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RESUMEN Y SUMMARY
RESUMEN

La Paulownia es una especie vegetal de gran follaje, originaria de China que por
mas de 20 afios ha sido estudiada y sometida a experimentos en laboratorios
australianos y estadounidenses, con la finalidad de acelerar su crecimiento. El arbol
de Paulownia, se convierte en una nueva alternativa maderable que disminuye
tiempo de aprovechamiento por su calidez, rapido crecimiento y altas expectativas
de produccion, considerable produccion de biomasa y capacidad de fijacion de CO2
El trabajo de investigacion se realiz6 en el sector de Laguacoto |1, canton Guaranda,
provincia de Bolivar. Se evalu6 la micropropagacion de explantes en paulownia
(Paulownia tomentosa), aplicando tres tipos de citoquininas en cuatro dosis. Los
objetivos planteados dentro de esta investigacion fueron i) Determinar en cual de
las tres hormonas tiene un mejor desarrollo. ii) Analizar el efecto de las dosis en la
brotacion del explante. iii) Establecer el beneficio-costo de los tratamientos en
estudio. La metodologia aplicada fue un disefio experimental completamente al azar
con tres repeticiones y doce tratamientos. Se propagaron explantes en Paulownia,
aplicando tres tipos de Citoquininas en cuatro dosis, en laboratorio de
biotecnologia Laguacoto Il. Se realiz6 un analisis de varianza, prueba de Tukey al
5% para comparar los promedios entre tratamientos y factores en estudio. De
acuerdo a los resultados el tratamiento con mayor numero de brotes por explante
fue el T11: Kinetina 5 mg/l con 6 brotes, al igual que el tratamiento T12: Kinetina
7 mg/l con 6 brotes. EI mejor costo beneficio en los doce tratamentos de
micropropagacion estuvo dado en el T11 con una ganancia de $1,96 de ddlar por
cada unidad invertida, seguido del T12 con una ganancia de $1,95 de cada dolar

invertido.

Palabras claves: Propagacion in vitro; Paulownia; Citoquininas; Kinetina.
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SUMARY

Paulownia is a plant species with large foliage, originally from China that for more
than 20 years has been studied and subjected to experiments in Australian and
American laboratories, in order to accelerate its growth. The Paulownia tree has
become a new timber alternative that reduces harvesting time due to its warmth,
rapid growth and high production expectations, considerable biomass production
and CO2 fixation capacity. The research work was carried out in the Laguacoto II
sector, Guaranda canton, Bolivar province. The micropropagation of paulownia
(Paulownia tomentosa) explants was evaluated by applying three types of
cytokinins in four doses. The objectives of this research were i) To determine which
of the three hormones has a better development. ii) To analyze the effect of the
doses on the sprouting of the explant. iii) To establish the benefit-cost of the
treatments under study. The methodology applied was a completely randomized
experimental design with three replications and twelve treatments. Paulownia
explants were propagated by applying three types of cytokinins in four doses in the
Laguacoto Il biotechnology laboratory. An analysis of variance, Tukey's test at 5%
was carried out to compare the averages between treatments and factors under
study. According to the results, the treatment with the highest number of shoots per
explant was T11: Kinetin 5 mg/l with 6 shoots, as well as T12: Kinetin 7 mg/l with
6 shoots. The best cost benefit in the twelve micropropagation treatments was given
by T11 with a profit of $1.96 per unit invested, followed by T12 with a profit of
$1.95 per unit invested.

Key words: In vitro propagation; Paulownia; Cytokinins; Kinetin.
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CAPITULO |
1.1 INTRODUCCION

La Paulownia es una especie vegetal de gran follaje, originaria de China que por
mas de 20 afios ha sido estudiada y sometida a experimentos en laboratorios
australianos y estadounidenses, con la finalidad de acelerar su crecimiento. En la
industria maderera en México actualmente demanda mas de 25 millones de metros
cubicos de madera para muebles, empaques especiales y construccion; en
contraposicion, los tres mil productores que agrupa este sector apenas surten ocho
millones de metros cubicos de madera incluyendo el millén de metros cubicos que
exportan (Cualli, 1. 2009).

La Paulownia se ha comparado con otras especies como el pino, encino y eucalipto,
las cuales son altamente explotadas en la industria maderera, pero que requieren
plazos entre 15y 20 afios antes de poder ser transformadas. El &rbol de Paulownia,
se convierte en una nueva alternativa maderable que disminuye tiempo de
aprovechamiento por su calidez, rapido crecimiento y altas expectativas de
produccion, considerable produccion de biomasa y capacidad de fijacion de CO;
(cada arbol elimina 21,7 kg de dioxido de carbono por afio, 23950 kg / hectarea;
cada arbol libera alrededor de 5,9 kg de oxigeno por dia, 6486 kg /hectérea),
posibilidad de aprovechamiento del follaje para el ganado, potencial uso para
reforestaciones de terrenos agrarios abandonados y/o degradados, valor ornamental,
etc (Ocafia, R. 2002).

Para la adaptacion de especies forestales de rdpido crecimiento del género
(Paulownia tomentosa) a diversos ambientes bioclimaticos y suelos del Ecuador,
aun no se ha reportado investigaciones, respecto a su comportamiento y potencial
productivo, lo cual es fundamental si se pretende promover a esta especie a los productores
forestales locales (Instituto Nacional Autonomo de Investigaciones Agropecuarias INIAP,
2010).

La biotecnologia ofrece las técnicas de cultivos vegetales, las cuales tienen su mejor

aplicacion en la micropropagacién o propagacion masiva in vitro que es una



alternativa viable en la obtencion de un gran numero de especimenes con
caracteristicas deseables de alto valor agrondémico, ecoldgico, ornamental y
forestal, asi como en la conservacion de germoplasma, por lo anterior, una de las
principales estrategias plantea la produccion de planta para la reforestacion en este
sentido, la multiplicacién de plantas (Paulownia tomentosa) a partir de brotes
epicormicos mediante la propagacion in vitro, constituyen una alternativa valiosa
para la produccion a corto plazo de grandes volimenes de plantas, que garanticen

la demanda de la industria agroforestal Ecuatorianas (Murillo, O. 2007).

Las hormonas vegetales son productos sintetizados quimicamente, es necesario
tener en cuenta aspectos criticos como oportunidad de aplicacion, dosis,
sensibilidad de la variedad, condicién de la planta, etc., ya que la planta requerira
de unas condiciones especificas de crecimiento que pueden afectarse por la
concentracion de ellos en el medio. Mediante el cultivo in vitro se han convertido
en las primeras herramientas capaces de controlar el crecimiento por lo que su uso

ha aumentado en los Ultimos afios (Alcantara, J. 2017).

Los objetivos planteados en la presente investigacion fueron:
e Determinar en cudl de las tres hormonas tiene un mejor desarrollo.
e Analizar el efecto de las dosis en la brotacion del explante.

e Establecer el beneficio-costo de los tratamientos en estudio.



1.2 PROBLEMA

Uno de los principales problemas de la produccion de plantas es a causa que existe
la tala indiscriminada, de arboles esto ocasiona diferentes efectos perjudiciales al
medio ambiente. Esta planta cada vez va disminuyendo debido a la dificultad que
tiene al germinar mediante semillas, donde para los agricultores cultivar Paulownia
es de menor interés, debido a que esta especie no tiene un mercado establecido para

su comercializacion.

La falta de asesoramiento al sector agricola que carecen de conocimiento y el
manejo tecnificado ya que esta planta es de monocultivo el uso de estas plantas esta

limitado por la escasez de material biologico, para la propagacion.

El agricultor ha venido teniendo problemas al empleo de individuos (plantines)
producidos tradicionalmente como; la baja rentabilidad, la crisis econémica en los
ultimos afios, los altos precios y la falta de cultura en la utilizacion de estos recursos.
Por lo que no es factible la plantacién directa de estacas de raiz obtenidas a campo,
dado que se ha observado que las plantaciones realizadas de esta forma,
posteriormente sufren problemas sanitarios que provocan la mortandad de sus

individuos.

La presente investigacion tiene el propoésito de evaluar los explantes utilizando tres
hormonas en dosis diferentes para obtener plantas de mejor calidad, donde la
micropropagacion permite producir y acelerar el crecimiento de varios brotes en
pocos meses, esto da origen a muchas plantas en el cual se puede utilizarse para
generar material de plantacion libre de enfermedades lo que significaria que las
necesidades de material vegetal para plantaciones serian solventadas en poco

tiempo.

El uso de hormonas vegetales ofrece alternativas para mejorar los sistemas de
produccion, tienen como cualidades, estimular a las plantas, promover el desarrollo
radicular, resistencia a enfermedades, estimulacion del desarrollo vegetativo,

translocacion de nutrientes y por consiguiente aumentos en el rendimiento.



CAPITULO I

2. MARCO TEORICO

2.1 Origen del cultivo y distribucion de Paulownia

El género Paulownia, se cultiva hace méas de 2600 afios, pero empez0 a ser estudiado
a partir de 1972 por el investigador forestal de origen chino Zhua Zhao-Hua,
inicialmente fue plantado por los agricultores chinos con el fin de proteger sus
cultivos de tormentas de arena o inundaciones, asegurando asi buenas cosechas
(Muhoz, F. 2014).

En la actualidad, después de diversas investigaciones se conocen en detalle todas
sus virtudes tales como: arbol totalmente inocuo para el ambiente, rebrota cuando
es cortado a los 3 afios/ 8 veces como minimo, produce 1m? de madera a partir del
noveno afo, solo necesita riego durante los 3 primeros afos; por dichas ventajas,
este arbol empez6 a ser desarrollado genéticamente para ejecutar proyectos de
investigacion en adaptacion a distintos ambientes climaticos a fin de promover su
cultivo en el mundo, tanto para reforestacién como para uso maderable y energético
(Lucas, M. 2011).

2.2 Clasificacion taxondmica

En 1973, Zhu Zhao Hua y un grupo de cientificos de la academia China, hicieron
investigaciones sistematicas corrigendo el género y las especies, colocando al arbol
de Paulownia en la familia de las Scrophulariacea (Angiosperm Phylogeny Group
11 APG 1II, 2013).

Cuadro N° 1 Clasificacion taxondmica de género Paulownia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Lamiales
Familia Paulownia
Género Paulownia

Fuente: (Angiosperm Phylogeny Group 111 APG IlI), 2019



2.4 Descripcién morfoldgica

Los arboles pertenecientes al género Paulownia presentan gran tamafio, crecen
comunmente entre 20 y 30 metros aunque también en algunos sitios alcanzan alturas

superiores (Dimarco, E. 2014).
2.4.1 Raices

Paulownia es un arbol de raices profundas, con un sistema radicular bien
desarrollado. Por lo general hay varias raices grandes, dicotomicamente ramificadas
que crecen hacia abajo hasta una longitud de 8 m. Las raices de absorcion son 1-5
mm de espesor y de hasta 60 cm de largo. En suelos arenosos, el 76% del sistema
radicular de absorcidn es de 40 - 100 cm de profundidad. El desarrollo del sistema
radicular estd muy influenciado por la estructura del suelo; un suelo arenoso suelto

y bien drenado, es ideal para Paulownia (Gutiérrez, J. 2009).
2.4.2 Tallo

Este género se caracteriza por tener un fuste recto, cilindrico, de color grisaceo, con
suaves estrias longitudinales y casi nunca presentan nudos, los troncos pueden

alcanzar entre 1.0 y 2.25 metros de diametro.

El tallo tiene un rapido crecimiento, segun las condiciones del terreno pueden
alcanzar 4 m en su primer afio, sumando 2-3 m mas en el segundo afio, pudiendo
alcanzar los 12 m a los 5 afios, Una de las caracteristicas notables de estos arboles
es que después del corte, presentan brotacion con rapido crecimiento, posibilitando
turnos de rotacion cortos de 2-3 afios, con una produccion media de 30-35
Ton/Ha/afo En el pais de origen existen arboles que alcanzan los 10 m de altura,
con una edad de cuatro afios, poseen un tronco limpio de 5 m, y hasta 22 cm de
diametro a la altura del pecho. Al este asiatico se pueden encontrar arboles de
Paulownia de 10 afios con 45 — 50 cm de DAP (Diadmetro a la Altura del Pecho).
(Comision Nacional de Mercado CNE, 2007).

2.4.3 Hojas

Este género presenta hojas de gran tamafio, color verde oscuro en forma ovalada y



acorazonada, de 20 a 40 centimetros de ancho, opuestos en las ramas. Se trata de
una especie caducifolia que presenta una copa ancha y ramas de crecimiento
horizontal las hojas se utilizar como forraje para el ganado, ademas contienen

aproximadamente un 20 % de proteinas, parecido a la alfalfa (Camino, E. 2018).
2.4.4 Flores

Son de colores variados segun especies y variedades de Paulownia, encontrando
desde el rosa hasta el azul violaceo, con degradados hacia el blanco, siendo mas
purpuras cuando nacen y mas claras al alcanzar la madurez, lucen un tono més
uniforme por el exterior y un fuerte moteado violeta por el interior, tienen formas
de campana o trompetas, entre 5y 8 cm de longitud, son desde un punto de vista
estrictamente botanico, zigomorfo, pentamero y gamopétalo. La flor es
hermafrodita con un androceo didinamo. Las flores son muy arométicas y meliferas.
Un hecho importante que hay que tener en cuenta es que la floracién ocurre una vez

por afio (Camino, E. 2018).
245 Fruto

Botanicamente el fruto de éste arbol es una cépsula eliptica y puntiaguda,
aproximadamente tiene entre 3 y 5 cm de longitud, y en su interior se encuentran
muchas semillas aladas, las cuales permite facilitar la difusion por el viento, cuando

el fruto se abre mediante una dehiscencia loculicida (Camino, E. 2018).
2.4.6 Semillas

Las semillas de Paulownia son ligeras, pequefias y aladas. Su germinacion y
crecimiento requiere luz intensa debido a lo cual, esta especie no puede regenerar

de forma natural bajo un dosel arbéreo (Rodriguez, A. 2017).
2.5 Caracteristicas de la madera

La madera de Paulownia se distingue por tener caracteristicas organolépticas tales
como: color muy claro, muy resistente, ultraligera, facil de trabajar y de grano fino,
que la han posicionado como una madera semipreciosa. Ademas esta madera es

preferida para la construccion por sus excelentes caracteristicas de trabajo y alta



resistencia al fuego pues su temperatura de ignicion esta entre los 420 y 430°C,
comparada con el promedio de las maderas duras que va de 220 a 225°C, también
posee una baja densidad cuyos valores estan entre 300 y 400 Kg/m3 . Ademas es
resistente a la deformacion, torsion y agrietamiento, posee una gran capacidad
aislante y un tiempo de secado muy corto (24 — 48 horas en hornos para madera y
30 — 60 dias al aire libre) (Maderero, D. 2016).

Otra caracteristica de esta madera es su costo en el mercado internacional, ya que

oscila entre los 800 y 1200 délares por m® al mayoreo (Castellanos, O. 2006).
2.6 Usos de la madera

La madera de Paulownia debido a su resistencia, ligereza, estabilidad y alta calidad,
es ideal para la produccion de mobiliario, instrumentos musicales y el revestimiento
de interiores También es usada en carpinteria general, armarios, puertas, ventanas,
molduras, marcos, embalajes, cajas, madera contrachapada y en juguetes, asi como
para la obtencién de fibra de madera, pulpa para papel, madera en rollo y para
biomasa (Rojas, S. 2007).

2.7 Requerimientos edafoclimaticos
2.7.1 Altitud

En su rango de distribucion natural las especies de Paulownia se encuentran en
altitudes que varian entre 600 y 2.000 msnm, creciendo tanto en cerros como en los
valles bien drenados. La mayor diversificacion de las especies y clones naturales se

acentua en valles con altitudes entre 1.000 y 1.500 msnm (Falconier, M. 2019).
2.7.2 Clima

Se adapta a una gran variedad de climas, pues el rango de temperaturas al que
pueden adecuarse las especies del género varia ampliamente, llegando a soportar
minimas absolutas de -20°C y maximas absolutas de 45°C. Diferentes experiencias,
demuestran que el rango 6ptimo de temperaturas para el crecimiento en altura y
didmetro, se localiza usualmente entre 24 y 29°C de temperatura media diaria
(Lucas, M. 2011).



2.7.3 Suelos

El arbol de Paulownia tiene la capacidad de desarrollarse en suelos pobres o
erosionados, siempre y cuando se aporte abono organico y un sistema de riego.
Paulownia no es un arbol propio de zonas éaridas, pero desde el punto de vista
econdmico, esta especie desarrolla un éptimo uso de los recursos disponibles, y su

capacidad de crecimiento es la més elevada del reino vegetal (Castellanos, O. 2006).
2.8 Propagacion

La propagacion principal del arbol es por via asexual, uno de los mas utilizados es
el método in vitro. Ya que al obtenerse por semilla, germinarian arboles con escaso
vigor, sin uniformidad de crecimiento y con un rendimiento inaceptable, debido a
ciertas caracteristicas de la planta, como la autofecundacion, que debe ser corregida
mediante técnicas de fecundacion dirigida a arboles de diferentes clones para
obtener semillas viables. Ademaés de que los arboles provenientes de semilla salen

tan caros 0 mas que los obtenidos in vitro (Castellanos, O. 2006).
2.9 Cultivo de tejidos in vitro

El cultivo de tejidos vegetales, es un conjunto de técnicas que permite el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de la planta, desde
una célula hasta un organismo completo, bajo condiciones artificiales y asépticas
(Grijalva, J. 2016).

Asi mismo, es una herramienta de gran valor para la resolucién de problemas
basicos y aplicados en la biologia molecular y biotecnologia vegetal, ya que brinda
la oportunidad de disefiar modelos ideales para el estudio de la fisiologia,
bioquimica, genética, clonacidn, conservacion, manipulacion in vitro y la obtencién

de plantas genéticamente modificadas (Ross, J. 2000).

El cultivo de tejidos en forestales empezo, cuando publicé su estudio desarrollo de
un callo sobre porciones de tejido de Salix capraea y Populus nigra. Gautheret,
describié la obtencion de yemas adventicias y tallos con hojas in vitro de Sequoia

sempervirens, no obtuvo la formacidn de plantas completas (Lascano, M. 2008).



La mayoria de las especies forestales se reproducen sexualmente por polinizacion
abierta, lo que mantiene una continua variacion de muchos caracteres en las
subsecuentes generaciones. Las caracteristicas deseables podrian conservarse en la
progenie si estos &rboles se propagan vegetativamente o en forma clonal
(Limongi, R. 2011).

2.10 Micropropagacion

La micro propagacion es una técnica de propagacion vegetativa basada en la
capacidad que poseen las células vegetales de dividirse y de regenerar 6rganos y
plantas enteras, cuando son sometidas a condiciones nutritivas y ambientales
adecuadas y son estimuladas con determinados reguladores de crecimiento
(Armijos, R. 2016).

Las caracteristicas esenciales del método son:
2.10.1 Propagacion vegetativa

Es decir, sin participacién de los 6rganos reproductores de la planta, por medio de
la estimulacion de la induccion de yemas axilares que daran lugar a nuevos brotes
que, una vez enraizados, formaran las nuevas plantas. Es una propagacion masiva,
ya que la formacion de yemas puede ser estimulada en gran nimero y en corto
espacio de tiempo. Ademas es una propagacion clonal, ya que la formacion de
yemas axilares asegura la produccién de plantas conformadas genéticamente al tipo
original (Castillo, A. 2004).

2.10.2 Propagacion in vitro

Tiene lugar en frascos de cultivo, y con medios de cultivo definidos en los que se
controla la composicién y concentracion de sus componentes. Tiene lugar fuera del
ambiente natural, en camaras de cultivo donde son controladas las condiciones
ambientales (luz, temperatura, humedad relativa) que se mantienen a unos niveles

Optimos para el crecimiento.

Se mantienen las condiciones asépticas en todas las manipulaciones, evitando las

contaminaciones por hongos o bacterias que proliferarian con rapidez en el medio



de cultivo afectando negativamente al cultivo de tejidos. Para ello es esencial la
esterilizacion del material vegetal y de los frascos y medios de cultivo (Armijos, R.
2016).

2.10.3 Cultivo de segmentos nodales

El explante mas usado en los procesos de micro propagacion in vitro son las yemas
vegetativas de las plantas. En los nudos o segmentos caulinares hay tejidos de
crecimiento laterales que pueden ser estimulados para que desarrollen nuevos
vastagos, es decir al realizar este tipo de cultivo se aisla una yema junto con una
porcion de tallo, para que posteriormente la accion de citoquininas frene la
dominancia apical e induzca la formacion de yemas axilares, cuando se produce un
numero suficiente de yemas, pueden ser enraizados, y las plantulas obtenidas
trasladadas al suelo (Orddénez, M. 2013).

2.10.4 Medio de cultivo

El material vegetal solo crecerd in vitro cuando se le provee de un medio nutritivo
especializado. Un medio usualmente consiste en una solucion de sales
suplementado con los macro y micro elementos necesarios para el crecimiento de
una planta entera. Los compuestos organicos que se incluyen en un medio de cultivo
son nUmMerosos y pertenecen a distintos grupos: vitaminas, aminoacidos, aztcares y
reguladores de crecimiento (Armijos, R. 2016).

Cuadro N° 2 Sustancias que se afiaden al medio de cultivo para su brotacion.

Necesidades nutricionales y hormonales de los cultivos de érganos y tejidos
vegetales

Reguladores de crecimiento: Auxinas, Citoquininas, Giberelinas, Acido abcisico,
Etileno

Macroelementos: N, P, K, Ca, Mg, S

Microelementos: Fe, Co, Zn, Ni, Mn, Cu, |, Mo

AzUcares

Aminoacidos

Agua

Mezclas de sustancias poco definidas: Extracto de levadura leche de coco extractos
vegetales hidrolizados de caseina peptona y triptona

Fuente: (Pierik R ,2017)
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2.11 Reguladores de crecimiento

Algunos compuestos quimicos presentes de manera natural en las plantas cumplen
una funcion regulatoria tanto en el crecimiento como en el desarrollo de la planta.
Estos compuestos son activos generalmente a muy bajas concentraciones y son
conocidos como hormonas vegetales. Algunos de estos compuestos pueden ser
producidos sintéticamente y tienen una actividad fisioldgica similar a los
producidos por los tejidos vegetales, por eso se Ilaman reguladores de crecimiento.
Existen muchas clases de sustancias reguladores reconocidos como tales, y han sido
clasificadas en 5 grupos: auxinas, citoquininas, giberelinas, etileno y acido
abscisico. Las auxinas y las citoguininas son las méas importantes en la regulacion
del crecimiento y morfogénesis de los tejidos y organos vegetales (Alcantara, J.
2017).

2.11.1 Bencil-adenina (BA)

Inhibidor de la quinasa respiratoria en plantas. La 6-benciladenina —que aumenta
la vida poscosecha de verduras verdes— es un regulador del crecimiento de las
plantas utilizado para estimular el crecimiento en manzanas, melones, naranjas,
rosas, peras, cerezas dulces y pinos blancos. También se utiliza para establecer y
examinar la tecnologia dptima de propagacion rapida de S. tonkinensis mediante

prueba ortogonal (Fisher, S. 2021).
2.11.2 Bencilaminopurina (BAP)

El regulador fisiolégico bencilaminopurina es de la familia de las citoquininas, por
lo tanto, estimulan la division celular, promueven la formacion de capullos
laterales, induce los cambios metabdlicos, la floracién y la fructificacion e inhibe

el envejecimiento de las plantas (Londofio, M. 2021).
2.11.3 Kinetina (KN)

La kinetina es una citoquinina que son hormonas vegetales que promueve la
division celular y el crecimiento de las plantas. Se demostré que existe de forma

natural en el ADN de organismos, incluidos humanos y varias plantas. Si bien la
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Kinetina se usa en cultivos de tejidos para producir nuevas plantas, también se
encuentra en productos cosméticos como agentes antienvejecimiento (Lewis, R.
2021).

2.12 Auxinas

Las auxinas son el grupo de reguladores de crecimiento mas conocido, derivadas
del aminodcido triptéfano que se sintetizan en los apices de los brotes y en las raices
y se transportan por medio del floema. Cuando se adicionan en cantidades
adecuadas, pueden regular la elongacion celular, la divisién celular, la formacion
de raices adventicias y puede inducir a la embriogénesis. También, son las
responsables de los tropismos. Las auxinas mas utilizadas en los medios de cultivo
vegetales pueden ser sintéticas como el &cido indol butirico (AIB), acido naftalen
acetico (ANA), 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D); o naturales como el &cido indol

acetico (AlA) y sus derivados como el acido fenil acético (Rivero, M. 2011).
2.13 Citoquininas

Las citoquininas son sustancias derivadas de las purinas que se sintetizan en los
meristemos apicales de la raiz, hojas en desarrollo y en embriones jovenes y se
transportan a los brotes a través del xilema. Pueden regular la division celular,
estimular la formacién de brotes axilares y adventicios, regular la diferenciacion,
inhibir la formacion de raices y estimular la actividad de enzimas y proteinas
(Jacome, A. 2011).

“Las citoquininas mas utilizadas son sintéticas, como la kinetina (KIN) y la 6
bencilaminopurina (BAP), una de las citoquininas més activas; o naturales como la
zeatina (ZEA) y la isopentiladenina (2iP) (Jacome, A. 2011).

2.14 Giberelinas

Las giberelinas se forman por diterpenos y son utilizadas raramente en el cultivo de
tejidos. Son producidas en los &pices de los tallos y son conducidos por medio del
floema. Se utilizan para promover la floracion, romper la dormancia de semillas,

yemas y bulbos; y para la elongacion celular. Por lo general inhiben la formacion
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de raices y vastagos adventicios. Pueden inducir la actividad del cambium en
algunos arboles de climas templados para que broten en primavera. También, son
responsables de la geminacion de semillas, ya que cuando éstas toman agua
estimulan la accion de la amilasa que forma la glucosa, su aumento provoca la
sintesis de giberelina y el consecuente desarrollo de un embrién para dar lugar a

una nueva planta (Rivero, M. 2011).
2.15 Etileno y acido abscisico

“El etileno estimula la maduracién de frutos y la senescencia de flores y hojas.
También promueve el crecimiento lateral, importante durante la germinacion

aunque reduce la velocidad de elongacion de las células (Rivero, M. 2011).

El acido abscisico (ABA) en la mayoria de los casos, produce un efecto negativo
en el cultivo de tejidos ya que puede inhibir la accion de las auxinas, giberelinas y
citoquininas; actuando como una defensa natural contra el estrés fisiologico. Esto
se puede dar debido a que su accion provoca el cierre de estomas. En algunos casos
promueve la maduracién de embriones y cuando se realizan suspensiones facilita la

sincronizacion celular (Recalde, C. 2007).
2.16 Fases de la micropropagacion

Los principios basicos de la técnica de la micropropagacion son iguales en los
diferentes tipos de plantas, que consta de cinco etapas desde la etapa 0 hasta la IV,

con requerimientos nutritivos, hormonales y ambientales diferentes:

% Fase 0: Desinfeccion

+ Fase 1: Establecimiento del cultivo
¢ Fase 2: Multiplicacion de propagulos
% Fase 3: Enraizamiento

+ Fase 4: Restablecimiento de las plantas a suelo (Martinez, L. 2008).
2.17 Establecimiento del cultivo

El inicio del cultivo es una fase muy delicada en la que la porcién de tejido vegetal

que sirve de inéculo (explante) debe sobrevivir al aislamiento del resto de la planta
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original y comenzar el crecimiento in vitro. EI medio de cultivo debe proporcionar

al explante todo lo que necesita para vivir y desarrollarse (Armijos, R. 2016).

Dos factores son particularmente importantes en el establecimiento del cultivo: el

explante y la esterilizacion.
2.17.1 Explante

La eleccion del tipo de explante puede ser determinante para el éxito del
establecimiento del cultivo. En la micropropagacion de frutales, los mas adecuados
son los apices de tallo y las yemas axilares, en los que los meristemos apicales
mantienen las caracteristicas genéticas de la planta original y son capaces de
continuar su crecimiento. Otro aspecto importante es el tamafio, es decir, la cantidad
de tejidos que acompafian al meristemo y que juegan un papel nutritivo y de
proteccion a los tejidos meristematicos. Pero mientras mayor es el explante existen
mayores posibilidades de contaminacion por bacterias o esporas de hongos
existentes en la planta original, aunque también es mayor la probabilidad de
supervivencia por lo que hay que tomar una decision de compromiso.
Habitualmente se toman yemas apicales y nudos de ramas con una yema axilar, o
yemas aisladas en las que por diseccidon se eliminan las pérulas exteriores y se dejan
unos pocos esbozos foliares. En el caso de que el objetivo sea la eliminacion de
enfermedades virales es necesario reducir el tamafio a 0.1-0.5 mm para asegurarnos
de tomar solo tejidos meristematicos libres de virus, por lo que las dificultades
técnicas para la supervivencia del explante aumentan considerablemente (Roca, W.
2007).

2.17.2 Esterilizacion

Una vez tomados los explantes y antes de ser introducidos en el medio de cultivo
hay que eliminar todas las esporas de hongos y bacterias que tienen en su superficie.
El grado de 29 esterilizacion necesario dependeré del estado de la planta madre. Si
partimos de plantas crecidas en el exterior, la presencia de gérmenes serd mayor
que si se han cultivado en invernadero, con cuidados como el no mojar la parte

aérea al regar y con tratamientos fitosanitarios adecuados. En cualquier caso, la
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humedad siempre favorece el desarrollo de hongos que posteriormente afectaran al
cultivo (Armijos, R. 2016).

2.18 Multiplicacion de propagulos

La formacion de yemas adventicias puede aumentar sensiblemente el factor de
multiplicacion respecto a las axilares, ya que no esta limitada a la existencia de un
tejido determinado, pero debe evitarse para asegurar la conformidad de las plantas
regeneradas. Segun el habito de crecimiento in vitro, pueden realizarse dos tipos de
multiplicacion axilar: secciones nodales, es decir, cortando los nudos de los brotes
con una yema axilar que daré lugar a un nuevo brote cada uno; o por ramificacién
axilar mejorada, cuando por la técnica de division y por los reguladores de
crecimiento utilizados, se suprime la dominancia apical y se provoca la aparicion
de numerosos brotes axilares, que pueden ser separados individualmente o por
grupos (Bridg, H. 2012).

Cada cierto tiempo es necesario realizar subcultivos, ya que los brotes crecen y
ocupan el espacio del frasco de cultivo, a la vez que agotan los nutrientes del medio
y acumulan en sustancias de desecho y exudados que pueden resultar inhibidores o
provocar el envejecimiento del cultivo. Para mantener la tasa de crecimiento y
multiplicacidn es necesario pasar los nuevos explantes, separados de sus cultivos, a
medio reciente. El periodo de tiempo minimo entre dos subcultivos (generalmente
1 mes) y el tipo de manipulacion realizada en el material en cultivo afectan a los

resultados de la multiplicacion (Roca, W. 2007).
2.19 Enraizamiento

La regeneracion de raices adventicias para formar plantas completas es un punto
critico en la propagacion vegetativa. El enraizamiento esta influido por varios

factores como:
2.19.1 Factores genéticos

Las especies y variedades que enraizan mas facilmente en el campo también lo
hacen in vitro (Jarvis, B. 2016).
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2.19.2 Factores fisioldgicos

El estado fisiologico en que se encuentra el brote es muy importante. Esta influido
tanto por el origen del explante como por los subcultivos anteriores. Los explantes
tomados de plantas jovenes enraizan con més facilidad que los tomados de plantas
adultas. El enraizamiento mejora al aumentar el nimero de subcultivos in vitro,
dado que se produce un presunto rejuvenecimiento, también con la etiolacion y con
heridas basales. Por otra parte, el enraizamiento es perjudicado por una alteracion
fisiolOgica, la vitrificacion, en la que los tejidos se vuelven hiperhidricos (Jarvis, B.
2016).

2.20 Restablecimiento de las plantas a suelo

Una vez obtenidos los brotes necesarios en la fase de multiplicacion, debemos
prepararlos para el trasplante a suelo y adaptarlos al ambiente exterior. Si los brotes
no han alcanzado un tamafio que los haga manejables (unos 2 cm o méas) debera
estimularse el crecimiento reduciendo la concentracion de citoquinina en el medio.
El enraizamiento, puede realizarse in vitro, pasando los brotes individuales a un
medio con alta concentracion de una auxina (generalmente IBA a 1.3 mg/l) y sin
citoquininas, durante un periodo corto de induccién de raices, para ser pasados
luego a otro desarrollo sin reguladores de crecimiento. También es posible realizar
el enraizamiento in vivo, fuera de los frascos de cultivo, tratando a los brotes como
micro estaquillas y aplicandoles tratamientos de auxinas, bien hundiendo la base en

auxina en polvo, bien sumergiéndolas en una solucién acuosa (Marin, J. 2017).

Las plantas que en los frascos de cultivo adquieren una estructura de plantas de
sombra, desarrollan, al ser aclimatadas, adaptaciones a las nuevas condiciones
ambientales, con mayor irradiacion, menor humedad relativa y un cambio en el
modo de nutricion, pasando a ser plantas autétrofas. La péerdida de agua moderada
y controlada que sufren durante el proceso de aclimatacion estimula el transporte a
través de las raices y del xilema de agua hacia los tejidos foliares, compensando asi
la pérdida ocasionada, pero también estimula el desarrollo de nuevas hojas, que

pueden ser observadas en un corto plazo de una semana (Bridg, H. 2012).
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CAPITULO I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 Materiales

3.1.1 Localizacion de la investigacion

Esta investigacion se realizo en:

Provincia Bolivar
Cantdn Guaranda
Parroquia | Gabriel Ignacio Veintimilla
. Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
Sitio . .
Recursos Naturales y del Ambiente, en la granja Laguacoto I1.

3.1.2 Situacion geografica y climatica

Altitud 2.622 msnm
Latitud 01°36°52"S
Longitud 78°59°54"W
Temperatura media anual 14.8 °C
Temperatura méxima 21°C
Temperatura minima 7°C
Precipitacion media anual 980 mm
Heliofania promedio 900 /horas/luz/afio
Velocidad de viento 6 m/s

Fuente: Estacién Meteoroldgica Laguacoto I1. UEB. 2020 y registro In Situ. 2021

3.1.3 Zonade vida

De acuerdo a la zona de vida de Holdridge, L., la localidad se encuentra dentro del

bosque Seco Montano Bajo (bs-MB).
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3.1.4

Material experimental

Explantes

Citoquininas
Materiales de laboratorio

Vasos de precipitacion
Mechero de alcohol
Erlenmeyers

Tubo de ensayo
Probetas aforas
Cajas Petri

Pinza

Bisturi
Atomizadores
Marcadores

Cinta rolopac
Frascos de vidrio
Fosforos

Guantes

Mandil

Mascarilla
Equipos de laboratorio

Agitador magnético
Autoclave

Balanza de precision

Céamaras de flujo laminar horizontal

Destilador de agua
Reactivos

Bencil-adenina (BA)



+«»+ 6-Bencilaminopurina (BAP)
+ Kinetina (KN)

3.1.8 Equipos y material de oficina

¢+ Camara fotografica
+«» Libreta de apuntes
¢ Esferos

¢ Internet

+«+ Computador

*» Impresora

+»+ Hojas de papel boom A4
3.2 Métodos
3.2.1 Factor en estudio

Fitoreguladores: “FA”

K/
*

Al: Bencil adenina (BA)
A2: 6-Bencil aminopurina (BAP)
A 3: Kinetina (KN)

*

K/
*

7/
*

Dosis: “FB”

s B1l:1mg/l
< B2:3mg/l
% B3:5mg/l
s B4: 7mgl/l
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3.2.2 Tratamientos

Son 12 tratamientos en DCA

Numero de ) o

T ratamiento Coadigo Descripcion

T1 AlB1 Paulownia tomentosa + BA + 1 mg/I
T2 AlB2 Paulownia tomentosa + BA + 3 mg/I
T3 Al1B3 Paulownia tomentosa + BA + 5 mg/I
T4 AlB4 Paulownia tomentosa + BA + 7 mg/I
T5 A2B1 Paulownia tomentosa + BAP + 1 mg/I
T6 A2B2 Paulownia tomentosa + BAP + 3 mg/I
T7 A2B3 Paulownia tomentosa + BAP + 5 mg/I
T8 A2B4 Paulownia tomentosa + BAP + 7 mg/I
T9 A3B1 Paulownia tomentosa + KN + 1 mg/|
T10 A3B2 Paulownia tomentosa + KN + 3 mg/I
Ti1 A3B3 Paulownia tomentosa + KN + 5 mg/|
T12 A3B4 Paulownia tomentosa + KN + 7 mg/|

3.2.3 Tipo de disefio experimental

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA)

3.2.4 Procedimiento

Numero de localidades 1
NUmero de tratamientos 12
NUmero de repeticiones 4
Numero de unidades experimentales 48
Numero total de esquejes: 144
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3.2.5 Tipo de analisis

Analisis de varianza (ADEVA), segun el siguiente detalle

Fuentes de variacion Grados de CME*
libertad

Tratamientos (t-1) 11 e+ [?

Factor A: Fito reguladores (3-1) 2 e+ 0%

Factor B: Dosis (4-1) 3 /?e+ 0°B

FA x FB: (A-1) (B-1) 6 ’e+ 0*AxB

Error experimental t (r-1) 36 I%e

Total (txr)-1 47

Cuadrados medios esperados. Modelo fijo. Tratamientos seleccionados por los investigadores

v Prueba de Tukey al 5% para comparar los promedios del factor A, factor B
y AxB.

v" Prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de los tratamientos en las
variables que sean significativas (Fisher protegido).

v Andlisis de la relacion beneficio/costo.
3.3 Métodos de evaluacion y datos tomados
3.3.1 Numero de explantes contaminados (NEC)

Se evalu6 por observacion directa la presencia de agentes patdégenos causados por
hongos durante los 15 y 45 dias que es el tiempo que transcurrié desde el subcultivo
a sus respectivos medios de proliferacion. Considerando que un frasco esta
contaminado cuando en el medio de cultivo se observd la presencia de manchas
(esporas) blanquecinas o grises, las cuales con el transcurso del tiempo se

diseminaron por todo el frasco formando una estructura algodonosa.

21



3.3.2 Dias a la brotacion (DB)

Se contabilizé los dias transcurridos desde el inicio de la siembra, hasta cuando el

50% de los explantes present6 al menos un brote.
3.3.3 Porcentaje de brotacion (PB)

Por observacion visual, se registro la brotacion de las yemas a los, 15, 30 y 45 dias
a partir de la siembra, se estimul6 una relacion porcentual de las mismas frente al

numero total de yemas/tubo.
3.3.4 Numero de brotes por explante (NBE)

Se tomo por observacion directa a partir de los 15, 30 y 45 dias del ultimo subcultivo
a sus respectivos medios de proliferacidn con fito-reguladores y en dosis respectivas

en cada frasco, se considerd un brote al presentar este al menos dos hojas.
3.3.5 Longitud de brotes (LB)

La variable se midié con la ayuda de una regla milimetrada, se medio el tamafio de
la planta, desde la base del tallo hasta la yema terminal (punta) a los 30, 45y 75
dias del subcultivo en una muestra al azar de plantas de cada tratamiento, con estos
datos se calcul6 la altura promedio por planta en centimetros para cada unidad

experimental.
3.3.6  Numero de hojas por brote (NHB)

Esta variable se evalu6 mediante observacion directa en el frasco a los 15, 30 y 45
dias del subcultivo a sus respectivos medios de proliferacion con fito reguladores y
dosis respectivas, se considerd hojas desarrolladas todos menos la primera y la

ultima, las cuales estuvieron en desarrollo.
3.3.7 Longitud de hojas por explantes (LHE)

Esta variable se tom6 con la ayuda de una regla, lo cual sera expresado en

centimetros (cm) desde el apice terminal y la insercién peciolar.
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3.3.8 Dias a la emision de raices (DER)

Se procedio a tomar el registro de acuerdo a los dias trascurridos desde que el

explante haya emergido totalmente, datos tomados por cada tratamiento.
3.3.9 Numero de raices (NR)

Se contabilizé el nimero de raices de cada vitroplanta a los 30, 45 y 75 dias, desde

la siembra de los explantes a los medios de cultivo.
3.3.10 Longitud de las raices (LR)

Se midio con una regla, el largo de la raiz en centimetros (cm) desde el cuello hasta
el &pice de la raiz, de acuerdo a los dias trascurridos desde el explante hasta que

haya emergido totalmente, en cada tratamiento.
3.4 Manejo de la investigacion
3.4.1 Seleccion de plantas

Se selecciond las condiciones fisicas adecuadas para el desarrollo de las
vitroplantas, se verifico el estado de sanidad de la planta madre con la finalidad de

que no influya en la obtencién de buenos explantes.
3.4.2 Preparacion del medio de cultivo

Para la preparacion del medio de cultivo se procedié a pesar en una balanza
analitica, todos los reactivos requeridos los cuales son: Gelificante Agar, Sacarosa,
los reguladores de crecimiento como Bencil-adenina, 6-Bencilaminopurina,
Kinetina, los micro y macronutrientes y las vitaminas de acuerdo al requerimiento
necesario de la cantidad de medio de cultivo a preparar para el trabajo de

investigacion.
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3.4.3 Recolecciony seleccion de los brotes del invernadero

Para la recoleccion de los brotes se procedio a cortar con la ayuda de un bisturi
desinfectado 15 cm de longitud, posteriormente se llevo al laboratorio para realizar

la respectiva desinfeccion.
3.4.4 Desinfeccion del material experimental.

Para la desinfeccidn del material experimental, se lavd los brotes con solucion de
jabon liquido al 1% mas agua en un tiempo de 20 minutos, a continuacion se llevo
a la camara de flujo laminar donde se desinfecto con cloro al 60% durante 10
minutos, luego con el agua destilada esterilizada se tuvo que lavar tres veces

consecutivas en un lapso de tres minutos cada lavado.
3.4.5 Introduccion del material experimental

Terminada la desinfeccion se procedio a realizar la siembra de los explantes al
medio de cultivo, con la ayuda de las pinzas, se introdujeron los explantes a los
frascos de vidrio que contienen medio de cultivo, al finalizar la siembra los frascos
de vidrio se flamearon a lo largo de los bordes superiores y sellados con plastifilm

e identificados con los tratamientos correspondientes.

3.4.6 Preparacion del medio de cultivo con las diferentes dosis

Volumen 1000ml Volumen 1000m| Volumen 1000ml
Azlcar | 9g Azucar | 9g Azlcar | 9g
Stook 1 | 100ml Stook 1 | 100ml Stook 1 100ml
Stook 2 | 10ml Stook 2 | 10ml Stook 2 10ml
Stook 3 | 10ml Stook 3 | 10ml Stook 3 10ml
Vitaminas | 10ml Vitamina | 10ml Vitaminas | 10ml
BA 10,30,50, K 10,30,50,70ml BAP 10,30,50,

70ml pH 5.6-5.7 70ml
pH 5.6-5.7 Agar 9 pH 5.6-5.7
Agar 99 Agar 99
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS

4.1 Diasalabrotacion (DB); Longitud de hoja por explante (LHE); Dias a la emisién de raices (DER) y Longitud de raices (LR)

Cuadro N° 3 Resultado de la prueba de Tukey al 5%, para comparar promedios de la interaccion (AxB) en las variables: Dias a la brotacion

(DB); Longitud de hoja por explante (LHE); Dias a la emisidn de raices (DER) y Longitud de raices (LR).

DB (*) LHE (**) DER (*) LR (*)

Trat [ Promedios [Rango Trat | Promedios [Rango Trat | Promedios |Rango Trat |Promedios [Rango
T2 15,00 A T12 |2,02 A T2 27,50 A T12 |3,92 A
T5 112,00 AB T11 | 1,67 AB T10 |25,75 A T11 |3,10 AB
T7 11,25 AB T10 |1,52 ABC T11 | 24,75 A T10 |2,97 AB
T10 |9,00 AB T2 1,25 ABCD T12 22,25 AB T2 2,90 AB
T11 ]9,00 AB T7 1,02 ABCDE |T5 |21,25 AB T5 | 1,77 ABC
T12 |8,50 AB T5 0,95 ABCDE |T7 19,75 AB T7 1,60 ABC
T9 |5,00 AB T9 0,72 BCDE |T9 13,50 AB T9 1,02 BC
T8 14,25 AB T6 0,40 CDE |[T6 [6,75 AB T8 0,72 BC
T6 3,25 AB T4 10,30 CDE |[T4 [6,50 AB T4 0,62 BC
T4 3,00 AB T8 0,27 DE [T8 6,25 AB T6 |0,62 BC
T1 10,00 B T1 10,00 E |T1 |O B T1 0,00 C
T3 (0,00 B T3 (0,00 E [T3 |0 B T3 10,00 C

Media general= 6,68 dias Media general= 0,84 cm Media general= 14,52 dias Media general= 1,60 cm

CV=77,39% CV=58,94% CV=67,78% CV=163,05%

NS = No Significativo; *=significativo; ** = Altamente significativo al 1%.

CV = Coeficiente de Variacion. Fuente: Investigacion de campo, 2022.

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
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Dias a la brotacion (DB)
16

14
12 I
T2 T5 T8 T6 T4 T

T7 T10 T11 T12 T9 1 T3
Tratamientos | 15 12 11,25 9 9 8,5 5 425 3,25 3 0 0

Promedios

O N B~ OO

Grafico N° 1 Promedio de los tratamientos AxB de la variable dias a la brotacion
(DB)

Analisis e interpretacion

En cuanto a la variable dias a la brotacion en laboratorio (DB) se presenté una media
general de 7 dias y un CV de 77,39% (Cuadro N°3).

Mediante la prueba de Tukey al 5% se demostro que el tratamiento con més alto
promedio, es decir con mas dias en brotacion esta dado en el T2; Bencil adenina +
3 mg/l con 15 dias al brotar, lo que demuestra que en este intervalo de tiempo no se
Ilegaron a presentar brotes. Mientras, que el tratamiento con méas bajo promedio en
cuanto a esta variable estuvo dado en los tratamientos T1; Bencil adenina + 1 mg/l
y T3; Bencil adenina + 5 mg/l con 0 dias de brotacion, lo que quiere decir que en

estos tratamientos no hubo presencia de brotes (Cuadro N°3 y Grafico N°1).

De acuerdo a los resultados dados en la variable dias a la brotacion se puede inferir
que dependié de las condiciones asépticas en las cuales fue desarrollado, al igual
que el contenido de macro y micro nutrientes con los que estd formado el medio de

cultivo.

En la Paulownia tomentosa los efectos son mas llamativos en cultivos in vitro que
en combinacion con auxinas para estimular la division celular y controlar la
morfogénesis, promueven la dominancia apical y estimulan la brotacion de las

yemas laterales (Torr6, M. 2018).
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Longitud de hoja por explante (LHE)

|I IIII.II
T11
0,27

2,5

Promedios

T10
Tratamientos | 2,02 167 152 125 1,02 0,95 0,72

T1 T3
0 0

Gréfico N° 2 Promedio de los tratamientos AxB de la variable Iongitud de hoja por
explante (LHE)

Analisis e interpretacion

La longitud de hoja por explante (LHE) se presenté una media general de 0,84 cm
y un CV de 58,94% (Cuadro N°3).

Con la prueba de Tukey al 5%, el promedio mas alto en cuanto a la variable longitud
de hoja por explante esta dado en el T12; Kinetina + 7 mg/l con 2,02 cm de longitud,
mientras, que el promedio méas bajo en cuanto a la variable en estudio esta en el T8;
Bencil aminopurina + 7 mg/l con un promedio de 0,27 cm. Haciendo referencia con
la variable dias a la brotacion se menciona que los tratamientos T1; Bencil adenina
+1mg/ly T3; Bencil adenina + 5 mg/l, no presentaron brotes lo que representa que

sus promedios sean 0 cm respectivamente (Cuadro N°3 y Grafico N°2).

Las plantas obtenidas in vitro tienen: hojas delgadas, tallos y raices débiles, poco

funcionales, conexion tallo-raiz incompleta, baja tasa fotosintética.

Aquellos tratamientos en los cuales estuvo presente la citoquinina BAP presentan
alturas entre 8,6 mm y 12 mm como maximo, mientras que aquellos tratamientos
en los cuales se aplicO KN presentan los valores mas altos en altura, lo cual
demuestra una mayor altura foliar (Pierik. 1997 citado por Mollohuanca, C. 2021).
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Dias a la emision de raices (DER)

30
25
(7p)
e 20
ae)
GE" 15
o
et 10
o
5 I I
0
Tl T12 T3
Tratamientos 27,5 2575 2475 22,25 2125 19,75 135 675 65 6,25 0

Gréfico N° 3 Promedio de los tratamientos AxB de la variable dias a la emisién de

raices

Analisis e interpretacion

En la variable dias a la emision de raices (DER) se presentd una media general de
15 dias y un CV de 67,78% (Cuadro N°3).

Al utilizar Tukey al 5%, se determina que el mas alto promedio en dias a la emision
de raices estuvo dado en el T2; Bencil adenina + 3 mg/l con 28 dia, asi mismo, se
determing el tratamiento con menor promedio T8; Bencil aminopurina + 7 mg/l con
6 dias de promedio. Recalcando en esta variable que los tratamientos que T1; Bencil
adenina + 1 mg/l y T3; Bencil adenina + 5 mg/l no presentaron raices dentro de esta

investigacion con 0 dias respectivamente (Cuadro N°3 y Grafico N°3).

Acerca de la multiplicacion in vitro de Paulownia hace referencia que las
citoquininas rigen la diferenciacion de un tejido in vitro. Asi al conservar més
concentracion de Citoquininas dara lugar a la formacion de raices. Un medio de
cultivo M&S complementado con 1 mg/l de BAP y 0,1 mg/l ANA y obtuvieron un

100% de regeneracion de Paulownia (Cardenas, A. 2015).
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Longitud de raices (LR)

4,5

35
3
2,5
15
0,5
0 T11  T10

Tratamientos 3,92 3,1 2,97

Promedios

=

T4 T6 | T1 T3
16 102 0,72 0,62 0,62 0 0

1,77
Grafico N° 4 Promedio de los tratamientos AxB de la variable longitud de raices
(LR)

Andlisis e interpretacion

En lo referente a la variable longitud de raices (LR) se presentd una media general
de 1,60 cm de longitud de raices y un CV de 63,05% (Cuadro N°3)

Realizando la prueba de Tukey al 5% se demostro que promedio mas alto estuvo
dado en el T12; Kinetina + 7 mg/l con 3,92 cm. Mientras, que el promedio mas bajo
en cuanto a la variable en estudio estuvo dado en el T6; Bencil aminopurina + 3
mg/l con 0,62 cm de longitud. En cuanto a esta variable, al igual que las anteriores
variables evaluadas los tratamientos T1; Bencil adenina + 1 mg/l y T3; Bencil
adenina + 5 mg/l no presentaron raices por lo tanto su promedio fue 0 cm

respectivamente (Cuadro N°3 'y Grafico N°4).

La longitud de las raices dependio de las condiciones asépticas y los micro y macro
nutrientes que se utilizaron en el medio de cultivo establecido para esta

investigacion.

Las citoquininas son emanadas en las zonas de crecimiento como los meristemos,

en la punta de las raices, induciendo el crecimiento de las mismas (Suarez, I. 2006).
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Cuadro N° 4 Resultado del analisis del efecto principal para evaluar promedios del factor A en las variables: Dias a la brotacion (DB);

Longitud de hoja por explante (LHE); Dias a la emision de raices (DER); Longitud de raices (LR).

DB LHE DER LR
Factor A: . Factor A: . Factor A: . Factor A: .
Fitoreguladores Promedios | Rango fitoreguladores Promedios | Rango fitoreguladores Promedios | Rango fitoreguladores Promedios | Rango
A3: Kinetina 7.87 A |A3:Kinetina [1.48 A |A3:Kinetina 2156 |A achi:nina Benzil |, 75 A
A2_: _ Bencil 7.68 A A2_: B_enC|I 0,66 B A2_: _ Benzil 1350 AB A2_: _ Benzil 118 B
aminopurina aminopurina aminopurina aminopurina
Al: _ Bencil 4,50 A A3: _ Bencil 0,38 B Al:_ Bencil 8,50 B Al:_ Bencil 0,88 B
adenina adenina adenina adenina

Efecto principal: A3-A2-Al=421

Efecto principal: A3-A2-A1=0,44

Efecto principal: A3-A2-A1=0,44

Efecto principal: A3-A2-A1=0,69

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.

Fuente: Investigacion de campo, 2022.
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Promedio de las variables DB, LHE, DER, LR

Al " A2 mA3
21,56
13,5

8,5
is 7,687,87 8o
o= 2,75

0,380,66 1.48 0,881,18
DB LHE DER LR

Grafico N° 5 Fitoreguladores de crecimiento en las variables: Dias a la brotacion
(DB); Longitud de hoja por explante (LHE); Dias a la emision de raices (DER);
Longitud de raices (LR)

Analisis e interpretacion

El anélisis del efecto principal factor A, fitoregulador: Bencil adenina (A1), Bencil
aminopurina (A2) y Kinetina (A3), para la variable dias a la brotacion existio un
gran efecto del fitoregulador Kinetina con 7,87%, donde la menor influencia estuvo
dada en el fitoregulador Bencil adenina con 4,50%. En cuanto a variable longitud
de hojas por explante, el fitoregulador con mayor porcentaje fue Kinetina con
1,48% mientras, que el fitoregulador menos influyente fue Bencil adenina con
0,38%. En lo que respecta la variable dias a la emision de raices el fitoregulador
con mas influencia estuvo dado en Kinetina con 21,56%, por lo contrario el
fitoregulador con menor porcentaje fue Bencil adenina con 8,50%. En la variable
longitud de raices el fitoregulador mas influyente estuvo dado en Kinetina con
2,75%, en tanto que el promedio més bajo fue el Bencil adenina con 0,88%. Lo que
demuestra que no hubo diferencias significativas entre los fitoreguladores (Cuadro
N°4 y Grafico N°5).

Mediante los resultados en las variables evaluadas (DB, LHE, DER, LR) se infiere
que estas dependieron de los cuidados sanitarios dados, al igual que la planta madre

donde fueron extraidos los explantes.
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Cuadro N° 5 Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de tratamientos FB de las variables: Dias a la brotacion

(DB); Longitud de hoja por explante (LHE); Dias a la emision de raices (DER) y Longitud de raices (LR).

DB LHE DER LR
Factor B: Dosis | Promedios | Rango | Factor B: Dosis | Promedios | Rango | Factor B: Dosis | Promedios | Rango | Factor B: Dosis | Promedios | Rango
B2: 3mg/l 9,08 A B2: 3 mg/l 1,05 A B2: 3mg/l 20,00 A B2: 3 mgl/l 2,16 A
B3: 5 mg/l 6,75 A B3: 5 mgl/l 0,90 A B3: 5 mg/l 14,83 A B4: 7 mg/l 1,75 AB
B1: 1 mg/l 5,66 A B1: 1 mg/l 0,86 A B4: 7 mgl/l 11,66 A B3: 5 mgl/l 1,56 AB
B4: 7 mg/l 5,25 A B4: 7 mg/l 0,55 A B1: 1 mg/l 11,58 A B1: 1 mg/l 0,93 B

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.

Fuente: Investigacién de campo, 2022.
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Promedio de las variables DB, LHE, DER, LR

EBl mB2 B3 mB4
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Grafico N° 6 Dosis de fitoreguladores de las variables: Dias a la brotacion (DB);
Longitud de hoja por explante (LHE); Dias a la emision de raices (DER);
Longitud de raices (LR).

Analisis e interpretacién

En la evaluacion del factor B, dosis; en lo que se refiere la variable dias a la
brotacion (DB), la mejor dosis fue B2: 3mg/l con 9,08%, asi que la dosis con menos
influencia fue B4: 7mg/l con 5,25%. En lo que se refiere a la variable longitud de
hoja por explante (LHE), la mejor dosis fue B2: 3mg/l con 1,05%, por otro lado la
dosis con menos influencia fue B4: 7mg/l con 0,55%. Referente a la variable dias a
la emision de raices (DER), se indica que la mejor dosis esta dado por B2: 3 mg/l
con 20%, en tanto que el mas bajo promedio esta dado por la dosis B1: 1 mg/l con
11,58%. En cuanto a se refiere a la variable longitud de raices (LR), la mejor dosis
fue B2: 3 mg/I con 2,16%, mientras que la dosis con menos rentabilidad fue B1: 1
mg/l con 0,93% (Cuadro N°5 y Gréafico N°6).

Dado los resultados en cuanto al factor B; dosis, se infiere que las variables: dias a
la brotacién (DB); longitud de hoja por explante (LHE); dias a la emisidn de raices
(DER) vy longitud de raices (LR) dependieron del medio de cultivo en el que se

desarrollé.
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4.2 Porcentaje de brotacion (PB); Numero de brotes por explante (NBE) y Longitud de brotes (LB)

Cuadro N° 6 Resultado de la prueba de Tukey al 5%, para comparar promedios de la interaccion (AxB) en las variables: Porcentaje de

brotacion (PB); Numero de brotes por explante (NBE) y Longitud de brotes (LB).

PB NBE LB

15 Dias(*) 30 Dias (*) 45 Dias (*) 15 Dias (*) 30 Dias (**) 45 Dias (**) 30 Dias (*) 45 Dias (**) 75 Dias (*)
Trat| Prom |Rag|Prom |Rag|Prom |Rag|Prom |Rag Prom Rag Prom | Rag Prom | Rag Prom | Rag Prom | Rag
T1 0,00(B 0,00(B 0,00 B | 0,00 [C 000 |D 0,00|E 0,00|C 0,00| D 0,00|1C
T2 [100,00|A 100,00 | A 100,00 | A 1,00 |BC 2,75 | ABC 3,50 | ABCD 0,97 | ABC 1,22 | ABCD 1,47 ABC
T3 0,00|B 0,00|B 0,000 B | 0,00 |C 0,00 |D 0,00 E 0,00|C 0,00| D 0,00|C
T4 | 2500(AB [ 2500{AB | 25001AB | 0,25 |A 0,75 |CD 1,00 | DE 027|C 0,35|CD 035]|C
T5 75,00 | AB 75,00 | AB 75,00 AB | 0,00 [C 125 |CD 2,00 | CDE 1,00 | ABC 1,12 | ABCD 1,27 | ABC
T6 25,00 | AB 25,00 | AB 2500|AB | 0,25 |C 0,75 |CD 0,75| DE 0,47 BC 0,52 | BCD 0,52|BC
T7 75,00 | AB 75,00 | AB 75,00/ AB | 0,50 |C 2,00 |[BCD 2,75| BCDE 1,10 | ABC 1,27 | ABCD 1,40 | ABC
T8 25,00 | AB 25,00 | AB 25,00 AB | 0,00 [C 2,00 |BCD 0,75 | DE 0,32|C 0,37(CD 0,45|BC
T9 50,00 | AB 50,00 | AB 50,00|AB | 0,75 |C 1,25 [CD 1,75| CDE 0,70 | ABC 0,92 | ABCD 0,97 | ABC
T10 | 100,00 A 100,00 | A 100,00 | A 2,00 [AB 3,00 |ABC 5,00 | ABC 1,62 | AB 1,87 | ABC 2,05| AB
T11 | 100,00 A 100,00 | A 100,00 | A 2,00 [AB 400 |AB 5,50 | AB 1,75| AB 1,95| AB 227 A
T12 | 100,00 A 100,00 | A 100,00 | A 250 |A 475 | A 6,25 A 1,90 A 2171 A 245 A
MG= 56,25 % MG=56,25% MG=56,25% MG=0,77 brotes MG=1,75 brotes MG=2,43 brotes MG=0,84 cm MG=0,98 cm MG=1,10 cm
CV=65,80% CV=65,80% | CV=68,01% [CV=53,86% CV=59,27% CV=56,09% CV=61,77% CV=62,52% CV=60,55%

NS = No Significativo; *=significativo; ** = Altamente significativo al 1%. Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
MG= Media general; CV = Coeficiente de Variacion.
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Porcentaje de brotacion (PB)
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Gréfico N° 7 Promedio de los tratamientos AxB de la variable porcentaje de
brotacion (PB)

Analisis e interpretacién

En lo referente a la variable porcentaje de brotacion (PB) a los 15 dias se presento
una media general de 56,25% y CV de 65,80%. A los 30 dias una media general de
56,25% y CV de 65,80%. En los 45 dias se mantuvo la media general y coeficiente
de variacion de los 15 y 30 dias (Cuadro N°6).

Con los datos de la prueba de Tukey al 5% para la variable porcentaje de brotacion
(PB) evaluados a los 15 dias, se determin6 que el mejor tratamiento fueron T2:
Bencil adenina + 3 mg/l; T10: Kinetina 3 mg/l; T11: Kinetina 5 mg/l: T12: Kinetina
7 mg/l, todos con un porcentaje de 100% de brotacién, mientras que el promedio
mas bajo estuvo dado por los tratamientos T1; Bencil adenina + 1 mg/l y T3; Bencil
adenina + 5 mg/l ambos con 0% de brotacion. Datos que se mantuvieron a los 15,
30y 45 dias evaluados (Cuadro N°6 y Grafico N°7).

La baja saturacién hormonal sucede por los resultados desfavorables en el medio
ya que altas concentraciones de citoquininas en el medio de iniciacién, pueden
impedir la brotacion (Miranda, O. 2014).
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Numero de brote por explante (NBE)
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Gréfico N° 8 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de brote

por explante (NBE)
Andlisis e interpretacion

En cuanto a la variable nimero de brotes por explante (NBE) a los 15 dias se
presentd una media general de 0,77 brotesy CV de 53,86%. A los 30 dias una media
general de 1,75 brotes y CV de 59,27%. A los 45 dias presentdé una media general
de 2,43 brotes y CV 56,09% (Cuadro N°6).

De acuerdo a los resultados de la prueba de Tukey al 5% en lo que respecta la
variable numero de brote por explante (NBE) evaluados a los 15 dias el mas alto
promedio estuvo en el T12: Kinetina + 7 mg/l con 3 brotes. A los 30 dias el mejor
tratamiento T12: Kinetina + 7 mg/l con 5 brotes. A los 45 dias el mejor promedio
se presentd en el T12 Kinetina + 7 mg/l con 6 brotes. EI més bajo promedio en las
3 evaluaciones estuvo en los tratamientos T1; Bencil adenina + 1 mg/l y T3; Bencil

adenina + 5 mg/l ambos con 0 brotes por explante (Cuadro N°6 y Grafico N°8).

En la formacion de brotes a partir de yemas axilares donde al acrecentar la
concentracion de BA por encima de 1 mg/l generalmente se causa un efecto
depresivo en las caracteristicas morfogénicas, esto hace referencia a los bajos

promedios de Bencil adenina (Taha, S. 2008).
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Longitud de brotes (LB)
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Grafico N° 9 Promedio de los tratamientos AXB de la variable longitud de brotes
(LB).

Andlisis e interpretacion

En cuanto a la variable longitud de brotes (LB) a los 30 dias present6 una media
general de 0,84 cmy CV de 61,77%. A los 45 dias una media general de 0,98 cmy
CV de 62,52%. A los 75 dias present6 una media general de 1,10 cmy CV 60,55%
(Cuadro N°6).

De acuerdo a los resultados con la prueba de Tukey al 5% en cuanto a la variable
longitud de brotes (LB) a los 30 dias evaluados se demostr6 que el promedio mas
alto fue el T12: Kinetina + 7 mg/l con 1,90 cm. A los 45 dias evaluados el mas alto
promedio fue el T12: Kinetina + 7 mg/l con 2,17 cm. Tanto que a los 75 dias
evaluados el mas alto promedio fue el T12: Kinetina + 7 mg/l con 2,45 cm. En
cuanto a los promedios mas bajos promedios en las tres evaluaciones fueron los
tratamientos T1; Bencil adenina + 1 mg/l y T3; Bencil adenina + 5 mg/l ambos con
0 cm (Cuadro N°6 y Grafico N°9).

Las variedades Paulownia en cultivo in vitro convencional durante la cuarta semana
presentan un crecimiento y desarrollo de brotes de Paulownia diferentes explantes
utilizados (Alatorre, C. 2002).
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Cuadro N° 7 Resultado del analisis del efecto principal para evaluar promedios del factor A en las variables: Porcentaje de brote (PB);

Numero de brotes por explante (NBE); Longitud de brotes (LB).

A3-A2-Al

A3-A2-Al

A3-A2-Al

PB NBE LB

F_actor A 15 dias | 30 dias | 45 dias Ffactor A 15 dias [ 30 dias | 45 dias F_actor A 30 dias | 45 dias | 75 dias
Fitoregulador Fitoregulador Fitoregulador

Al: Bencil adenina [0,31B |0,87B (1,12 B | Al: Bencil adenina |0,21B |0,81B |[1,43 B [A1l: Bencil adenina (0,31 B |0,39B (0,45B
A2: Bencil A2: Bencil A2: Bencil

aminopurina 0,18B |1,12B |1,56 B aminopurina 050B |162B [2,31B aminopurina 0,72B 10,82B [(0,91B
A3: Kinetina 181A [3,25A (4,62 A [AS3: Kinetina 2,37 A 4,12 A 1550 A | A3: Kinetina 149A |1,73A (193 A
Efecto principal: 1,32 1,26 1.94 Efecto principal: 1,66 1,69 1.76 Efecto principal: 046 | 052 0,57

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
Fuente: Investigacién de campo, 2022.
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Promedio de la variable PB
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Grafico N° 10 Fitoreguladores de crecimiento en la variable porcentaje de
brotacion (PB)

Analisis e interpretacion

El anélisis del efecto principal factor A, fitoregulador: Bencil adenina (A1), Bencil
aminopurina (A2) y Kinetina (A3), en lo que corresponde a la variable porcentaje
de brotacion (PB), evaluado a los 15 dias se presentd un gran efecto del
fitoregulador Kinetina con 1,12%, mientras, que el mas bajo promedio estuvo dado

en el fitoregulador Bencil adenina con 0,31%.

A los 30 dias de evaluacion, el fitoregulador con el promedio mas alto fue Kinetina
con 1,56%, de manera que el mas bajo promedio estuvo dado en el fitoregulador

Bencil adenina con 0,18%.

A los 45 dias evaluados, el fitoregulador con el promedio mas alto fue Kinetina con
4,62%, tanto que el mas bajo promedio estuvo dado en el fitoregulador Bencil
adenina con 1,81%. Datos que demuestra que no hubo diferencias significativas

entre los fitoreguladores (Cuadro N°7 y Grafico N°10).

39



Promedio de la variable NBE
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Grafico N° 11 Fitoreguladores de crecimiento en la variable nimero de brotes por
explante (NBE)

Analisis e interpretacion

El analisis del efecto principal factor A, fitoregulador: Bencil adenina (A1), Bencil
aminopurina (A2) y Kinetina (A3), en lo que corresponde a la variable nimero de
brotes por explantes (NBE) a los 15 dias evaluados se presentd un gran efecto
principal donde el fitoregulador con més alto promedio fue la Kinetina con 2,37%,

mientras, que el fitoregular con mas bajo promedio fue Bencil adenina con 0,21%.

A los 30 dias de evaluacion, el fitoregulador con mas alto promedio fue Kinetina
con 4,12% y el mas bajo promedio estuvo dado en el fitoregulador Bencil adenina
con 0,81%.

A los 45 dias de evaluacion, el fitoregulador con mas alto promedio fue Kinetina
con 5,5%, por lo tanto el mas bajo promedio estuvo dado en el fitoregulador Bencil
adenina 1,43%. Datos que demuestra que no hubo diferencias significativas entre

los fitoreguladores (Cuadro N°7 y Grafico N°11).
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Promedio de la variable LB
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Gréfico N° 12 Fitoreguladores de crecimiento en la variable longitud de brotes
(LB).

Anélisis e interpretacion

El anélisis del efecto principal factor A, fitoregulador: Bencil adenina (A1), Bencil
aminopurina (A2) y Kinetina (A3), en lo que corresponde a la variable longitud de
brotes (LB) a los 30 dias de evaluacion se presentd un gran efecto principal, donde
el fitoregulador con mas alto promedio fue la Kinetina con 1,49%, mientras que el

fitoregular con més bajo promedio fue el Bencil adenina con 0,31%.

A los 45 dias de evaluacion, el fitoregulador con mas alto promedio fue Kinetina
con 1,73% en tanto que el mas bajo promedio estuvo dado en el fitoregulador Bencil

adenina con 0,39%.

En lo que respecta los 75 dias de evaluacion, el fitoregulador con mas alto promedio
fue Kinetina con 1,93%, dado que el mas bajo promedio estuvo dado en el
fitoregulador Bencil adenina 0,45%. Resultados que demuestra que no hubo

diferencias significativas entre los fitoreguladores (Cuadro N°7 y Grafico N°12).
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Cuadro N° 8 Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de tratamientos FB de las variables: porcentaje de brotacion

(PB); numero de brotes por explante (NBE); longitud de brotes (LB).

PB NBE LB
Factor B: Dosis 15 dias | 30 dias | 45 dias | Factor B: Dosis | 15 dias | 30 dias | 45 dias Factor B: Dosis |30 dias | 45 dias | 75 dias
B1: 1 mg/l 4166 A (41,66 A (41,66 A [B1:1mg/l 0,25B |0,83B (1,25B B1: 1 mg/l 056 A |0,68A [0,75A
B2: 3 mg/l 75,00 A | 75,00 A | 75,00 A | B2: 3 mg/I 1,08A |2,16 A |3,08 A B2: 3 mgl/l 1,02A |1,20A |1,35 A
B3: 5 mg/l 58,33 A | 58,33 A 58,33 A |B3: 5mg/l 0,83A [2,00A |2,75AB ([B3:5mgll 095A |107A [1,22A
B4: 7 mg/l 50,00 A [ 50,00 A | 50,00 A | B4: 7 mg/I 091A|200A([266B |B4:7mgll 0,83A |0,98A |1,08A

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
Fuente: Investigacion de campo, 2022.
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Promedio de la variable PB
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Grafico N° 13 Dosis de fitoreguladores de la variable: porcentaje de brotacion
(PB).

Andlisis e interpretacion

En la evaluacion del factor B, dosis; en cuanto a la variable porcentaje de brotacion
(PB) la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 75%, seguido de la dosis B3: con 58,33%,
mientras que la dosis con menos influencia positiva dentro de la investigacion
estuvo dada en B1: 1 mg/l con 41, 66%.

Estos dados se mantuvieron en las 3 evaluaciones tomadas; 15, 30 y 45 dias (Cuadro
N°8 y Grafico N°13).

Los brotes de los explantes utilizando la tecnologia de multiplicacion in vitro
generalmente, empieza a partir de los 40 dias después de su plantacion, esto varia
dependiendo de la variedad y dosis utilizadas en la investigacion. Dentro de los
datos expresados en esta investigacion se pueden observar que en las 3 etapas de
evaluacion se mantienen los mismos datos, por lo que se infiere las dosis y
fitoregulador utilizados, en lo que corresponde esta variable en estudio no tuvieron

efecto significativo es decir que no se presentd diferencias entre los mismos.
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Promedio de la variable NBE
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Grafico N° 14 Dosis de fitoreguladores de la variable: nimero de brotes por
explante (NBE)

Analisis e interpretacion

Al evaluar el factor B, dosis; en cuanto a la variable nimero de brotes por explante
(NBE) a los 15 dias de evaluacion la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 1,08%, mientras

que el promedio mas bajo fue el B1: 1 mg/I con 0,25%.

A los 30 dias de evaluacion, la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 2,16%, en cuanto a

la dosis con menos influencia fue B1: 1 mg/l con 0,83%.

A los 45 dias de evaluacion, de la investigacion en cuanto a la variable en estudio,
la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 3,08%, asi que la dosis con menor promedio fue
B1: 1 mg/l con 1,25% (Cuadro N°8 y Grafico N°14).

Una ventaja de las técnicas de multiplicacion in vitro al comparar con los sistemas
de propagacion vegetativa convencional, es que una estaca en campo Unicamente
es capaz de producir una planta, mientras que la multiplicacion in vitro puede
originar varias yemas y/o brotes adventicios dentro de pocas semanas 0 meses y por

tanto da origen a muchas plantas (Biondi, T. 1999 citado por Cardenas A. 2015).
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Promedio de la variable LB
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Gréfico N° 15 Dosis de fitoreguladores de la variable: longitud de brote (LB).

Analisis e interpretacion

Al evaluar el factor B, dosis; en cuanto a la variable longitud de brotes (LB) a los
30 dias evaluados la mejor dosis en cuando a la variable en estudio fue B2: 3 mg/I

con 1,02%, mientras, que el menor fue el B1: 1 mg/l con 0,56%.

A los 45 dias de evaluacion, la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 1,2%, tanto que la

dosis con menos influencia fue B1: 1 mg/l con 0,68%.

A los 75 dias de evaluacion, de la investigacion en cuanto a la variable en estudio,
la mejor dosis fue B4: 7 mg/l 2,66%, sin embargo la dosis con menor promedio fue
B1: 1 mg/l con 0,75% (Cuadro N°8 y Grafico N°15).

La longitud para las especies del género Paulownia puede ser aventajada por los
reguladores propios del explante y al igual por los adicionados al medio (Céardenas,
A. 2015).
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4.3 Numero de hojas por brote (NHB) y nimero de raices (NR)

Cuadro N° 9 Resultado de la prueba de Tukey al 5%, para comparar promedios de la interaccion (AxB) en las variables: nimero de hojas

por brote (NHB) y nimero de raices (NR).

NHB NR

15 Dias(*) 30 Dias (*) 45 Dias (**) 30 Dias (*) 45 Dias (**) 75 Dias (**)
Trat |Prom Rag [Prom Rag Prom Rag Prom Rag Prom Rag Prom Rag
Tl 0,00(C 0,00|C 0,00 E 0,00|C 0,00(D 0,00|C
T2 1,00|BC 2,50 | ABC 4,75 ABCD 1,00 [ ABC 2,25 ABCD 2,50 | ABC
T3 0,00(C 0,00|C 0,00 E 0,00|C 0,00(D 0,00|C
T4 0,25(C 0,75|C 1,00 | DE 0,25|C 0,75(CD 1,00 (BC
T5 0,50 C 2,00 | ABC 3,00 | ABCDE 0,75| ABC 1,00 BCD 2,25 ABC
T6 0,50 | AB 1,25(BC 1,50 | CDE 0,25|C 0,75(CD 1,00 (BC
T7 0,75(C 2,50 | ABC 4,00 | ABCDE 1,00 (| ABC 2,00 ABCD 2,75 ABC
T8 0,25|C 0,75|C 0,75 | DE 0,25|C 0,50 CD 0,75]|BC
T9 1,00|BC 2,50 | ABC 2,50 | BCDE 1,50(BC 1,25| ABCD 2,00 | ABC
T10 2,75 A 4,50 | AB 5,75 ABC 1,00 [ ABC 2,75 ABC 3,25 | ABC
T11 2,50 AB 4,50 | AB 6,50 | AB 15| AB 3,25 AB 4,00 | AB
T12 3,25 A 525|A 7,25 A 1,75 A 3,50 A 4,751 A
M.G= 1,06 hojas MG=2,18 hojas MG=3,08 hojas MG=0,77 raices | MG=1,50 raices MG=2,02 raices
CV=61,35% CV=65,39% CV=56,13% CV=53,86% CV=66,33% CV=71,04%

NS = No Significativo; *=significativo; ** = Altamente significativo al 1%. Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
MG= Media general; CV = Coeficiente de Variacion.
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Promedio de la variable NHB
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Gréfico N° 16 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de hojas
por brote (NHB).
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Analisis e interpretacion

En cuanto el componente variable nimero de hojas por brotes (NHB) a los 15 dias
se presentd una media general de 1,06 hojas y CV 61,35%. A los 30 dias de
evaluacion se present6 una media general de 2,18 brotes y CV de 65,39%. A los 45

dias se presentd una media general de 3,08 hojas y un CV de 56,13%.

De acuerdo a los resultados con la prueba de Tukey al 5% para la variable nimero
de hojas por brotes (NHB) a los 15 dias de evaluacién el mas alto promedio fue el
T12: Kinetina + 7 mg/l con 3 brotes. A los 30 dias de estudio el més alto promedio
T12: Kinetina + 7 mg/l con 3 brotes. A los 45 dias de evaluacion el mas alto
promedio fue T12: Bencil adenina + 7 mg/l con 7 brotes. En las tres evaluaciones
en cuanto a esta variable los promedios mas bajos fueron por los tratamientos T1;
Bencil adenina + 1 mg/l y T3; Bencil adenina + 5 mg/l ambos con 0 brotes (Cuadro
N°9 y Gréfico N°16).

Datos que permiten inferir que el tamafio alcanzado por las hojas y los brotes hace

referencia a que una densidad muy alta dificulta el desarrollo de las mismas.
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Promedio de la variable NR
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Grafico N° 17 Promedio de los tratamientos AxB de la variable nimero de raices
(NR).

Analisis e interpretacion

En cuanto al descriptor nimero raices (NR) a los 30 dias se presentd una media
general de 0,77 raices y CV de 53,86%. A los 45 dias presento una media general
de 1,50 raices y CV de 66,33%. A los 75 dias una media general de 2,02 raices y
un CV de 71,04%.

De acuerdo a los resultados con la prueba de Tukey al 5% para la variable nimero
raices (NR), a los 30 dias de evaluacion el promedio mas alto se reflejo en el T12:
Kinetina + 7 mg/l con 2 raices. A los 45 dias de evaluacion el més alto promedio
fue T12: Kinetina + 7 mg/l con 4 raices. A los 75 dias de evaluacion el mejor
tratamiento fue T12: Kinetina + 7 mg/l con 5 raices. Sin embargo en las tres
evaluaciones que respecta los promedios més bajos fueron por los tratamientos T1;
Bencil adenina + 1 mg/l y T3; Bencil adenina + 5 mg/l ambos con 0 raices (Cuadro
N°9y Grafico N°17).

Dentro de la variable nimero de raices se demuestra que la Kinetina tiene una alta

influencia en cuanto a la formacién de raices de los explantes.

Los brotes de Paulownia forman raices adventicias cuando se establecen medio de

cultivo con altas concentraciones (Cérdenas, A 2015).
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NHB NR
Factor A: 15 dias | 30 dias | 45 dias Factor A: 30 dias | 45dias |75 dias
Fitoregulador Fitoregulador
Al: Bencil adenina 0,31B |0,81B |1,43B [ALl: Bencil adenina 0,31B [0,75B ]0,87B
A2 Bencllgsog 1628|2318 |2 Bendllgoen 1106|1688
aminopurina aminopurina
A3: Kinetina 237TA |[412A |550A |A3: Kinetina 118 A [268 A [350A
Efecto principal: 0,44 169 1.76 Efecto principal: 0,31 0,87 0,95

A3-A2-Al

A3-A2-Al

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
Fuente: Investigacién de campo, 2022.

Cuadro N° 10 Resultado del andlisis del efecto principal para evaluar promedios del factor A en la variable: namero de hojas por brote

(NHB) y numero de raices (NR).
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Promedio de la variable NHB

Al " A2 mA3
55
412
2,37 2,31
1,62 143
031 05 S8L
A
15 dias 30 dias 45 dias

Gréfico N° 18 Fitoreguladores de crecimiento en la variable nimero de hojas por
brote (NHB).

Analisis e interpretacion

El analisis del efecto principal factor A, fitoregulador: Bencil adenina (A1), Bencil
aminopurina (A2) y Kinetina (A3), en lo que corresponde al nimero de hojas por
brote evaluado a los 15 dias se determino un gran efecto principal, el fitoregulador
con mas alto promedio fue Kinetina con 2,37%, y el mas bajo promedio dentro de

estos dias de evaluacion fue Bencil adenina con 0,31%.

A los 30 dias de evaluacién, el fitorregulador que més sobresalié fue la Kinetina
con 4,12% vy el fitoregulador con menos influencia dentro de la variable en

evaluacion a los 30 dias fue el fitoregulador Bencil adenina 0,81%.

A los 45 dias de evaluacion, el fitoregulador més influyente fue Kinetina con 5,5%,
mientras que el fitoregulador menos influyente fue el fitoregulador Bencil adenina
1,43% (Cuadro N°10 y Grafico N°18).

Las variables nimero de hojas por brote, porcentaje de brotacion y longitud de brote
depende una de la otra, debido a que todas estas variables se forman y se desarrollan
por las hormonas que fueron empleada en esta investigacion, el contenido de

nutrientes y la dosis han complementado su desarrollo.
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Promedio de la variable NR

Al © A2 mA3
3,5
2,68
1,68
1,18 1.06
! 0,87
05y 058 Sl A
o

30 dias 45 dias 75 dias

Gréfico N° 19 Fitoreguladores de crecimiento en la variable nimero de raices
(NR).

Analisis e interpretacién

El anélisis del efecto principal factor A, fitoregulador: Bencil adenina (A1), Bencil
aminopurina (A2) y Kinetina (A3), en lo que corresponde al nimero de hojas por
brote evaluado a los 30 dias se determiné un gran efecto principal, el fitoregulador
con mas alto promedio fue Kinetina con 1,18%, tanto que el mas bajo promedio fue

Bencil adenina con 0,31%.

A los 45 dias de evaluacion, el fitorregulador con el promedio mas alto fue la
Kinetina con 2,68% y el fitoregulador con menos promedio dentro de la variable en
evaluacion a los 45 dias el méas bajo promedio fue el fitoregulador Bencil adenina
0,75%.

A los 75 dias de estudio, el fitoregulador el méas alto promedio fue Kinetina con
3,5%, sin embargo el fitoregulador menos influyente fue el fitoregulador Bencil
adenina con 0,87%.

Los datos mostrados nos demuestra la eficiente accion de la Kinetina, la cual se
utiliza para inducir la formacién de callos y para regenerar tejidos de plantas a partir

de los mismaos.
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Cuadro N° 11 Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar promedios de tratamientos FB de las variables: nimero de hojas por
brote (NHB) y nimero de raices (NR).

NHB NR
Fac'_[or B: 15 dias 30 dias 45 dias Fac'_[or B: 15 dias 30 dias |45 dias
Dosis Dosis
B1: 1 mg/l 0,59B 141 A 1,83B B1: 1 mg/l 0,41B 0,75B 1,41 A
B2: 3 mg/l 1,41 A 2,75 A 4,00 A B2: 3 mg/l 0,75 A 191 A 2,25 A
B3: 5 mg/l 1,08 AB 2,33 A 3,50 AB B3: 5 mg/l 0,83 A 1,75 A 2,25 A
B4: 7 mg/l 1,25B 225 A 3,00 AB B4: 7 mg/l 0,75 A 1,58A 2,16 A

Los promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
Fuente: Investigacién de campo, 2022.
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Promedio de la variable NHB

mBl mB2 B3 mB4

4
ﬂ;"r’
2,75 3
-',33 2,25
1,83
1,41 1,41
08
0,59
15 dias 30 dias 45 dias

Gréfico N° 20 Dosis de fitoreguladores de la variable: nimero de hojas por brotes
(NHB)

Analisis e interpretacion
La respuesta del factor B, dosis; en cuanto a la variable nimero de hojas por brotes

(NHB) a los 15 dias evaluados la mejor dosis en cuando a la variable en estudio fue

B2: 3 mg/l con 1,41%, mientras que el menor fue el B1: 1 mg/l con 0,59%.

A los 30 dias de evaluacién, la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 2,75%, sin embargo

la dosis con menos influencia fue B1: 1 mg/l con 1,41%.

A los 45 dias de evaluacion, de la investigacion en cuanto a la variable en estudio,
la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 4,00%, tanto que la dosis con menor promedio
fue B1: 1 mg/l con 1,83% (Cuadro N°11y Grafico N°20).
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Promedio de la variable NR

Bl mB2 =B3 mB4

2,252.25 5 1
1
o 75
58
1,41

0,75 0,83 g 75 0,75
0,41

30 dias 45 dias 75 dias

Gréfico N° 21 Dosis de fitoreguladores de la variable: nimero de raices (NR)
Andlisis e interpretacion

Examinando el factor B, dosis; en cuanto a la variable nimero de raices (NR) a los
30 dias evaluados la mejor dosis en cuando a la variable en estudio fue B3: 5 mg/I

con 0,83%, mientras que el menor fue el B1: 1 mg/l con 0,41%.

A los 45 dias de evaluacion, la mejor dosis fue B2: 3 mg/l con 1,91% de modo que

la dosis con menos influencia fue B1: 1 mg/l con 0,75%.

A los 75 dias de evaluacion de la investigacion en cuanto a la variable en estudio,
las mejores dosis fueron B2: 3 mg/l y B3: 5 mg/l con 2,25%, en tanto que la dosis

con menor promedio fue B1: 1 mg/l con 1,83% (Cuadro N°11 y Grafico N°21).

La emision de raices depende de la variedad utilizada, asi como 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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4.4 Andlisis econdmico de la relacion B/C

ACTIVIDADES T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 | T11 | T12
Brotes 0 4 0 1 2 1 3 1 2 5 6 6
Plantas 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Citoquininas 0,03 0,09 0,15 0,21 0,03 0,09|] 0,15 0,21 0,03| 0,09| 0,15| 0,21
Agar 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,12 1,121 1,12 1,12 1,12
Frascos 1,2 18 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8 18 1,8 1,8
Papel aluminio 0,31 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35| 0,35 0,35 0,35( 0,35| 0,35| 0,35
Papel film 0,42 0,52 0,52 0,52 0,52 0,52| 0,52 0,52 0,52| 0,52| 0)52| 0,52
Povydin 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23| 0,23 0,23 0,23| 0,23| 0,23] 0,23
Costo total 13,31 14,11 14,17 14,23 14,1 141 14,2 14,2 141 14,1 14,2 14,2
Ingreso bruto 0 28 0 7 14 7 21 7 14 35 42 42
Ingreso neto -13,31( 13,89| -142| -7,23| -0,05( -7,11| 6,83| -7,23| -0,05| 20,9| 27,8| 278
R.B/C 0,00 1,98 0,00 0,49 1,00 0,50| 1,48 0,49 1,00 2,48| 296| 2,95
R.IN -1 0,98 -1 -0,51 0,00| -0,50| 0,48| -0,51 0,00| 1,48| 196| 1,95

Fuente: Investigacién de campo, 2022.
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4.4.1 Andlisis econdmico de la relacion B/C

La relacion beneficio-costo hace referencia a la pérdida o ganancia bruta por cada
unidad invertida. Si la relacion es mayor que la unidad invertida, se considera que
existe un apropiado beneficio; si la unidad invertida es igual a uno, los beneficios
son iguales a los costos y la actividad o que resulta que no es rentable al igual que
los valores menores que uno indican pérdida y la actividad no es rentable (Ledn, C.
y Quiroz, R. 1994)

Tomando en cuenta lo econémico; se menciona que el mejor tratamiento con un
alto beneficio costo es el T11: Kinetina 5 g/l es decir que por cada unidad invertida
en este tratamiento existe una ganancia de $1.96. Seguido del T12: Kinetina 7 g/l

con una ganancia por cada unidad invertida de $1,95 (Cuadro 12).

De acuerdo a los datos obtenidos se puede deducir que la relacion beneficio/costo
en la produccion de plantulas de Paulownia mediante el cultivo in vitro, en la
mayoria de los tratamientos es superior que la unidad invertida, lo que indica que

existe una buena rentabilidad y recuperacion del capital invertido.
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4.5 Comprobacion de hipotesis

La hipdtesis nula y alterna que se establecieron dentro de la presente investigacion

fueron:
Ha: Las aplicaciones de las dosis y hormonas si causan efectos.
Ho: Las aplicaciones de las dosis y hormonas no causan ningun efecto.

De acuerdo a la hipétesis planteada y en base a los resultados obtenidos dentro de
esta investigacion se acepta la hipotesis alterna, ya que se observé efectos
significativos dentro de la investigacion, evidenciados en las variables; dias a la
brotacién (DB), longitud de hoja por explante (LHE), dias a la emision de raices
(DER), longitud de raices (LR), nimero de explantes contaminados (NEC),
porcentaje de brotacion (PB), nimero de brotes por explante (NBE), longitud de
brote (LB), nimero de hojas por brote (NHB) y nimero de raices (NR), datos que
corroboran la aceptacion de la hipétesis alterna.
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4.6 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, andlisis e interpretacion dentro de esta

investigacion se concluye con lo siguiente:

7/
L X4

X/
°e

Los estudios preliminares dentro de las fases de desinfeccion y
establecimiento in vitro Paulownia, puntualizaron el punto de partida y de
esta manera tener una idea mas precisa sobre los pardmetros a ser evaluados
al igual que protocolos de desinfeccion y formulacion de medios de cultivo,

con los que proximamente se trabajo en la investigacion.

La propagacion de Paulownia mediante la multiplicacion in vitro es factible
y segura. EI medio de cultivo empleado, M&S y reguladores de crecimiento
BA, BAP y KN a cuatro dosis 1, 3, 5y 7 mg/l, dieron buenos resultados en

los explantes de Paulownia.

En cuanto al facto A: fitorreguladores, los mejores fueron A2 Bencil
aminopurina y A3 Kinetina en base a la formacion de explantes. En lo que
se refiere a la dosis de hormona, la mas sobresaliente es 7 mg/l la cual

demostro tener mas influencias en la mayoria de las variables evaluadas.

El tratamiento que presentd mayor numero de brotes por explante fue el T12
Kinetina 7mg/l con 6 brotes a los 45 dias evaluados. Mientras que los
tratamientos con menor promedio en cuanto a esta variable estuvieron dados
en T1 Bencil adenina 1mg/l y T3 Bencil adenina 3 mg/l con 0O brotes a los

45 dias de evaluacion.

La mejor desde el punto econdémico, el mayor costo beneficio fue el T11:
Kinetina 5 g/l; lo que quiere decir que por cada unidad invertida se obtuvo

una ganancia de $1,96 centavos de dolar.
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4.7 Recomendaciones

En base a los principales resultados obtenidos y conclusiones dadas en la presente

investigacion se realizan las siguientes recomendaciones:

°

*

X/
L X4

Validad ensayos a una escala mayor, definiendo cortes y tamafos de los
explantes en estudio.

Realizar de manera rigurosa los protocolos de asepsia en el laboratorio de

Biotecnologia, para reducir los indices de contaminacion de tratamientos.

Seleccionar plantulas madres con buenas caracteristicas; plantas jovenes,
buena calidad, libre de problemas fitosanitarios y realizar el proceso de
desinfeccion antes de ser usadas dentro del laboratorio. De esta manera se

asegura un indice bajo de contaminacion y una mayor produccion.

Utilizar las fitohormonas y dosis: Bencil adenina 3 mg/l y Kinetina 7 mg/I

debido a su buen resultado dentro de la presente investigacion

Realizar nuevas investigaciones utilizando otras hormonas a distintas dosis
puestas en préacticas en el laboratorio de Biotecnologia, las mismas que

atiendan a reducir los costos de produccién.

Desarrollar nuevas investigaciones sobre multiplicacion in vitro de otras
especies para llegar a mejorar la calidad, productividad y seguridad

alimentaria del pais.
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Anexo N° 1 Mapa de ubicacion del ensayo
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Anexo N° 2 Base de datos Paulownia
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Anexo N° 3 Manejo de la investigacion

Fotografia 1: Seleccion de plantulas Fotografia 2: Seleccion de plantulas

Fotografia 3: Peso del Gelificante ~ Fotografia 4: Sacarosa
Agar



Fotografia 5: Preparacion de medio Fotografia 6: Preparacion de medio
de cultivo de cultivo

Fotografia 7: Desinfeccion de Fotografia ~ 8:  Proceso  de
explantes desinfeccion



Fotografia 9: Medios de cultivos Fotografia 10: Tratamientos con
dosis

Fotografia 11: Toma de variable ~ Fotografia 12: Toma de variable
longitud de brotes numero de raices



Fotografia 13: Identificacion de Fotografia 14: Tratamientos en &rea
tratamientos de incubacion

Fotografia 15: Visita de campo Fotografia 16: Pre defensa



Anexo N° 4 Glosario

Auxinas: Las auxinas son un grupo de fitohormonas que actdan como reguladoras

del crecimiento vegetal en la cual da a conocer que ayuda la planta.

Bencil-adenina: Se utiliza para promover la brotacion lateral en numerosas

especies ya que induce la division celular.

Bencilaminopurina: Es una citoquinina sintética de primera generacion que

provoca respuestas de crecimiento y desarrollo de las plantas.

Brotes: Se denomina brote a los nuevos crecimientos de las plantas, que logran
incluir tallos, yemas y hojas. El brote de germinacion de la semilla que crece hacia

arriba es un brote que desarrollara hojas.

Citoquininas: La citoquinina regula una serie de procesos de la planta, incluyendo
la division celular, el crecimiento de los brotes y las raices, el rendimiento de grano,

y la ecologizacién.

Eliptica: Puede decirse que una elipse es una curva simple y cerrada que dispone

de un par de ejes de simetria.

Explante: El explanto o explante es un tejido vivo separado de su 6rgano propio y
trasladado a un medio artificial de crecimiento

Fuste: Madera del arbol sin considerar la corteza.

Giberelinas: Las giberelinas tienen un numero de efectos sobre el desarrollo
vegetal estimulan rapido crecimiento de tallos. Inducen divisiones mitéticas en las

hojas de algunas especies.

Hermafroditas: En la misma flor existen verticilos masculinos y femeninos.
Atendiendo al sexo de las flores las plantas pueden ser planta hermafrodita.
Plantaen la que concurren los dos sexos en la misma flor. Planta unisexual

monoica: en un mismo pie de planta hay flores masculinas y femeninas.



Inflorescencia: La inflorescencia es todo sistema de ramificaciones que remata en
flores. Pedunculo: es el eje principal o parte del tallo que soporta el receptaculo
comun o el raquis. Raquis: es la parte del tallo que lleva las ramas floriferas.

Pedicelo: es la parte del tallo que sostiene cada flor.

Inoculo: Es introducir algo que crecera y se reproducira, y comdnmente se utiliza
esta con respecto a la introduccién de suero sanguineo, una vacuna o una sustancia
dentro del cuerpo de un humano o de un animal, especialmente para producir

inmunidad a una enfermedad especifica.

Kinetina: Es un tipo de citoquinina, una clase de hormona vegetal que promueve

la division celular.

Lamiales: Es un orden de plantas dicotiledoneas. Anteriormente se las denominaba
con mas frecuencia Scrophulariales, pero dado que tanto la familia Lamiaceae como
Scrophulariaceae han sido clasificadas dentro del mismo orden por los taxdnomos

clasistas, es posible utilizar ambas nomenclaturas.

Micropropagacion: Es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos
utilizados para multiplicar plantas asexualmente de forma répida, eficiente y en

grandes cantidades.

Organolépticas: son todas aquellas descripciones de las caracteristicas fisicas que

tiene la materia en general, segun las pueden percibir.

Paulownia: Es un género de 17 especies de plantas en la familia monogenérica
paulowniaceae, vinculada con las Scrophulariaceae. Son nativas de China, de sur a
norte de Laos y de Vietnam, todas las zonas cultivables del este de Asia,

principalmente en Japon y en Corea.

Proliferacion: Proceso por el cual una célula crece y se divide para originar dos
células hijas. La proliferacion celular transporta a un aumento exponencial del

namero de células y, por lo tanto, es una unidad rapido de crecimiento tisular.

Propagulos: Tipo de germen, parte o estructura de un organismo (planta, hongo o

bacteria), producido sexual o asexualmente, capaz de desplegar de manera separada



para dar lugar a un nuevo organismo idéntico al que lo formd.

Sacarosa: Es el azlcar de consumo habitual, se obtiene de la cafia de azucar y

remolacha azucarera. Esta formado por la union de glucosa y fructosa.
Subcultivo: Transplante de células de un envase de cultivo hacia otros.

Vitaminas: Grupo de sustancias que son necesarias para el funcionamiento celular,

el crecimiento y el desarrollo normales.

Zigomorfo: Botanica, se aplica a los 6rganos o partes de la planta (normalmente
las flores) que poseen un plano de simetria bilateral, como las flores de muchas

fabaceas corrientes, las Faboideae presentan flores.



