:

e Determinar el tipo de las citoquininas que ayuda a la mayor
multiplicacion de las plantulas de frambuesa.

¢ Identificar la dosis de citoquinina que ayuda a un mayor desarrollo
de las plantulas.

e Establecer la relacion beneficio costo en cada uno de los

tratamientos.



Il. PROBLEMA

Debido a la falta de plantas certificadas en el pais, es necesario buscar
alternativas que permitan multiplicar las plantas de frambuesa libres de
patégenos, por lo que el uso del cultivo in vitro se considera una
herramienta para la obtencion de plantas de alta calidad. En Ecuador se
han realizado algunos intentos de microcrianzay se han reportado avances
considerables en la tecnologia, pero aun no se han obtenido los resultados

esperados.

Aunque la fruta contiene una gran cantidad de semillas, muchas de ellas
no pueden sobrevivir y la tasa de germinacion en la naturaleza es muy baja.
Al probar la reproduccion asexual de forma tradicional, debido a la alta
contaminacion que ocasiona la introduccion de materiales silvestres, es
dificil establecerla debido a la pequefia cantidad de frambuesas en el

mercado local.

Existen algunos viveristas en el callejon interandino que han intentado
multiplicar este noble frutal por diversos métodos ya sea sexuales y
asexuales, sin obtener resultados positivos que favorezcan a la
multiplicacion de la misma, sin embargo, existen algunas zonas
agroecologicas donde los fruticultores demandan de estas plantas para
poder diversificar su produccion fruticola. Debido a que existe demanda

tanto en los mercados locales, nacionales e internacionales.

Si este tipo de investigaciones no se realiza en estos frutales que son no
tradicionales o exéticos, no tendran nuevas alternativas de produccion
fruticola tanto en la provincia como a nivel nacional, especialmente en la
provincia de Bolivar, que en un alto porcentaje de sus agricultores se
dedican al monocultivo (maiz) con bajos ingresos econémicos que en
muchas de las veces no recuperan el capital invertido; si consideramos que
en la provincia de Bolivar existen diversidad de zonas agroecoldgicas

donde se pueden emprender con los huertos del frutal mencionado, donde



tendran una mayor rentabilidad y por ende podran mejorar su calidad de
vida evitando que los productores migren a los centros poblados o muchas

de las veces fuera del pais.

La presente investigacion se enfoca en desarrollar una metodologia de
actualidad como es la multiplicacién in vitro utilizando tres tipos de
citoquininas en cuatro dosis y mejorar la calidad de plantas para poder
ofertar a los diferentes productores de la region lo que permitira formar
huertos de frambuesa con plantas de calidad por ende facilitard un mayor
desarrollo en menor tiempo al igual que el inicio de su produccion.
Beneficiandose los investigadores, los estudiantes los mismos que tendran
un documento de fuente de investigacion, técnicos que estan involucrados

con este cultivo y sobre todo los fruticultores.



. MARCO TEORICO

3.10rigen

El género Rubus es el género de mayor numero de especies dentro de la
familia Rosaceae, estimado entre 700 y 750 especies distribuidas en 12
subgéneros a nivel mundial muchas de ellas se cultivan por su fruto,

mientras que otras son mas de uso ornamental (Robles, E, 2009)
3.2Taxonomia

La clasificacion taxonémica de la especie Rubus idaeus L. frambuesa roja

es la siguiente:

Género Rubus

Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Streptophyta
Superdivision Embryophyta
Subdivision Spermatophyta
Division Tracheophyta
Clase Magnoliophyta
Superorden Rosanae
Orden Rosales
Familia Rosaceae

Fuente: (Sistema de Informacion de Biodiversidad, 2014)

3.3Descripcion botanica
3.3.1 Sistema radicular
El sistema radicular se localiza en la parte mas superficial del suelo,

situandose el 80% en los primeros 30 cm. Esta compuesto en su mayor

parte por raices finas, y por otras mas gruesas y lefiosas que sirven de



soporte a la planta. Sobre estas Ultimas se forman yemas adventicias de
las que brotan nuevos brotes todos los afios, asegurando la produccion

regular del cultivo (Garcia et al., 2014)
3.3.2 Tallo

El frambueso presenta un tallo subterrdneo y corto, por el que emite
estolones medianamente fuertes y abundantes en numero, segun la
variedad (INFOAGRO, 2015)

3.3.3 Hojas

Son alternas, compuestas, estipuladas, formadas por cinco a siete foliolos,
aungue presenta de tres a cinco. Estos foliolos son ovales, doblemente
aserrados, de color verde en el haz el cual posee nervaduras muy
marcadas, y ligeramente blanquecino a gris en el envés, el cual posee

abundante vellosidad e incluso ligeras espinas (Morales, C, 2009)
3.3.4 Flores

Se agrupan en paniculas y son muy atractivas y apetecibles para las abejas
ya que ademas de polen, producen mucho néctar Son flores pequenas,
hemafroditas, poseen un caliz formado por cinco sépalos verdes de
vellosidad variable, una corola de cinco pétalos de color blanco (Garcia et
al., 2014)

3.3.5 Fruto

Esta formado por numerosas drupas agregadas entre si, formando una
polidrupa en torno a un receptaculo, del que se desprende en la
maduracién. La inmensa mayoria de las variedades cultivadas producen
frutos de color rojo aunque también existen algunos de color amarillo,

purpureo o negro (Bafados, P, 2002)



3.4Requerimientos edafoclimaticos

3.4.1 Altitud

Mayor de 2000 m. Si se cultiva en regiones mas bajas, se recomienda
utilizar cultivares de bajo requerimiento de frio y la aplicacion de

compensadores de frio y hormonas de crecimiento (Rodriguez, A, 1984)
3.4.2 Precipitacion y humedad relativa

Se puede cultivar con precipitaciones acumuladas de 300 a 1700 mm,
durante el ciclo de desarrollo, siendo el 6ptimo 1000 mm (FAO, 1994). Con

humedad relativa prefiere una atmdosfera seca (Santibafiez, 1994)
3.4.3 Temperatura

Es una especie de gran tolerancia a las heladas invernales El crecimiento
se propicia a temperaturas entre 5y 26°C, siendo el 6ptimo 20°C (FAO,
1994)

3.4.4 Clima

Es una especie caracteristica de zonas de media montafia que tiene
particularidad por los ambientes frescos, le conviene lugares ventilados y
con alta humedad relativa. No es muy exigente en horas frio invernales
necesitando anualmente un minimo  de 700 horas-frio

(PortalFruticultura.com, 2019)
3.4.5 Suelo

Precisa de suelos permeables, aireados, frescos, con buen contenido en
materia organica, preferible exentos de caliza activa y pH ligeramente
acido. Los mas optimos son suelos franco-arenosos, con una profundidad
minima de 30 cm y con buena disponibilidad de agua durante el verano
(PortalFruticultura.com, 2019)



3.5Variedades

Hay dos tipos de variedades de frambuesa: reflorecientes (remontantes) y
no reflorecientes. Las reflorecientes producen dos cosechas anuales ya
que en su primera cosecha en la parte apical de la cafa (tallo) y la segunda
se produce en las yemas, ademas necesitan menos horas frio. En cambio,
las variedades no reflorecientes crecen el primer afio y fructifican hasta el
siguiente, y por lo general demandan soporte en V y poda después de la
cosecha, ademas toleran la poda quimica. Las primeras tienen un
rendimiento promedio entre 15 a 20 t/ha y su periodo de plena produccion
se da en la segunda cosecha, mientras que las segundas tienen un
rendimiento promedio de 10 a 20 t/ha y su periodo de plena produccién es
en el segundo afio. Las variedades reflorecientes mas generalmente
usadas son: Heritage, Summit, Autumn bliss, Polka, Sugana, Regina,
Adelita y Kwanza. Las variedades comunes no reflorecientes son: Meerker,
Glen Lyon, Glen Prosen, Malling Explot, Gradina, Tulameen y Tadmon
(INTAGRI, 2017)

3.6Sistema de propagacién

3.6.1 Sistematradicional de propagacion de frambuesa

El sistema tradicional de propagacion de frambueso consiste en el
establecimiento de un vivero en campo, utilizando distancias menores (1,2
a 1,5 m entre hileras) que las usadas en un huerto comercial, del cual se
pueden obtener cafas de un afio de edad para ser plantadas durante el
invierno o bien brotes de menos de un afio, que pueden establecerse en
primavera (INIA, 2009)

3.6.2 Sistema mejorado

El sistema mas recomendado de propagacion de frambueso es la
produccion de plantas a partir de brotes etiolados. Las principales ventajas

de este sistema son la facilidad para eliminar problemas sanitarios y el corto



periodo de tiempo que se requiere para obtener las nuevas plantas. Debe
iniciarse a partir de plantas madres de buena calidad, ojala provenientes de
cultivo in vitro, que asegure que estan libres de virus, de donde se

obtendran las raices para iniciar la propagacién (INIA, 2009)
3.7Micropropagacion

La micro propagacion fundamenta en tomar pequefias secciones del tejido
de una planta o estructuras enteras, como yemas, y cultivarlas en
condiciones artificiales para regenerar plantas completas. La
micropropagacion es esencialmente Util para conservar plantas valiosas,
mejorar especies en aquellos casos en que es dificil hacerlo por otros
medios (como sucede con muchos arboles), acelerar el mejoramiento de
plantas y obtener abundante material vegetal para la investigacion
(ChileBio, 2018)

3.7.1 Etapade lapropagacién in vitro

- Fase 0: Preparacién de la planta madre

Para poder formar el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener
explantes con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para
lograr estos explantes es recomendable mantener a las plantas madre, es
decir la planta donadora de yemas, durante un periodo de tiempo que
puede oscilar entre unas semanas o varios meses en un invernadero bajo
condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en
condiciones sanitarias 6ptimas y con un control de la nutricién y riego
adecuados para admitir un crecimiento vigoroso Yy libre de enfermedades
(Castillo, A, 2015)

Esta fase fue pensada para tratar de reducir los problemas de
contaminacion que se presentaban comunmente en la fase I. Sin embargo,
en la actualidad existe un consentimiento que esta etapa es importante e

indispensable para el desarrollo de un esquema de trabajo eficiente y



repetible, por lo que cada vez se le va prestando mayor atencion. Tiene una
evidente influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del
proceso desde el punto de vista sanitario, fisiolégico y genético (Villalobos,

V; Thorpe, T, 1991) En esta fase es necesario tener en cuenta:

Seleccion de las plantas donantes: El inicio de todo proceso de cultivo de
tejidos soélo tiene sentido cuando se emplea un material de partida
adecuado. La complexion genética de la planta donante es el primer factor
a evaluar. Para la mayoria de las plantas propagadas in vitro, el material
inicial es una planta élite seleccionada por rasgos fenotipicas especiales
(Villalobos, V; Thorpe, T, 1991)

- Estado fisiolégico de la planta donante

Es de gran influencia en la respuesta de los tejidos en cultivo, reportandose
diferencias en los requerimientos nutricionales y hormonales cuando los
tejidos proceden de plantas con diferente edad fisiol6gica. Generalmente,
se manejan plantas en estado de crecimiento activo: vigoroso y sano
(Villalobos, V; Thorpe, T, 1991)

- Fase 1: Desinfeccién del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de
los cuales se adquiriran los explantes. Los explantes pueden ser entre
yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc. Antes de extraer
los explantes se realizara una desinfeccion de los fragmentos de planta
madre para eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes mas
frecuentes son los hongos y las bacterias que habitan en forma natural en
el ambiente. Una vez desinfectado el material vegetal, se debe conservar
en condiciones de asepsia. A efectos de lograr las condiciones de asepsia,
se trabajara en cabinas de flujo laminar para extraer los explantes a partir
del material vegetal. Estos explantes se introduciran en un tubo de cultivo
conteniendo medio de iniciacién para poder controlar la sanidad y la

viabilidad, luego de efectuar la desinfeccion del material con hipoclorito de
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sodio (agua clorada comercial), pura o diluida durante un periodo de 5a 15
minutos, seguido por 3 a 4 enjuagues en agua esterilizada. Introduciran en
un tubo de cultivo conteniendo medio de iniciacion para poder controlar la
sanidad y la viabilidad, luego de cumplir la desinfeccién del material con
hipoclorito de sodio (agua clorada comercial), pura o diluida durante un
periodo de 5 a 15 minutos, seguido por 3 a 4 enjuagues en agua

esterilizada.
- Fase 2: introducciéon del material in vitro

Luego de la desinfeccién superficial, las semillas o las yemas obedeciendo
al material seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un
periodo de una semana o quince dias, empieza el proceso de germinacion
0 regeneracion de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in
vitro (Castillo, A, 2015)

La introduccién de los materiales para la iniciacion del proceso de

conservacion se hace generalmente de tres formas:

A partir de material vegetativo (estacas): proveniente de centros
experimentales o colectas realizadas en el pais anfitrion.

- Enforma in vitro: proveniente de paises donantes.

- En forma de semilla botanica y posterior rescate de embriones,

especificamente para las especies silvestres (Gracia M., et al 2010)

Fase 3: Multiplicacién de los brotes

Durante esta fase se augura que los explantes que sobrevivieron la FASE
1y 2 originen brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas.
En la base de cada hoja hay una yema que se desarrollara inmediatamente
de ser puesta en contacto con el medio de cultivo. Periddicamente estos
nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante divisiones
y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas

operaciones se ejecutan en la camara de flujo laminar o en un lugar aislado
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gue permita mantener las condiciones de asepsia. De esta forma aumenta
el nimero de plantas en cada repique o division de las plantas. EI nimero
de plantas que se logra dependiendo de la especie vegetal y de las
condiciones del medio de cultivo. El nUmero de plantas que se obtiene por
la via de la micropropagacién accede alcanzar incrementos exponenciales,
considerando que todos los factores que afectan el crecimiento hayan sido
optimizados (Castillo, A, 2015)

Los explantes sanos y libres de contaminantes se dividiran y se transferiran
al medio de multiplicacion MS, suplementados con concentraciones de
(GA3) y (BAP) y 30% de sacarosa (Cancino, G., et al 2015)

- Fase 4: Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantos

Para enraizar los explantes se manipulan principalmente plantines
individuales de un tamafio aproximado de 2 centimetros. Los brotes
conseguidos durante la fase de multiplicacion se transfieren a un medio
libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo
auxinas. Algunas especies de plantas no requieren pasar por esta etapay
emiten sus raices en el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas
nuevas, por lo tanto, el proceso de multiplicacion y enraizamiento

transcurren en forma simultanea (Castillo, A, 2015)

En esta etapa se origina la formacion de raices adventicias. En las especies
herbaceas es relativamente facil mientras que en muchas especies lefiosas
mas complicada por su limitada capacidad rizogénica. El enraizamiento
puede realizarse tanto en condiciones in vitro como ex vitro. En el primer
caso pueden utilizarse varios tipos de sustratos y reguladores de
crecimiento (principalmente auxinas) para promover la rizogénesis. Los
sustratos contienen: medio solidificado con agar, perlita y/o vermiculitas
humedecidas con medio nutritivo o agua. En un medio solidificado con agar,
los nutrientes se comprimen de % a % de la composicion original, y la

sacarosa se reduce a una concentracion final de 1-2%. Medios con baja
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concentraciéon salina, como el aumentan el porcentaje de enraizamiento de

vastagos axilares en plantas latifoliadas (Olmos, S. et al 2015)
- Fase 5: Aclimatacion de los explantos enraizados

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios
ambientales, de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso
obedecen a la aclimatacion. En esta etapa las plantas toleraran cambios de
diferente tipo que permitirdn la adaptacion de las mismas a vivir en
condiciones naturales. En el momento en que se extraen los explantes o
plantines enraizados de los frascos, estan poco adaptados a crecer en un
invernaculo, ya que estos explantes han enraizado y crecido en ambientes
con una humedad relativa muy elevada y habitualmente tienen estomas
(estructuras responsables de regular la transpiracion y pérdida de agua en
la planta) que no son completamente funcionales frente a descensos de la
humedad relativa, y por lo tanto demasiado lentos para evitar la desecacion
del explante. Por otra parte, crecer en ambientes tan humedos también
suele implicar la falta de una cuticula con cera bien desarrollada, que
representa la barrera fisica para impedir la pérdida de agua a lo largo de

toda la superficie de la planta.
3.7.2 Medio de cultivo

Los medios nutritivos para el cultivo de células y tejidos vegetales son, en
general, menos complejos que los de cultivos microbianos y son formulados
de manera mas o menos empirica. Si bien se desarrollan periddicamente
nuevas férmulas comerciales, no existe hasta el presente un disefio
racional que tenga en cuenta la composicion centesimal de la célula vegetal
y el conjunto de condiciones que registran el crecimiento y la diferenciacion.
No obstante, normalmente se puede utilizar un medio sencillo y
complementarlo con diferentes componentes y reguladores de crecimiento
para llegar empiricamente a la formula que le brinde al tejido las excelentes

condiciones para su crecimiento y produccién. Se ha detallado un gran
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namero de medios nutritivos para el cultivo de vegetales in vitro. Estos

medios de cultivo consignan de sales minerales, vitaminas, aminoacidos,

azucares y reguladores de crecimiento (Llorente, B, 2002)

3.7.3 Medio de cultivo Sales minerales MS (Murashige y Skoog,

1962) en (mg/It)
(NH4)NO3 1.650
e KNO3 1.900
e CaCp.2H20 0.440
e MgS04.7H20 0.370
e KH2P040.170
e FeS04.7H20 0.0278
e Na2EDTA. 2H20 0.0372
e MnSO4.H20 0.0169
e ZnS04.7H20 0.0086
e H3BO30.0062
e KI0.00083
e Na:Mo0O4.2H20 0.00025
e CuS045H20 0.000025
e CoCp.6H20 0.000025
e Mioinositol 0.100
e Tiamina HCI 0.0001
e Acido nicotinico 0.0005
e Piridoxina HCI 0.0005
e Glicina 0.002

3.7.4 Micronutrientes en mg/It

FeS04.7H20 27,8
Na2EDTA 37,3
H3:BO:z 6,2
MnS04.4H20 22,3
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e 7nS04.7H20 8, 6

e Na:Mo004.2H20 0,25
e CuS04.5H20 0,025
e Co0Cp2.6H20 0,025

e KI0,83

3.7.5 Vitaminas en mg/It

e myo- Inositol 100

e Tiamina HCI 0,1

e Acido nicotinico 0,5
e Glicina2,0

e Piridoxina HCI 0,5

3.7.6 Elaboracién de soluciones madre del medio de cultivo

murashige y skoog
Para la produccion del medio de cultivo “MS” se hace las siguientes:

e Stock de macronutrientes
e Stock de micronutrientes
e Stock de kelatos de hierro (Fe)
e Soluciones Stock de vitaminas

e Soluciones Stock de Reguladores (Damasco, L., 2020)

3.7.7 Reguladores de crecimiento

Son compuestos que se sintetizan naturalmente dentro del tejido de la
planta, es decir endégenamente y cumplen un rol regulatorio mas que
nutricional en el crecimiento y desarrollo. Estos compuestos generalmente
activos a muy bajas concentraciones, son conocidos como sustancias de
crecimiento, fitohormonas u hormonas vegetales. Quimicos sintéticos con

similar actividad fisiolégica para modificar el crecimiento y desarrollo de la
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planta son denominados también como reguladores de crecimiento
(CENTA, 2015)

3.7.8 Citoquininas

Son compuestos que también intervienen como sustancias de desarrollo.
Son muy importantes para la regulacion de crecimiento y morfogénesis en
cultivo de tejidos. En las plantas las raices son el principal centro para la
biosintesis de Citoquininas de alli son traslocadas hacia los brotes y hojas,
tienen movimiento acropétalo (ascendente), tienen efecto en la citocinesis
o division celular, de alli el nombre de Citoquininas, interactian con auxinas
en la formacion de 6rganos como la floracién; retarda la senescencia,
rompe la dominancia apical estimulando el desarrollo de tallos laterales y
en el movimiento de nutrientes. Son constituyentes del &cido ribonucleico
de transferencia (ARNt) y de &cido ribonucleico mensajero (ARNm) y tienen
interaccidon sinergistica con las auxinas. Cuando la proporcion
Citoquinina/auxina es alta favorece la formacién de tallos y si es baja

favorece la formacion de raices (Chamorro, A., et al 2007)
Dentro de la Citoquininas mas utilizadas tenemos

¢ Kinetina (KIN)
e Benzil aminopurina (BAP)

e 2-isopentil adenina (2ip) (Chamorro, A., et al 2007)

3.8Plagas y enfermedades del cultivo de frambuesa

3.8.1 Plagas

Plantas Facilicimo (2018) Menciona las siguientes plagas como las mas

comunes en el frambueso:
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e Pulgones

Los pulgones hay de muchos colores, verdes, negros, amarillo pero si ves
unos de color marron dorado, quiere decir que estan parasitados por

avispas, conviene dejar para que estas acaben con ellos.
e Acaros

La arafia roja o de 2 puntos y la arafia roja de los frutales (Panocicus ulmi)

pueden afectar a nuestro frambueso.
e Escarabajo Ocre del Frambueso

Las larvas de escarabajos ocre se nutren de una hierba adventicia llamada
como San Benito (Geum urbanum), pero los adultos de las flores del
frambueso, incitando grandes pérdidas en el cultivo, es por ello que
debemos controlar esta planta para evitar que se establezca la plaga en el

cultivo.
e Mosca blanca

La mosca blanca es inmune a todos los tipos de tratamientos incluidos los
guimicos, bioldgicos, mecéanicos y otros por eso es mejor el tratamiento

preventivo a tiempo.
3.8.2 Enfermedades

Plantas Facilicimo (2018) menciona las siguientes enfermedades como las

mas comunes en el frambueso:
e Botrytis

La botrytis suele presentarse en condiciones en exceso de humedad en el
ambiente y la planta ha recibido algun dafio fisico ya sea por alguna plaga,
viento o por haber granizado. Esto induce heridas por donde puede

penetrar el hongo.
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e lLaroya

La Roya es otra enfermedad provocada por un hongo y se caracteriza

porque las manchas que provoca en la hoja son de un color anaranjado.
e Oidio

El temido oidio afecta también al cultivo de frambuesa, por eso debemos

evitar mojar las hojas de la planta cuando realicemos la labor de riego.
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V. MARCO METODOLOGICO

4.1 Materiales

4.1.1 Ubicacion de investigacion

Provincia Bolivar
Canton Guaranda
Parroquia Gabriel Ignacio Veintimilla
Granja Laguacoto llI
Sector (Laboratorio de biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias,
Recursos Naturales y del Ambiente)

4.1.2 Situacién geograficay climatica

Altitud 2.608 msnm
Latitud 01°36" 51.63'S
Longitud 78°59" 54.49” W
Temperatura maxima 21°c
Temperatura minima 7°c
Temperatura media 14.4°c

Heliofania 900 horas/luz/afio
Pluviometria promedio anual 980ml

Humedad relativa promedio | 70%

anual

Fuente: (PDOT BOLIVAR, 2012)

4.1.3 Zonade vida

La localidad en estudio de acuerdo a las zonas de vida de HOLDRIGE, L,

corresponden al bosque seco montano bajo (bs — MB).




4.1.4 Materiales experimentales

Yemas apicales de Frambuesa de edad aproximada de un afio (Rubus

idaeus. L)

4.1.5 Materiales de campo

e Camara digital

e Libro de campo

e Esferos

e Tijeras de podar

¢ Navaja de podar victorino

e Botas de caucho

e Jabodn liquido

4.1.6 Materiales de laboratorio

e Cabina de flujo laminar horizontal
e Refrigerador domestico
e Autoclave

e Vidrieria

e Balanza digital

e Microondas

e Agitador magnético

e Frascos de cristal

e Agua destilada

e Papel absorbente

e Franelas

e Bandeja de plastico

e Estanteria

e Gorro

e Mascarilla

e Guantes

e Gafas
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Pinzas

Bisturi

Mechero de Alcohol 70 °
Alcohol de 70 °
Libreta

Esfero

Gel desinfectante
Jabodn liquido

Regla

Soluciones nutritivas
Stock #1

Nitrato de potasio
Nitrato de amonio
Cloruro de calcio
Sulfato de magnesio
Fosfato de potasio
Stock #2

Sulfato de magnesio
Sulfato de zinc
Yoduro de potasio
Molibdato de sodio
Stock #3

Sulfato ferroso

Na EDTA

Vitaminas
Myoinositol

Acido nicotinico
Piridoxima

Tiamina

Reguladores de crecimiento



e Benzil adenina

e Kinetina

e Benzil aminopurina
e Agar agar

e Sacarosa

4.1.7 Materiales de oficina

e Computadora

e Impresora

e Disco extraible

e Flash memory

e Hojas de papel bond A4
e Esfero

e Calculadora

4.2Métodos

4.2.1 Factores en estudio
Factor A (Tipos de citoquininas)

e Az Benzil adenina
e Az Benzil aminopurina

e As: Kinetina

Factor B (Dosis de citoquininas)

e Bai: 0 mg/lt (testigo absoluto)

e B2 2 mg/lt
e Bz 4 mg/lt
e B4 6 mg/lt

4.2.2 Tratamientos

Para el presente proyecto, se utilizo las siguientes combinaciones de los

factores AxB; 12 tratamientos segun el detalle:
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Tratamientos N°

Cddigo

Detalle

T1 AlB1 Benzil adenina + 0 mg/It (testigo)
T2 Al1B2 Benzil adenina + 2 mg/It

T3 A1B3 Benzil adenina + 4 mg/It

T4 AlB4 Benzil adenina + 6 mg/It

T5 A2B1 Benzil aminopurina + 0 mg/It (testigo)
T6 A2B2 Benzil aminopurina + 2 mg/It

T7 A2B3 Benzil aminopurina + 4 mg/It

T8 A2B4 Benzil aminopurina + 6 mg/It

T9 A3B1 Kinetina + 0 mg/lt (testigo)

T10 A3B2 Kinetina + 2 mg/It

T11 A3B3 Kinetina + 4 mg/It

T12 A3B4 Kinetina + 6 mg/It

4.2.3 Tipo de disefio experimental

Se utilizo un disefio completamente al azar (DCA)

4.2.4 Procedimiento

Localidad 1
Numero de tratamientos 12
Numero de repeticiones 3
Numero de unidades experimentales 36
Numero de explantes 108
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4.2.5 Tipo de anélisis

Andlisis de Varianza (ADEVA) segun el siguiente detalle:

GRADOS DE

FUENTES DE VARIACION LIBERTAD CME*
Factor A: Citoquininas (3-1) 2 [2e+126°FA
Factor B: Dosis de Citoquininas (4-1) 3 [?2e+90% FB
FA x FB: (A-1) (B-1) 6 [2e+302FAXFB
Error Experimental t (r-1) 24 Pe
Total (txr)—1 35

Cuadrados medios esperados modelo fijo tratamientos seleccionados por

los investigadores.

e Prueba de Tukey al 5% para comparar los promedios del factor A.

e Prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de los

tratamientos en las variables que sean significativas (Fisher

protegido).

e Andlisis de la relacién beneficio/costo.

4.3Métodos de evaluacion y datos tomados

4.3.1 Dias ala brotacién en laboratorio (DBL)

Los dias a la brotacion se tomaron en el area de incubacion por observacion

directa a los 60 dias en sus respectivos medios de proliferacion, se

consider6 un brote cuando presenten al menos dos hojas desarrolladas.

4.3.2 Numero de brotes por explante (NBE)

Se procedio a tomar del area de incubacion por observacion directa a partir

alos 60 dias del ultimo subcultivo a sus respectivos medios de proliferacion,

se considerd un brote al presentar estas al menos dos hojas desarrolladas.
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4.3.3 Numero de hojas por brote (NHB)

La variable numero de hojas por brote se procediéo a tomar del area de
incubacion por observacion directa en el frasco de cristal a los 60 dias del
subcultivo a sus respectivos medios de proliferacién, se considerd hojas
desarrolladas todas menos la primera y la Ultima, la cual estuviera en

desarrollo.
4.3.4 Alturade brotes (AB)

En la altura de brotes se tomad el area de incubacion con la ayuda de una
regla por la parte exterior del frasco de cristal desde la parte coronal
superficial de la base del brote hasta su &pice a los 60 dias del subcultivo

a sus respectivos medios de proliferacion.
4.3.5 Taza de velocidad de multiplicacion (TVM)

La taza de velocidad de multiplicacion esta expresada la relacion entre el
namero de brotes obtenidos al final del ciclo de la multiplicacion sobre el

tiempo de duracion del ciclo.

Este parametro se analizara con la siguiente férmula:

N° de brotes
Tiempo (dias)

TVM =

4.3.6 Numero de frascos contaminados (NFC)

Se evalud por observacién directa la presencia de agentes patdgenos
causados por hongos durante los 60 dias que es el tiempo que transcurrié
desde la siembra de los brotes. Teniendo en cuenta que un frasco de cristal
estd contaminado cuando en el medio de cultivo se observo la presencia
de esporas blanquecinas o grises, las cuales con el transcurso del tiempo
se diseminan formando una estructura algodonosa, los datos fueron

expresados en porcentaje.
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4.3.7 Numero de Raices (NR)

Se determind esta variable contando los dias transcurridos desde la
aparicion de las primeras raicillas de los brotes, efectuando un conteo

directo.
4.3.8 Tamafo de Raiz (TR)

El tamafio de raiz que se registré con la ayuda de una regla en frascos
tomadas de cada tratamiento y repeticion, esto se realiz6 desde el cuello
de laraiz hasta la cofia de la raiz principal, sus resultados estan expresados

en cm.
4.3.9 Volumen de Raiz (VR)

Esta variable se determiné con la ayuda de una probeta aforada con 20 cm?3

de agua, y por diferencia reflejara el volumen de raiz.

4.4Manejo del experimento

4.4.1 Seleccion de las plantas

Se obtuvieron los brotes de las plantas de frambuesa provenientes del
Canton Pelileo, provincia Tungurahua, las cuales entraron en un proceso
de ambientacion en el invernadero de biotecnologia de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias, Recursos Naturales y del Ambiente de la “UEB”,
con el objetivo de eliminar enfermedades en el caso que se presentaran se

aplicara Carbendazim de 2.5 gr/l.
4.4.2 Recoleccion de muestras

Cuando se noto la presencia de brotes en las plantas se extrajeron brotes
tomando en cuenta las caracteristicas (basales, medios o terminales) los

mismos que fueron recolectados de una longitud aproximada de 1 a 2,5 cm.
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Se recolect6 varias muestras de frambuesa, una vez localizadas las zonas
se colecto tallos jévenes con segmentos nodales y se tomaron las

coordenadas geograficas del lugar de colecta.
4.4.3 Establecimiento del sistema de asepsia

Para mayor seguridad se realiz6 una desinfeccion de acuerdo a la
metodologia planteada por Perez,| (2014), quien manifestd que para
disminuir la carga microbiana en el material vegetal de debera rociar con
una solucion fungica-bacteriana (agrimicin-captan a 5gl-1) y para el traslado
se realiz6 mediante las condiciones adecuadas, en donde se eliminaron las
hojas y cortaron los tallos en fragmentos de 4.5cm, con la presencia de las

yemas axiliares en estado de crecimiento.

Posteriormente se realiz6 un lavado con jabon liquido durante 10min
desinfectadas durante 15mint en yodo (10gotas*L-1), sumergidas en una

solucion con Benlate(1g*L-1) durante 20 mint y lavados con agua esteril.

Dentro de la camara de flujo laminar, los explantes fueron desinfectados en
alcohol al 70% durante 10seg, bioper durante 1mint, hipoclorito de sodio al
2%del ingrediente activo *1mint y lavados en ADE.

Por ultimo se introdujo en un medio MS modificado, sembrando un explante
por tubo y los explantes recolectados pasar por un sistema de asepsia para

poder establecerlas in vitro.
4.4.4 Preparacion del medio de cultivo

En el laboratorio se procedié a la preparacién del medio de cultivo segun
Murashige y Skoog, el mismo que fue de proliferacién, a fin de estimular el
desarrollo de los brotes en cada explante, en el que se afadieron
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, agar y reguladores de
crecimiento Kinetina, Benzil adenina y Benzil aminopurina en tres
concentraciones 2mg/l, 4 mg/l y 6 mg/l respectivamente con un pH de 5.6 -
5.7.
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SOLUCIONES CONCENTRADAS MEDIO DE
CULTIVO O
PROLIFERACION
Dosis en 1lt
STOCK #1 1000ml
Nitrato de potasio (KNO3) 199
Nitrato de amonio (NH,NO3) 16,59
Cloruro de calcio (CaCl2) 4449 100ml
Sulfato de magnesio (MgSO,) 3,79
Fosfato de potasio (K2HPO4) 1,79
STOCK #2 500ml
Sulfato de magnesio (MgSO,) 84.5 mg
Sulfato de zinc (ZnS0O4) 43,5 mg
Acido bérico (H3BO3) 31 mg 10ml
Yoduro de potasio (KI) 4,15 mg
Molibdato de sodio (Na2MoOQO4) 1,5 mg
STOCK #3 100ml
Sulfato ferroso (FeSO4) 378,0 mg Loml
Na EDTA 372,0 mg
VITAMINAS 100ml
Myoinositol (CsH1205) 10g
Acido nicotinico (C¢HsNO,) 50,0 mg Lol
Piridoxima (CgH;,NO5s) 50,0 mg
Tiamina (C12H17N4OS+) 4,0 mg
Agar agar 79
Sacarosa 30g

Para su preparacion se realiz6 el siguiente procedimiento:
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e Se colocé en un vaso de precipitacion de 1000ml agua destilada una
tercera parte del volumen final a preparar.

e Procedimos a pesar 30gr de azlcar, 7gr de agar, en estado sélido.

¢ Afadimos la sacarosa al momento que preparamos la solucién y el
agar se colocd en el medio cuando estuvo a 80°C después de
introducirlo al microondas.

e Seguido afadiremos el stock #1, stock #2, stock #3, vitaminas y
reguladores de crecimiento (Citoquininas), previamente preparados
en tres concentraciones 2mg/l, 4 mg/l y 6 mg/l para distribuir en cada

medio de proliferacion.

4.4.5 Preparacién paralos reguladores de crecimiento

La preparacion las reguladoras de crecimiento se realizaron a una

concentracion de 1mg/

e Soluciones de IAA de 1mg/ml.
e Solucion de GA3 de 1mg/l
e Solucion de Kn de 1mg/ml
e Solucion de BPA DE1mg/I

Las citoquininas se disolvieron previamente en una pequefa cantidad de
HCI 0,5 N. Se puede calentar suavemente para favorecer la disolucién y
posteriormente se enraiza al volumen deseado (Alvarez, L. 2016)

4.4.6 Esterilizacion del medio de cultivo

Se procedio a la distribucion del medio de cultivo a los frascos de vidrio,
50cc aproximadamente en cada uno los cuales pasaron a un proceso de
esterilizacion en autoclave a 121°C durante 20min. Seguidamente sacamos
los frascos del autoclave en una bandeja metalica y lo dejamos enfriar

durante 24h en el area de transferencia.
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4.4.7 Introduccién al medio de cultivo

Se coloco los brotes en un medio de proliferacion para su desarrollo,
trasladandolos a un lugar aséptico e iluminado con luz artificial “area de

incubacion” para estimular sus procesos metabolicos normales.
4.4.8 Transferencia del material vegetal

Cuando alcanz6 una altura entre 1 a 2,5 cm en el frasco de cristal se
procedi6 a cortar con la ayuda de un bisturi los nuevos brotes y se procedio
a cambiar a otro frasco con medio de cultivo para proceder a tomar las

diferentes variables.
4.4.9 Fases de multiplicacién.

Se seleccionod los brotes que se adaptaron al medio de introduccion, los
cuales pasaron por un medio de multiplicacion MS modificado con adicién
de 0,75 ppm de Acido indol Acético (AIA), en el cual permanecié durante 2
meses. En esta fase se evalué los niveles de Benzil Aminopurina (BPA) en

el medio, con sus tratamientos respectivamente.
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V.

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1Numero de frascos contaminados (NFC), Dias a la brotacion en laboratorio (DBL) y Niumero de brotes por

explantes (NBE).

Tratamientos (AxB)

Cuadro N° 1 Resultado de la prueba de Tukey al 5%, para comparar promedios de la interaccion (AxB) en las variables Numero

de frascos contaminados (NFC), dias a la brotacion en el laboratorio (DBL) y nUmero de brotes por explantes (NBE).

NEC (% DBL (*) NBE (**)
Trat Promedios Rango Trat Promedios Rango Trat Promedios Rango
T1 1,00 A T6 38,00 A T12 8,67 A
T2 1,00 A T7 38,00 A T10 7,67 AB
T3 1,00 A T8 36,67 A T9 7,33 ABC
T4 1,00 A T11 35,67 A T11 6,67 ABCD
T5 0,67 A T10 34,00 A T7 4,67 BCD
T6 0,00 B T9 33,00 AB T8 4,33 CDE
T7 0,00 B T12 32,33 AB T6 3,67 DEF
T8 0,00 B T5 25,67 AB Tl 1,33 EFG
T9 0,00 B T3 15,00 AB T5 1,00 FG
T10 0,00 B T1 14,00 AB T2 0,00 G
T11 0,00 B T2 0,00 B T3 0,00 G
T12 0,00 B T4 0,00 B T4 0,00 G
CV=42,86% CV=45,22% CV=28,37%

Promedios con diferente letra, son estadisticamente diferentes al 5%
Fuente: Datos obtenidos del ensayo.
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Grafico N° 1 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de

frascos contaminados (NFC).

Numero de frascos contaminados (NFC)
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En cuanto a la variable nimero de frascos contaminados (NFC) evaluados
presento una media general de 0,38 y un CV de 42,86%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% los tratamientos que demostraron
los mayores promedios en cuanto a esta variable fue T1 (Benzil adenina 0
mg), T2 (Benzil adenina 2 mg), T3 (Benzil adenina 4 mg) y T4 (Benazil
adenina 6 mg), mientras que los tratamientos con una menor
contaminacion, se dieron en los tratamientos T6 (Benzil aminopurina 2 mg),
T7 (Benzil aminopurina 4mg), T8 (Benzil aminopurina 6 mg), T9 (Kinetina 0
mg), T10 (Kinetina 2 mg), T11l (Kinetina 4 mg) y T12 (Kinetina 6 mg)
(Cuadro N°1y Grafico N°1)

La contaminacién fungica, pudo deberse a la incorrecta manipulacién de
los mismos o a los instrumentos contaminados (Molina y Melgar 2014). Se
debe mencionar que los frascos pasaron por un proceso de desinfeccion,
donde se cumplié con los pasos respectivos de asepsia que se determina

en el protocolo de laboratorio de biotecnologia.
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Grafico N° 2 Promedio de los tratamientos AxB de la variable dias a la

brotacion en laboratorio (DBL).
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En cuanto a la variable dias a la brotacion en laboratorio (DBL) se presento
una media general de 25,19 y un CV de 45,22%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% el tratamiento que presento
mayor tiempo en tener brotacion fue el T6 con un promedio de 38 dias, lo
que quiere decir que en ese intervalo de tiempo no se presentaron
presencia de brotes. Mientras que el T14 obtuvo el menor promedio con 14
dias a la brotacion, existiendo una diferencia de 24 dias entre los
tratamientos (Cuadro N°1 y Gréfico N°2).

Los dias a la brotacion en laboratorio dependié de las condiciones
asépticas en las que fue desarrollado y el contenido de macro y micro
nutrientes con los que fue formado el medio de cultivo lo que indica su

desarrollé y formacion en cada uno de los tratamientos.
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Grafico N° 3 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de

brotes por explantes (NBE).

Numero de brotes por explantes (NBE)
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Tratamientos 8,67 7,67 7,33 6,67 4,67 4,33 3,67 1,33 1 0 0 0

En cuanto a la variable nimero de brotes por explantes (NBE) se present6
una media general de 3,77 y un CV de 28,37%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% el tratamiento con mayor
promedio a los 60 dias, se present6 en el T12 (Kinetina 6 mg) y el T10
(Kinetina 2 mg) de 8,67 y 7,67 respectivamente. Mientras que el menor
promedio lo obtuvieron los tratamientos T5 (Benzil aminopurina 0 mg), T2
(Benzil adenina 2 mg) T3 (Benzil aminopurina 4 mg) y T4 (Benazil

aminopurina 6 mg).

En cuanto a los brotes por explantes, el empleo de los sistemas in vitro
varia dependiendo de la composicion del medio de cultivo y del explante

seleccionado.

Segun Greenway et al,. (2012), menciona dentro de su investigacion que
aun cuando se ha reportado éxitos en propagacion in vitro para la
frambuesa, el medio con citoquininas, expresan pobre crecimiento y

problemas de desarrollo in vitro.
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Factor A: Citoquininas

Cuadro N° 2 Resultado del andlisis del efecto principal para evaluar promedios del factor A: Variables, Niumero de frascos

contaminados (NFC), dias a la brotacién en el laboratorio (DBL) y numero de brotes por explantes (NBE)

NFC DBL NBE

Factor A: ) Factor A: ) Factor A: )

_ _ Promedios | Rango _ o Promedios | Rango . o Promedios | Rango
Citoquinas Citoquininas Citoquininas
Al: Benzil | 1,00 A Al: Benzil | 7,25 A Al: Benzil | 0,33 A
adenina adenina adenina
A2: Benzil | 0,17 B A2: Benzil | 34,58 A A2: Benzil | 3,41 B
aminopurina aminopurina aminopurina
A3: Kinetina 0,00 B A3: Kinetina | 33,75 B A3: Kinetina 7,58 C

Efecto principal: A3-A2-A1= 0,83

Efecto principal: A3-A2-A1=8,08

Efecto principal: A3-A2-A1=3,84

Las letras iguales indican que las diferencias estadisticas no son significativas.

Fuente: Datos obtenidos del ensayo.
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Gréafico N° 4 Tipo de reguladores de crecimiento en las variables Numero
de frascos contaminados (NFC), dias a la brotacién en el laboratorio
(DBL) y numero de brotes por explantes (NBE).

Promedio de las variables NFC, DBL Y NBE

Al A2 A3
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A 341
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El analisis del efecto principal factor A, reguladores de crecimiento; Benzil
adenina (Al), Benzil aminopurina (A2) y Kinetina (A3), para la variable
namero de frascos contaminados la hormona que sobresale es Benzil
adenina (A1) con 1% mientras la hormona inferior para esta variable es
Kinetina (A3) con 0%. En cuanto la variable dias a la brotacion la hormona
con un mayor porcentaje fue Benzil aminopurina (A2) con 34,58%, mientras
gue con menor promedio fue la hormona Benzil adenina (Al) con 7,25%.
Para la variable numero de brotes por explantes la hormona que sobresalio
fue la Kinetina (A3) con 7,58%, de lo contrario la hormona con menor
promedio fue Benzil adenina (Al) con 0,33%, determinado significancia en

las repeticiones (Grafico N° 4).

En las variables evaluadas dependieron de los cuidados sanitarios dados,

asi como de la planta madre donde fueron extraidos los explantes.
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Factor B: Dosis

Cuadro N° 3 Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de tratamientos FB de las variables Numero

de frascos contaminados (NFC), dias a la brotacion en el laboratorio (DBL) y numero de brotes por explantes (NBE)

NFC DBL NBE
Factor B: Factor B: Factor B:
Promedios | Rango Promedios | Rango Promedios Rango

Dosis Dosis Dosis

B1=0Omg 0,56 A B1= 0Omg 24,22 A B1= 0mg 3,22 A
B2=2mg 0,33 B B2=2mg 24,00 A B2=2mg 3,78 A
B3=4mg 0,33 B B3=4mg 29,56 A B3=4mg 3,78 A

B4= 6mg 0,33 B B4= 6mg 23,00 A B4= 6mg 4,33 A

Las letras iguales indican que las diferencias estadisticas no son significativas.
Fuente: Datos obtenidos del ensayo
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Gréafico N° 5 Dosis de citoquininas en las variables Namero de frascos
contaminados (NFC), dias a la brotaciéon en el laboratorio (DBL) vy

numero de brotes por explantes.(NBE).

Promedio de las variables NFC, DBL Y NBE

EBl1 "B2 mB3 mB4

29,56
24,22 24 3
3,223,783,784,33
0,56 0,33 0,330,33
AR —y
NFC DBL NBE

En cuanto a la variable nUmero de frascos contaminados se determin6 en
el testigo (B1 con 0 mg) con 0,56%, mientras que el factor con menos
promedio se dio en el B4 con 0,33% se deduce que mientras menos dosis
de citoquininas se contaminaron los frascos. Dentro de la variable dias de
brotacion en laboratorio el promedio mas alto se dio en el factor B3 con 4
mg con un resultado de 29,56 a diferencia del factor con menos promedio
fue B4 con 6 mg con un resultado de 23. En cuanto a la variable nimero de
brotes por explantes el factor con el mas alto promedio fue B4 con 4 mg
con 4,33 por el contrario el factor con menor promedio fue B1 con 0 mg

(testigo) con 3,22, siendo esta variable no significativa al 5%.

Las variables NFC, DBL y NBE dependieron del medio de cultivo en el que

se desarrollo.
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5.2Numero de hojas por brote (NHB), altura de brotes (AB) y taza de velocidad de multiplicacion (TVM).

Tratamientos (AxB)

Cuadro N° 4 Resultado de la prueba de Tukey al 5%, para comparar promedios de la interaccién (AxB) en las variables Numero

de hojas por brote (NHB), altura de brotes (AB) y taza de velocidad de multiplicacion (TVM).

NHB (*) AB (*) TVM (*)
Trat Promedios Rango Trat Promedios Rango Trat Promedios Rango
T12 17,67 A T12 1,73 A T11 1,97 A
T11 11,00 AB T11 1,67 AB T12 1,73 A
T9 8,33 ABC T10 1,50 ABC T10 1,43 AB
T10 8,33 ABC T9 1,13 BC T9 0,87 BC
T7 6,00 BC T6 1,06 C T8 0,67 CD
T8 4,67 BC T8 1,06 C T7 0,50 CDE
T6 4,33 BC T7 1,00 C T6 0,43 CDE
T5 2,67 BC T5 0,33 D T5 0,17 DE
T3 2,00 BC T1 0,00 D T1 0,00 E
T1 1,33 BC T2 0,00 D T2 0,00 E
T2 0,00 C T3 0,00 D T3 0,00 E
T4 0,00 C T4 0,00 D T4 0,00 E
CV=165,33% CV=25,38% CV=30,24%

Promedios con diferente letra, son estadisticamente diferentes al 5%
Fuente: Datos obtenidos del ensayo.
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Grafico N° 6 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de

brotes por hojas (NBH).
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En cuanto a la variable nimero de hojas por brote (NHB) se presenté una
media general de 5,52 y un CV de 65,33%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% el tratamiento que presento un
promedio mayor en nimero de hojas por brote a los 60 dias es el T12
(Kinetina 6 mg) con 12 hojas, seguido del T11 (Kinetina 4 mg) con 11 hojas.
Mientras que el tratamiento con que demostré un menor promedio es el T2
(Benzil adenina 2 mg) y T4 (Benzil adenina 6mg) ambos con 0 brotes,
demostrando diferencia significativa entre tratamientos (Cuadro N°4 y
Gréfico N°6).

Segun Castro, F (2006), en su investigacibn sobre Rubus idaeus L
menciona que el tamafio alcanzado por las hojas y los brotes sugiere que

una densidad muy alta podria dificultar su desarrollo.
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Grafico N° 7 Promedio de los tratamientos AxB de la variable altura de
brotes (AB).

Altura de brotes (AB)

[72]
i)
o
Q
€
e
o
T12 T11 T10  T9 T6 T8 T7 T2 T3 T4
Tratamientos 1,73 1,67 1,5 1,13 1,06 1,06 1 0,33 0 0 0

En cuanto a la variable altura de brote (AB) se presentd una media general
de 0,79 y un CV de 25,38%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% los tratamientos que presentaron
mayor promedio fueron los T12 (Kinetina 6 mg) con un promedio de 1,73
cm de altura, seguido el T11 (Kinetina 4 mg) con un promedio de 1,67 cm
de altura, mientras que los tratamientos T1 (Benzil adenina 0 mg), T2
(Benzil adenina 2 mg), T3 (Benzil adenina 4 mg) y T4 (Benzil adenina 6 mg)
con 0 cm de altura, lo que deduce que la citoquinina con menos efectividad
es la Benzil adenina (Cuadro N°4 y Grafico N°7).

Las respuestas de los tratamientos se asociaron a las distintas
concentraciones de elementos especificos, la relacidbn entre diferentes
componentes del medio de cultivo o los distintos compuestos organicos

utilizados.

Nandwani (2015) afirma que para la elongacion, son importantes las
concentraciones de sales, pero en el medio de cultivo de induccion previo,
mas que en el medio de cultivo de elongacion, haciendo énfasis en el

nitrdgeno reducido y el calcio como elementos beneficiosos.
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Grafico N° 8 Promedio de los tratamientos AxB de la variable taza de

velocidad de multiplicacion (TVM).
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En cuanto a la variable taza de velocidad de multiplicacion (TVM) se

presentd una media general de 0,65 y un CV de 30,24%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% los tratamientos que presentaron
mayor promedio fueron los T11 (Kinetina 4 mg) con 1,97 de velocidad de
multiplicacion y T12 (Kinetina 6 mg) con 1,73 de velocidad de multiplicacion.
Mientras que por otro lado los tratamientos con que demostraron un menor
promedio es el T1 (Benzil adenina 0 mg), T2 (Benzil adenina 2 mg), T3
(Benzil adenina 4 mg) y T4 (Benzil adenina 6 mg) ambos con 0 brotes,
demostrando diferencia significativa entre tratamientos (Cuadro N°4 y
Gréfico N°8).

Segun Tsao (2005) menciona que en su investigacion que la presencia de
virus como TomRSV (Tomato Ringspot Nepovirus), and TSV (Tobacco
Streak llarvirus) en la plantula reduce la tasa de multiplicacion in vitro de

Rubus idaeus.
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Factor A: Citoquininas

Cuadro N° 5 Resultado del analisis del efecto principal para evaluar promedios del factor A: Variables, NUmero de hojas por

brote (NHB), altura de brotes (AB) y taza de velocidad de multiplicacion (TVM).

NHB AB TVM

Factor A: ) Factor A: ) Factor A: )

_ _ Promedios | Rango _ o Promedios | Rango _ o Promedios | Rango
Citoquinas Citoquininas Citoquininas
Al: Benzil | 0,83 A Al: Benzil | 0,00 A Al: Benzil | 0,00 A
adenina adenina adenina
A2: Benzil | 4,41 B A2: Benzil | 0,87 B A2: Benzil | 0,44 B
aminopurina aminopurina aminopurina
A3: Kinetina 11,33 B A3: Kinetina | 1,50 C A3: Kinetina 1,50 C

Efecto principal: A3-A2-A1= 6,09

Efecto principal: A3-A2-A1= 0,63

Efecto principal: A3-A2-A1=1,06

Las letras iguales indican que las diferencias estadisticas no son significativas.

Fuente: Datos obtenidos del ensayo.
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Gréafico N° 9 Tipo de reguladores de crecimiento en las variables numero
de hojas por brote (NHB), altura de brotes (AB) y taza de velocidad de
multiplicacion (TVM).

Promedio de las variables NHB, AB y TVM
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El andlisis del efecto principal factor A, reguladores de crecimiento; Benzil
adenina (Al), Benzil aminopurina (A2) y Kinetina (A3), para la variable
namero de hojas por brote existe un gran efecto de la Kinetina con 11,33%,
por el otro lado la hormona con menor promedio es el Benzil adenina con
0,83%. En cuanto la variable altura de brotes la hormona con mayor
influencia es la Kinetina con 1,5% por lo contrario la hormona con menor

influencia es la Benzil adenina con 0%.

Para la variable taza de velocidad de multiplicacion la hormona que
sobresalio es la kinetina con 1,5% de lo opuesto la hormona con menor
promedio fue la Benzil adenina con 0%, determinado significancia en las

repeticiones (Grafico N° 5).

Las variables numero de hojas por brote, altura de brotes y taza de
velocidad de multiplicacion depende la una de la otra ya que todas se
forman y desarrollan por las hormonas que fueron requeridas en esta
investigacion, el alto contenido de nutrientes y la dosificacion establecida
son las que complementan su 6ptimo desarrollo, siendo la kinetina la

hormona con mayor influencia positiva.
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Factor B: Dosis

Cuadro N° 6 Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de tratamientos FB de las variables NUmero

de hojas por brote (NHB), altura de brotes (AB) y taza de velocidad de multiplicacion (TVM)

NHB AB TVM
Factor B: Factor B: Factor B:
Promedios | Rango Promedios | Rango Promedios Rango

Dosis Dosis Dosis

B1= 0Omg 4,11 A B4= 6 mg 0,93 A B3= 6mg 0,82 A

B2= 2mg 4,22 A B3=4 mg 0,89 A B4= 2mg 0,80 A
B3=4mg 6,33 A B2=2 mg 0,85 A B2=4mg 0,62 A

B4= 6mg 7,44 A B1=0 mg 0,49 B B1= 0mg 0,34 B

Las letras iguales indican que las diferencias estadisticas no son significativas.

Fuente: Datos obtenidos del ensayo
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Gréafico N° 10 Dosis de citoquininas en las variables Numero de hojas
por brotes (NHB), altura de brotes (AB), taza de velocidad de
multiplicacion (TVM)

Promedio de las variables NHB, AB Y TVM
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La respuesta agrondmica en cuanto a la dosis de las hormonas observada
en la variable nUmero de hojas por brote sobresale el B4 (6 mg) con un
promedio de 7,44 y la hormona menos efectiva es B1 (0 mg) con 4,11 de
promedio. En la variable altura de brote, la dosis con mejor promedio es F4
(6 mg) por lo contrario el menor promedio lo tiene el testigo B1 (0 mg). En
la variable taza de velocidad de multiplicacion sobresale la dosis de B3 (4
mg) con 0,82 de promedio, la dosis con menor promedio es B1 (0 mg),
demostrando que los porcentajes mas altos que influyeron en la
dosificacion para el desarrollo y formacion de los brotes de los explantes

dentro de la investigacion (Cuadro N°6 y Gréfico N°10).

El buen cuidado en condiciones asépticas ayuda al crecimiento de cada
uno de los explantes dando como resultado mayor nimero de hojas por

brote, longitud del brote y por ende una taza de velocidad de multiplicacion.
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5.3Numero de raiz (NR), tamafio de raiz (TR) y volumen de raiz (VR).

Tratamientos (AxB)

Cuadro N° 7 Resultado de la prueba de Tukey al 5%, para comparar promedios de la interaccién (AxB) en las variables Numero

de raiz (NR), tamafio de raiz (TR) y volumen de raiz (VR).

NR (N/S) TR (N/S) VR (**)
Trat Promedios Rango Trat Promedios Rango Trat Promedios Rango
T7 45,00 A T11 0,63 A T10 0,58 A
T11 44,33 A T6 0,60 A T7 0,55 A
T6 43,33 A T10 0,60 A T11 0,53 A
T9 43,33 A T7 0,47 AB T8 0,51 A
T10 43,00 A T8 0,43 AB T12 0,50 A
T8 42,67 A T9 0,40 AB T6 0,44 AB
T12 41,00 A T12 0,37 AB T9 0,42 AB
T5 28,67 AB T5 0,33 AB T3 0,17 AB
T3 16,33 AB T3 0,20 AB T1 0,13 AB
T1 15,67 AB T1 0,16 AB T5 0,13 AB
T2 0,00 B T2 0,00 B T2 0,00 B
T4 0,00 B T4 0,00 B T4 0,00 B
CV=41,50% CV=49,98% CVv=50,71%

Promedios con diferente letra, son estadisticamente diferentes al 5%
Fuente: Datos obtenidos del ensayo
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Grafico N° 11 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de
raices (NR)

Numero de raices (NR)
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En la variable nimero de raices (NR) se presenté una media general de
30,23 y un CV de 41,50%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% se demuestra que los
tratamientos con mayor niumero de brotes a los 60 dias, fue el T7 (Benzil
aminopurina 4 mg) con 45% seguido del T11 (Kinetina 4 mg) y T6 (Benzil
aminopurina 2 mg), T9 (Kinetina 0 mg) con 43,33% cada uno, mientras que
los tratamientos con menor promedio fueron T2 (Benzil adeninaO mg) y T4
(Benzil adenina 2 mg) con 0% respectivamente, o que demuestra que no
hay diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro N°7 y Grafico
11).

La emisién de raices depende de la variedad de plantas madres de donde
se extrajo los brotes y de las condiciones fisicas para su desarrollo, de la
misma manera del medio de cultivo donde va a estar establecido, es decir

de los nutrientes, cuidados asépticos y sanitarios.
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Grafico N° 12 Promedio de los tratamientos AxB de la variable tamafio de
raiz (TR)
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En la variable tamafo de raiz (TR) se presentdé una media general de 0,35
y un CV de 49,98%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% se demuestra que los
tratamientos con mayor numero de brotes a los 60 dias lo obtuvieron el T11
(Kinetina 4 mg) con 0,63 cm de raiz y T6 (Benzil aminopurina 2 mg) y T10
(Kinetina 2 mg) ambas con 0,6 cm de longitud, asi por el contrario los
tratamientos con menor promedio son T2 (Benzil adenina 0 mg) y T4 (Benzil
adenina 2 mg) con 0% respectivamente, lo que demuestra que no hay

diferencias significativas entre los tratamientos (Cuadro N°7 y Gréfico 12).

Garcia (2017) menciona en su investigacion sobre frambuesa que es
imprescindible que se vigile la calidad y edad de las plantas madre, puesto
que a partir de dos o tres afios el porcentaje de enraizado disminuye
considerablemente, a la vez que se aumenta el riesgo de enfermedades y
contaminacion por virus; por tanto, este método no asegura la produccion

de plantas libres de enfermedades.
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Grafico N° 13 Promedio de los tratamientos AxB de la variable volumen de
raiz (VR)
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En la variable volumen de raiz (VR) se present6é una media general de 0,33
y un CV de 50,71%.

De acuerdo con la prueba de Tukey al 5% se demuestra que los
tratamientos con mayor volumen de raiz a los 60 dias lo obtuvieron el T10
(Kinetina 2 mg) con 0,58% seguido del T7 (Benzil aminopurina 4 mg) con
0,55% y el T11 (Kinetina 4 mg) con 0,53% mientras que los tratamientos
con menor promedio fueron T2 (Benzil adenina 0 mg) y T4 (Benzil adenina
2 mg) con 0% respectivamente, lo que demuestra que no hay diferencias

significativas entre los tratamientos (Cuadro N°7 y Grafico 13).

Las variables TR y VR son muy importantes para el desarrollo y formacion,
para la absorcion de nutrientes y sostén de las plantas ya que tiene una
relacion directa con el crecimiento de los 6rganos vegetativos. El correcto
desarrollo radicular permite un mejor aprovechamiento del medio de cultivo.
Podemos inferir que los tratamientos presentaron este volumen de raiz en
referencia a las variables (NBE), (AB), (NHB) y (NR).

Los componentes y resultados expuestos en los tratamientos en especial
en las variables (TR) y (VR) dependieron de las Citoquininas y dosis
presentes en esta investigacion. (Cortes, V. 2018) (Cuadro N° 7 y Grafico
N°13)
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Factor A: Citoquininas

Cuadro N° 8 Resultado del andlisis del efecto principal para evaluar promedios del factor A: Variables Numero de raiz (NR),

tamafo de raiz (TR) y volumen de raiz (VR).

NR TR VR

Factor A: ) Factor A: ) Factor A: )

_ _ Promedios | Rango _ o Promedios | Rango _ o Promedios | Rango
Citoquinas Citoquininas Citoquininas
Al: Benzil | 8,00 B Al: Benzil | 0,09 B Al: Benzil | 0,07 B
adenina adenina adenina
A2: Benzil | 39,92 A A2: Benzil | 0,45 A A2: Benzil | 0,40 A
aminopurina aminopurina aminopurina
A3: Kinetina 42,92 A A3: Kinetina | 0,50 A A3: Kinetina 0,50 A
Efecto principal: A3-A2-A1=5,00 Efecto principal: A3-A2-A1=0,04 Efecto principal: A3-A2-A1=0,03

Las letras iguales indican que las diferencias estadisticas no son significativas.

Fuente: Datos obtenidos del ensayo.
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Gréafico N° 14 Tipo de reguladores de crecimiento en las variables

namero de raiz (NR), tamafio de raiz (TR) y volumen de raiz (VR)
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El andlisis del efecto principal factor A, reguladores de crecimiento; Benzil
adenina (Al), Benzil aminopurina (A2) y Kinetina (A3), para la variable
namero de raiz existe un gran efecto de la Kinetina con 42,92%, mientras
que la hormona con menor promedio es el Benzil adenina con 8%. En
cuanto la variable tamafio de raiz la hormona con mayor influencia es la
Kinetina con 0,5% por lo contrario la hormona con menor influencia es la
Benzil adenina con 0, 9%. En lo que respecta la variable volumen de raiz
la hormona con mayor influencia es la Kinetina con 0,5% por lo contrario la
hormona con menor influencia es la Benzil adenina con 0,07%, lo que
representa no diferencias significativas entre los tipos de hormonas
(Cuadro N°8 y Gréfico N°14).

El volumen de la raiz ayuda a la contribucion de raices secundarias las
mismas que son responsables de la absorcién de nutrientes del medio de

cultivo en el que se estan desarrollando los brotes.

Los componentes TR y VR, son caracteristicas varietales los cuales
depende de factores fisicos, quimicos y biolégicos del medio de cultivo

donde es desarrollado
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Factor B: Dosis

Cuadro N° 9 Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de tratamientos FB de las variables NUumero

de raiz (NR), tamafio de raiz (TR) y volumen de raiz (VR).

NHB TR VR
Factor B: Factor B: Factor B:
Promedios | Rango Promedios | Rango Promedios Rango

Dosis Dosis Dosis

B3=4mg 35,22 A B3=4mg 0,43 A B3=4mg 0,42 A
B1=0mg 29,22 A B2=2mg 0,40 A B2=2mg 0,34 A
B2=4mg 28,78 A B1=0mg 0,30 A B4= 6mg 0,33 A

B4= 6mg 28,00 A B4= 6mg 0,27 A B1=0mg 0,22 A

Las letras iguales indican que las diferencias estadisticas no son significativas.

Fuente: Datos obtenidos del ensayo
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Gréafico N° 15 Dosis de citoquininas en las variables Niamero de raices

(NR), tamafio de raiz (TR) y volumen de raiz (VR).
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La respuesta agrondmica en cuanto a la dosis de las hormonas observada
en la variable nimero de raices sobresale B3 (4 mg) con un promedio de
35,22 y la hormona menos efectiva es B4 (6 mg) con 28,00 de promedio.
En la variable tamafio de raiz, la dosis con mejor promedio es B3 (4 mg)
con 0,43 por lo contrario el menor promedio fue B4 (6 mg) con 0,3. En la
variable volumen de raiz sobresale la dosis de B4 (6 mg) con 0,8 de
promedio, la dosis con menor promedio es B1 (0 mg) con 0,22,
demostrando que los porcentajes mas altos que influyeron en la
dosificacién para el desarrollo y formacién de los brotes de los explantes

dentro de la investigacion (Cuadro N°9 y Grafico N°15).

Se observa que los valores nutricionales del medio de cultivo y los cuidados
sanitarios presentes en el crecimiento de los explantes ayudo a la

formacién y manifestacion de raices para cada dosis de hormonas.

Esto es debido a que se encuentran en proceso de desarrollo y formacion
de plantulas, cabe indicar que se a obtenido estos resultados debido a las

atenciones de cuidados en medios asépticos para eludir contaminacion.

54



5.4 Anélisis econdmico de la relaciéon B/C

Cuadro N° 10 Costo beneficio

ACTIVIDADES T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 | T12
Brotes 0 0 0 1 4 5 4 7 8 7 9
Plantas 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Citoquininas 0,06, 0,12 0,18 0,00 0,06 0,22( 0,18| 0,00 0,06| 0,12 0,18
Agar 1,12 1,12 1,12} 1,12 1,12 1,12 1,12( 1,12| 1,12 1,12| 1,12
Frascos 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
Papel aluminio 0,35| 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35( 0,35| 0,35| 0,35| 0,35| 0,35
Papel film 0,52 0,52 0,52 0,52| 0,52 0,52 0,52| 0,52 0,52| 0,52 0,52
Costo total 13,85| 13,91| 13,97| 13,8 13,9 13,9 14| 13,8 13,9| 139 14
Ingreso bruto 0 0 0 7 28 35 28 49 56 49 63
Ingreso neto -13,9| -13,9 -14] -6,79( 14,21 21,1 14| 35,2 42,2 35,1 49
R.B/C 0,00 0,00 0,00 0,51 2,02 2,52 2,00 3,55| 4,04| 3,52| 4,551
R.IN -1 -1 -1 -0,49| 1,02 1,52 1,00 2,55| 3,04| 2,52| 3,51
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5.4.1 Relacién Beneficio — Costo (RB/C e I/C)

La relacidon beneficio-costo muestra la pérdida o ganancia bruta por cada
unidad invertida. Si la relacidbn es mayor que uno se considera que existe
un apropiado beneficio; si es igual a uno, los beneficios son iguales a los
costos y la actividad no es rentable. Valores menores que uno indican
pérdida y la actividad no es rentable. Para establecer la Relacion Beneficio-
Costo, se procede a dividir el Ingreso Bruto para el Total de Costos de
Produccion (Leon, Cy Quiroz, R, 1994)

Considerando lo economico el mejor tratamiento con superior beneficio
costo es el T12 con una dosis de 6mg de Kinetina; es decir que por cada
doélar invertido se obtiene de ganancia $3.51, seguido del T10 con una dosis
de 2mg de Kinetina, con una ganancia de $3,04 por cada dolar invertido
(Cuadro N° 10).

Los resultados obtenidos permitieron deducir que la relacién beneficio-
costo en la produccion de plantas de frambuesa mediante cultivo in vitro,
en todos los tratamientos es muy superior que la unidad, lo que quiere decir

que existe una mayor rentabilidad y recuperacion del capital invertido.
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VI. COMPROBACION DE HIPOTESIS

Dentro de la investigacion se establecié la siguiente hipétesis

Ho: La evaluacion de plantulas de frambuesa propagadas mediante
multiplicacion in vitro utilizando tres tipos de citoquininas en cuatro dosis

son similares.

Ha: La evaluacién de plantulas de frambuesa propagadas mediante
multiplicacion in vitro utilizando tres tipos de citoquininas en cuatro dosis

son diferentes.

Con base a los datos obtenidos en esta investigacion se acepta la hipétesis
alterna debido a que las variables Numero de frascos contaminados (NFC),
Dias a la brotacion en laboratorio (DBL), NUmero de brotes por explantes
(NBE), Numero de hojas por brote (NHB), altura de brotes (AB) y taza de
velocidad de multiplicacion (TVM) presentaron un comportamiento
significativo, de tal manera que aprueba la hipétesis alterna en la que el
desarrollo in vitro de los explantes de frambuesa dependi6é de la dosis de

Citoquininas.
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VIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1Conclusiones

En base al andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos en esta

investigacién se concluye lo siguiente:

e Los estudios preliminares en las fases de desinfeccion vy
establecimiento in vitro de Rubus idaeus. L, definieron el punto de
partida para tener una idea clara de los parametros a ser evaluados,
los protocolos de desinfeccion y la formulacion de los medios de
cultivo, con los que consecutivamente se trabajo en la investigacion.

e La propagacion de frambuesa (Rubus ideaus. L) a través de la
multiplicacion in vitro es viable y segura. El medio de cultivo
empleado, M&S y como reguladores de crecimiento se utilizé Benzil
adenina, Benzil aminopurina y Kinetina a cuatros dosis (0, 2, 4y 6
mg), dio buenos resultados en los explantes de frambuesa.

e En lo que respecta al factor A Citoquininas en factor A1 Benzil
adenina y A3 Kinetina presentaron los mejores resultados en
formacion de explantes en cada una de las variables evaluadas. En
cuanto al factor B dosis de hormona la que sobresale es 6 mg con la
cual se obtuvo mayor nimero de explantes de frambuesa.

e EIl tratamiento que presento mayor porcentaje de contaminacion
fueron el T1 Benzil adenina 0 mg y los tratamientos que obtuvieron
menor contaminacién son T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12 (Benzil
aminopurina 2-4-6mg, Kinetina 0-2-4-6 mg).

e La mejor opcion tecnologica viendo desde el punto econdmico el
mayor beneficio neto fue T12 con una dosis de 6mg de Kinetina; es
decir que por cada délar invertido se obtiene de ganancia $3.51.

7.2Recomendaciones
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Una vez realizado los diferentes andlisis estadisticos se sintetizan las

siguientes conclusiones:

Validar ensayos a mayor escala definiendo cortes y tamafios de los

diferentes explantes utilizados en el presente estudio.

Cumplir con las normas de bioseguridad en laboratorio, para reducir

el indice de contaminacion.

Extraer explantes de plantas madre con buenas caracteristicas; de
buena calidad, libres de plagas y enfermedades, evitando todo tipo
de contaminacion, de la misma manera protegerlas hasta el

momento de la extraccion y desinfeccion de explantes.

Se recomienda utilizar hormonas Benzil adenina y Kinetina (4-6 mg),
ya que en la investigacién que se realizé se obtuvo los mejores

resultados.

Descubrir nuevas hormonas con sus respectivas dosis para poner
en practica de medios de cultivo, que tiendan a bajar los costos de

produccion.

Extender las investigaciones sobre multiplicacion in vitro de otros
cultivos para que de esta manera se mejore la calidad y

productividad y de la seguridad alimentaria de nuestro pais.
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Anexo 2 Base de datos

V13
NFC

V12
TVM

0.10
0.5

0.7

0.9

0.9

1.8
15

0.5
0.4
0.4

V11
AB

0.9

11
11
11
15
1.3
1.6

1.1

V10
NHB

V9
TR

0.6

0.4
0.4
0.3
0.7

0.7

0.5

0.5
0.5

0.5

V8

VR

0.1

0.6
0.45
0.45
0.65

0.5
0.45

0.4
0.61

0.4

V7

NR

44

44

41

45

44

44

42

43

41

45

V6
NBE

V5
DBL

38
37

35
35
32

37

33

39

37

38

V4

FB

V3

FA

V2

REP

V1
TRAT

10
11
12




8 2 2 4 37 5 43 0.45 0.5 4 1.2 0.5 0
9 2 3 1 33 8 43 0.4 0.4 12 1.2 0.8 0
10 2 3 2 34 8 42 0.65 0.5 9 1.6 15 0
11 2 3 3 36 6 45 0.65 0.8 10 1.8 2 0
12 2 3 4 33 8 41 0.65 0.3 27 1.7 1.8 0
1 3 1 1 42 4 a7 0.4 0.5 4 0.9 0.4 0
2 3 1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1
3 3 1 3 45 0 49 0.5 0.6 6 0 0.7 0
4 3 1 4 0 0 0 0 0 0 0 0 1
5 3 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
6 3 2 2 39 4 45 0.7 0.7 6 1.2 0.8 0
7 3 2 3 39 5 46 0.5 0.5 6 0.9 0.6 0
8 3 2 4 0 38 4 44 0,65 0,4 5 0,9 0,8
9 3 3 1 0 31 7 42 0,4 0,5 9 11 0,9
10 3 3 2 0 36 6 43 0,45 0,6 11 14 1,9
11 3 3 3 0 34 7 44 0,45 0,4 15 19 2,1
12 3 3 4 0 31 9 40 0,4 0,3 20 1,9 1,9




Cddigo de variables de la base de datos:

Vs:

Vo:

: Tratamientos

. Repeticiones

: Factor A

: Factor B

: Dias a la brotacion en laboratorio
: Nimero de brotes por explantes

: NUmero de raices

Volumen de raiz

Tamano de raiz

V1o0: NUmero de hojas por brote

V11: Altura de brotes

V12: Taza de velocidad de multiplicacién

V13: NUmero de frascos contaminados



Anexo 3 Manejo de investigacion

Fotografia 1: Riego de plantas de Fotografia 2: Cortes de brotes
frambuesa de frambuesa

Fotografia 3: Desinfeccion de Fotografia 4: Preparacion de
cortes medios de cultivo



Fotografia 4: Primera revision del Fotografia 5: Segunda revision del
subcultivo para toma de variables subcultivo para toma de variables

Fotografia 6: Frascos Fotografia 7: Cuarto de
contaminados propagacion



Fotografia 9: Nimero de brotes Fotografia 10: Altura de brotes

Fotografia 23: Presentacion de

Fotografia 11: Monitoreo de los
defensa

tratamientos



Anexo 4 Glosario técnico

Agar: Es un agente gelificante del medio de cultivo.

Agrobiotecnologia: Es la tecnologia basada en la biologia, especialmente
usada en agricultura, farmacia, ciencia de los alimentos, ciencias forestales
y medicina. Se desarrolla en un enfoque multidisciplinario que involucra
varias especialidades y ciencias como biologia, bioguimica, genética,
virologia, agronomia, ingenieria, fisica, quimica, medicina y veterinaria

entre otras.

Autoclave: Una autoclave es un recipiente de presién metélico de paredes
gruesas con un cierre hermético que permite trabajar a alta presion para
realizar una reaccion industrial, una coccion o una esterilizacion con vapor
de agua. Su construccion debe ser tal que resista la presion y temperatura
desarrollada en su interior. La presion elevada permite que el agua alcance
temperaturas superiores a los 100 °C. Esterilizacion: Destruccion de todas

las formas de vida microscopicas, incluidos virus y esporas.

Biotecnologia: La Biotecnologia se define como un area multidisciplinaria,
gue emplea la biologia, quimica y procesos varios, con gran uso en
agricultura, farmacia, ciencia de los alimentos, ciencias forestales y
medicina. Probablemente el primero que uso este término fue el ingeniero
hungaro Karl Ereky, en 1919.

Camara de flujo laminar: es un recinto que emplea un ventilador para
forzar el paso de aire a través de un filtro HEPA o ULPA y proporcionar aire

limpio a la zona de trabajo libre de particulas de hasta 0.1 mieras.

Eco tipo: Es una subpoblacion genéticamente diferenciada que esta
restringida a un hébitat especifico, un ambiente particular o un ecosistema

definido, con unos limites de tolerancia a los factores ambientales. Sanidad



radicular: Se refiere a la incidencia o no de patégenos y plagas a nivel de

la raiz en los vegetales.

Esterilizacion: Destruccion de todas las formas de vida microscoépicas,

incluidos virus y esporas.

Explanto. - Tejido obtenido de su sitio original y transferido a un medio

artificial para crecimiento (proliferacion) o mantenimiento (conservacion).

Fitohormonas. - Sustancias quimicas producidas por algunas células
vegetales en sitios estratégicos de la planta y estas hormonas vegetales
son capaces de regular de manera predominante los fendmenos

fisiologicos de las plantas.

Fitoregulador: Producto regulador del crecimiento de las plantas;
normalmente se trata de hormonas vegetales (fitohormonas), y sus
principales funciones son estimular o paralizar el desarrollo de las raices y

las partes aéreas.

Genotipos: Un genotipo es la coleccion de genes de un individuo. El
término también puede referirse a los dos alelos heredados de un gen en
particular. El genotipo se expresa cuando la informacién codificada en el
ADN de los genes se utiliza para fabricar proteinas y moléculas de ARN.
La expresion del genotipo contribuye a los rasgos observables del

individuo, lo que se denomina el fenotipo.

Reactivos: toda sustancia que interactlia con otra en una reaccion quimica
y que da lugar a otras sustancias de propiedades, caracteristicas y
conformacion distinta, denominadas productos de reaccion o simplemente

productos.

Tejidos vegetales: En los tejidos vegetales superiores las células se

agrupan para construir tejidos que desempeifan diversas funciones. Estos



pueden dividirse en tejidos meristematicos, que ayudan al crecimiento de
la semilla a la longitud y grosor de la planta, y en tejidos adultos o
definitivos.

Valores FOB: Se utiliza para valorar las Exportaciones y se define como
"libre a bordo". Se refiere al Valor de Venta de los productos en su lugar de
origen mas el Costo de los fletes, seguros y otros Gastos necesarios para

hacer llegar la Mercancia hasta la Aduana de salida.



