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RESUMEN

Solanum cajanumensis, (Kunth), Solanaceae originaria de la provincia de Loja
(Cajanuma) es una especie de similares caracteristicas fisicas, morfolégicas y
fisiologicas a Solanum betaceum con algunas diferencias como la resistencia a
plagas y enfermedades locales como Membracidos (periquito del tomate),
pulgones, nematodos noduladores, tizon de la hoja, Oidium sp, entre otras; de
facil adaptabilidad al medio y alto porcentaje de fructificacion por inflorescencia,
siendo una especie potencial para el cultivo a gran escala. Por ser una especie
poco conocida no existen actualmente cultivos o informacion generada en cuanto

a su propagacion.

Por tal motivo el presente estudio tuvo como fin generar informacion base sobre
porcentajes y tiempos de germinaciéon en condiciones in vitro, propagacion in vitro
utilizando combinaciones de auxinas y finalmente se establece una metodologia
conservacion de tejidos modificando las concentraciones de sales minerales del
medio de cultivo MS (Murashige & Skoog 1962).

A semillas de S. cajanumensis se les aplico tratamientos pregerminativos con:
H,O,; lavados o lixiviacion y, escarificacion mecénica, todas embebidas por 24
horas y finalmente puestas a germinar en medio de cultivo MA obteniendo como
resultado de germinacion a partir de los 5 dias con un maximo de 92,6% a los 20
dias con escarificacion mecanica y de 0% en lixiviacion y escarificacién quimica
(H20).

De las plantulas germinadas in vitro se extrajo los segmentos nodales para inducir
a brotacion aplicando 1AA, BAP, 2,4D en MS (1962), y mantenidas a 16 horas/luz.

De estos tratamientos la mayor brotacion fue observada en 0.625 mg/l 1AA
combinada con 1.875mg/I BAP presentando 10,06 brotes / explante a los 90 dias.

Y se observo un 86% de formacién de callos 2.0 mg/l de 2,4 D + 1.0 mg/l de BAP.

Para conservacion se partio6 de segmentos nodales provenientes de plantulas
geminadas in vitro de 3 meses de edad con un tamafo de 1.5 cm con 2 yemas

axilares cultivadas en medio MS utilizando diferentes concentraciones de su



composicién (100% 50%, 25%, 12,5%) y mantenidas en un fotoperiodo de 12

horas luz, una temperatura promedio de 21° C y humedad relativa de 60%.

Como resultados de conservacion de tejidos se observdé menor crecimiento de
raices en: MS 12.5% con 2,40 centimetros y MS 5% con 4,80 centimetros por
planta a los 180 dias, de igual forma, la concentracion MS al 5% mostré un
promedio menor de 4 hojas por frasco y 1 hoja por planta. En el crecimiento y
namero de brotes se demostraron mejores resultados en MS al 5% con un

promedio de 3,6 brotes y 0,9 centimetros de altura.

No se evidencié muerte de los cultivos durante los 6 meses en conservacion.

Palabras claves: escarificacién, germinacion, brotacion, conservacion.



1. INTRODUCCION

1.1 Justificacion

El Ecuador es uno de los paises mas pequefios de Sudamérica a pesar de ello
cuenta con una gran biodiversidad de especies frutales, tanto silvestres como
cultivables. Entre estas esta S. betaceum (tomate de arbol) una especie tropical
de la zona andina cultivada principalmente en Ecuador, Colombia y Peru (Portela,
1999; Reyes and Sanabria, 1993). La gran utilidad alimenticia como medicinal de
esta fruta andina la ha hecho popular en los mercados y se ha cultivado en gran
cantidad en las zonas interandinas del Ecuador (Reyes and Sanabria, 1993;

Espinosa et al, 2005).

Sin embargo de lo anteriormente mencionado, el cultivo de tomate de arbol
presenta una alta incidencia de patdgenos (Sanchez et al, 1996; Terranova,
1995), presentandose como alternativa de cultivo S. cajanumensis especie nativa
de las partes altas del sur del Ecuador (Loja) (Bohs, 1989), la cual presenta gran
resistencia a patdgenos como nematodos entre otros. Por tal motivo podria ser
utilizada para lograr el mejoramiento del tomate de arbol al hacer cruzamientos a
través de injertos, polinizacion cruzada o fusion de protoplastos. Todo esto
teniendo presente que S. betaceum y S. cajanumensis son especies que
presentan similares caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas como forma de

hojas, tallo, inflorescencias y frutos (Amaya et al, 2006).

De la poca informacion disponible sobre reproduccion de S. cajanumensis se
conoce que se la puede hacer por semillas al igual que S. betaceum y otras
especies del mismo género que presentan un mismo comportamiento de
crecimiento y desarrollo (Lobo, 2006; Meza and Manzano, 2007; Céardenas et al,
2007). De cultivo in vitro de S. cajanumensis no se ha encontrado informacion, sin
embargo de S. betaceum hay mucha informacién disponible la cual ah sido usada
como punto de partida en esta investigacion tanto para la propagacion como para

la conservacion.

Por todo lo anteriormente mencionado en la presente investigacion se plantea

obtener protocolos para la propagacién, brotacién y conservacion in vitro de S.



cajanumensis, Kunth, como una alternativa de cultivo por sus buenas
caracteristicas, también para poder disponer de material que permita obtener
hibridos con S. betaceum y como aporte al conocimiento cientifico de esta
especie que poco se conoce sobre su reproduccion y aun menos de su manejo in

vitro.



2. Objetivos.

2.1. Objetivo general.

‘Inducir a germinacion, brotacion y conservacion in vitro de Solanum

cajanumensis, Kunth (tomate de arbol silvestre)”.

2.2. Objetivos especificos.

o Evaluar el efecto de tratamientos pre-germinativos sobre la germinacién de

S. cajanumensis.

o Inducir brotacién evaluando diferentes combinaciones de auxinas y
citoquininas.
o Reducir el crecimiento de tejidos modificando condiciones nutricionales con

el fin de conservacion.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1.Descripcion de Solanum cajanumensis Kunth.

Conocido como tomate silvestre (Ecuador), Casana en Nueva Zelanda, fue
descrita por Child (1986) como una nueva especie, quien la encontré al sureste
del Ecuador (Loja). Se distribuye en los Andes de Colombia, Ecuador, y al norte
del Perq, sobre todo en la ladera occidental, en los 1500 a 3000 m s.n.m. (Meza &
Manzano, 2007; Morton, 1987; Prohens et al, 1997). S. cajanumensis pertenece
tradicionalmente al grupo de Cyphomandra de la familia de las Solanaceae, junto

con otras especies reconocidas (Bohs, 1989; Child, 1986).

Es un arbol mediano de 1-5 metros de alto. El tallo es densamente puberulento o
a menudo piloso con vellos rizados 2-3 mm. Las hojas simples, de 5-40 x 3.5-40
centimetros, subcoriaceas, ovaladas o elipticas, glabrosas a densamente
puberulentas, sobre todo en las venas, el apice agudo; los peciolos 2.5-2.7
centimetros, glabrosos o densamente puberulentas o pilosa con vellos
glandulares rizado. Las inflorescencias 3-15 centimetros, ramificado no
ramificado, con 10 a 30 flores, todas perfectas; el pedunculo 2.5-6 centimetros o
cm; el raquis 1-12 centimetros; el pedicelo de 10-20 mm, 20-50 mm de acorchado
y lefioso en la fruta. Las flores ovoides, con apice agudo, un radio del céliz 3-5
mm, los I6bulos 1-3 x 2.5-3 mm, deltados oblongos y carnoso, las corolas 2-3
centimetros de diametro, estilados, subcoriaceas, de color purpura a verdoso o
blanquecino (Bohs, 1989).

El periodo de Floracion es de Enero hasta Septiembre fructificando desde Julio
hasta Noviembre. Los frutos son de 4.5-10 x 2.5-4.5 centimetros, elipsoidales,
agudos u obtusos en apice, glabrosos a moderadamente puberulentos, sobre todo
cuando joven, en estado maduro es amarillo con rayas verdes. Las semillas 4-5 x
3-3.5 mm, planas, el reticuladas y moderadamente a densamente blanco-
puberulentas (Bohs, 1989).



3.2.Usos e importancia

Las frutas son grandes, tiene un sabor agridulce y comestible. Esta especie esta
siendo cultivada en Nueva Zelanda como un cultivo alternativo de fruta y

mejoramiento de los cultivos (injertos) de tomate de arbol (Bohs, 1989).

Mediante cultivo se podria producir una fruta de valor comercial. Merece una
atencion especial de los horticultores y los cientificos como una fuente de material
genético de cualidades tales como la resistencia a los nematodos, resistencia a la

pudricion de la raiz, aroma, sabor, color, y el rendimiento. (LKPA with PWC, 1989)

3.3.Formas de propagacion

La propagacion del tomate de arbol silvestre puede realizarse por via sexual
(semillas) y asexual (estolones o estacas) (Reina et al, 1998), lo cual también es
evidenciado en S. betaceum y otras especies silvestres del mismo género (Amaya
et al, 2006).

3.3.1. Sexual

La técnica mas sencilla para obtener nuevas plantas, es a través de semillas, de
ademas de resultar mas barato, se obtienen plantas con mejor fijacion al suelo y
por lo tanto plantas vigorosas. La germinacion permite a la planta tener

caracteristicas genéticas y resistencia al ambiente externo (Sanchez, et al. 1996).

La emergencia en S. betaceum de la planta se da a partir del cuarto dia
completandose hasta los 25 dias (Suarez, 2003) especie tomada como referencia
para este trabaja por su similitud con S. cajanumensis en crecimiento y desarrollo
(Amaya et al, 2006; Meza & Manzano, 2007).

La germinacién de S. betaceum se caracteriza por seis estados secuenciales: (1)
comienza con la aparicion de la radicula hasta alcanzar 4 milimetros; (2) se
caracteriza por el acelerado crecimiento de la radicula hasta los 5 centimetros a
los 9 dias; (3) la radicula contintia su desarrollo y comienza la aparicion de raices
laterales; (4) la raiz esta plenamente ramificada y comienza la emergencia del

hipocétilo a los 20 dias; (5) a los 22 dias se produce la caida de las envolturas



seminales y la aparicion del epicotilo; (6) en el sexto estadio a los 25 dias la

plantula esta completamente formada (Meza & Manzano, 2007).

3.3.2. Asexual

En S. betaceum se emplean estolones, injertos o yemas, la poda de regeneracion
es una forma de prolongar la vida de una planta obteniendo produccion en menor
tiempo. Esta metodologia consigue adelantar la produccién en corto tiempo. Sin
embargo, el sistema radicular de estas plantas es superficial por lo que su
durabilidad es menor. Por esta razén las plantas propagadas por semillas es lo
mas recomendado por su durabilidad (Sanchez et al, 1996).

El método de propagaciéon asexual en medio natural es muy utilizado por
preservar los genotipos y complejos genéticos de las plantas propagadas. Se
cortan estacas de diferentes diametro o tamafio, se realiza una desinfeccién y se
siembra en suelo estéril para evitar la contaminacién generalmente se lo hace
bajo invernadero. En algunos casos se usa inductores de enraizamiento para

aumentar la fijacion y absorcion de nutrientes (Rojas et al, 2004).

3.3.2..1. Propagacion in vitro.

No existen reportes de propagaciéon in vitro de tomate de arbol silvestre, sin
embargo, en tomate de arbol comin se lo puede realizar de dos formas: La
primera se lo realiza utilizando yemas jovenes de plantas en produccion, en la
planta madre se cortan los tallos y se eliminan las hojas dejando un pedazo de
peciolo cubriendo las yemas luego se cortan en segmentos y mediante un
proceso de desinfeccidn para anular la contaminacion se procede a sembrar. Esto
se basa en que el nudo de una planta in vitro colocado en un medio de cultivo
apropiado induce el desarrollo de la yema axilar del nudo obteniéndose como
resultado una nueva plantula, a la vez es importante notar que este tipo de
propagacion se basa en el desarrollo de la yema axilar que es una estructura
morfologica ya existente, salvo es el caso de cuando hay uso de reguladores de
crecimiento (Meza & Manzano, 2007; Espinosa et al. 2005). La segunda se puede

partir de semillas germinadas y mediante repiques se puede aumentar el nimero



de plantas, con el mismo método se puede mantener la especie in vitro pasando
de un medio nutritivo a otro mediante (Lizarraga et al, 1990, Suarez, 2003;
Remache, 2006).

3.4.Cultivo in vitro

La técnica de cultivo in vitro es una alternativa potencial e importante para la
conservacion genotipica y permite ademas la obtencion de un nimero elevado de
plantas en un espacio reducido y bajo condiciones controladas que evitan la
contaminacion de diferentes agentes. Es una herramienta Util en programas de
mejoramiento, ya que tiene el potencial de producir plantas de calidad uniforme a
escala comercial, a partir de un genotipo selecto y con una tasa de multiplicacion
ilimitada (Olmos et al, 2004; Severin, 2005).

Basado en el principio de la totipotencia, el cual establece que las células
vegetales son autosuficientes y tienen la capacidad de regenerar plantas
completas, se puede iniciar cultivos partiendo de semillas y partes de plantas
(flores, hojas, yemas y mas 6rganos) en sistemas climaticos controlados (frascos,

tubos de ensayo, cuarto de crecimiento) (Santana, 2007; Sanchez et al, 1996).

Con las diversas aplicaciones que presentan los cultivos in vitro se puede acceder
a un material vegetal de excelente calidad sanitaria y con mas vigor que el

obtenido por los métodos de propagacion convencionales.

3.4.1. Vias de regeneracion.

La regeneracion de plantas o de explantes a partir de callos, por medio de la
organogénesis y embriogénesis somatica se ha utilizado como una alternativa en
los métodos de propagacion, sin embargo, esa aplicacion ha sido limitada por la
insuficiente estabilidad genética de los cultivos de callos (Litz, 1984; Jarret et al,
1980). Hay, en cambio, necesidad de regenerar plantas a partir de células
selectas, como también necesidad de establecer métodos genéticos celulares

aplicables en el mejoramiento de las plantas; en consecuencia, existe un



considerable interés en definir las vias de regeneracion para varias plantas de

importancia econémica (Roca and Mrogniski, 1991).

Estas vias de regeneracion permiten la obtencion de 6rganos que no estaban
presentes en un tejido vegetal como son raices y brotes adventicios de plantas
cultivadas in vitro a través de la manipulacion quimica de los medios de cultivo,
(Suérez, 2003; Pérez, et., 1999; Litz, 1984; Jarret et al, 1980).

De acuerdo a los niveles hormonales presentes en un explante se pude derivar a
la induccion de brotes o raices. En una baja concentracion de citoquininas con
respecto las auxinas el conjunto tisular ser& menor, pero generara enraizamiento,
por lo contrario una alta concentracion de citoquininas con respecto a las auxinas
provocara mayor formacién de brotes (Skoog and Miller, 1957 citados en Jordan,
s.f.).

3.4.2. Conservacion in vitro

Hay dos sistemas basicos de conservacion de germoplasma in vitro, uno
mediante la limitacion del crecimiento hasta tasas minimas y otro mediante la

supresion total del crecimiento y del metabolismo celular (Roca et al. 1989).

La limitacion del crecimiento consiste en mantener los cultivos (yemas o plantulas)
en condiciones fisicas o quimicas que permitan extender al maximo el intervalo la
transferencia a los medios frescos, sin que ello afecte la viabilidad del cultivo. Esto
puede controlarse empleando los siguientes factores: temperatura, nutrientes
inorganicos y organicos, reguladores de crecimiento y concentraciéon osmética del
medio (Roca et al. 1989).

Otros factores como el tamafio de los frascos, la cantidad y la concentracion del
agente gelificante, la concentracion del carbono en el medio, la limitacion de la
oxigenacion, la intensidad de la luz, temperaturas bajas (Withers, 1980) y control
del fotoperiodo, entre otros, son importantes en la supresion del crecimiento de

los cultivos in vitro. (Roca et al. 1989 & Lizarraga et al.1990).

La supresion del crecimiento béasicamente consiste en el uso de bajas

temperaturas o la crioconservacion con temperaturas de — 190°C, que se las



puede conseguir con el uso de nitrégeno liquido. A estas temperaturas todo
metabolismo células deja de funcionar, pero es importante realizar con precaucion
este método por el riesgo de formacién de cristales de hielo en los tejidos durante
el proceso de congelacion, esto se evita utilizando sustancias crioprotectoras y

procurando un congelamiento rapido (Mroginski et al, s.f.).



4. MATERIALES Y METODOS

4.1.Material vegetal

De frutos maduros se extrajeron semillas las cuales fueron lavadas y puestas a
secar por 5 dias, posteriormente se las desinfectdé con agua jabonosa por 2
minutos, seguido por inmersion en alcohol al 70% por 30 segundos, mas un
enjuague con agua destilada estéril a 60°C, seguido por inmersién en hipoclorito
de sodio (1,25%) mas unas gotas de jabdn, por 10 minutos y 2 enjuagues con

agua destilada estéril (Suarez, 2003).
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Foto 1: a) Seleccion y clasificacion de las semillas. b) Lavado y desinfeccién de las

semillas previo a la introduccidn in vitro.

4.2.Germinacion

Luego de la desinfeccion las semillas por grupos fueron sometidas a varios

tratamientos pre-germinativos (Tabla 1) para estimular la germinacion.

Tabla 1: Tratamientos pre-germinativos.

Tratamientos Tlemp_o_c,Ie Imbibicién
exposicion
H.O, (10 vol.) 2 min. 24 horas
H,0, (10 vol.) 5 min. 24 horas
H,05 (10 vol.) 5 min. 48 horas (lavado a las 24
horas)
Corte y eliminacion de 24 horas
testa

Testigo - 24 horas




Foto 2: a) Corte de la testa seminal (escarificacion mecanica). b) Siembra en medio
MA a base de Nitrofoska foliar (NPK).

Posteriormente las semillas fueron embebidas por un lapso de 24 horas en agua
destilada estéril, a excepcion del tratamiento T3 que se embebieron por 48 horas

previa lavado (lixiviado con agua estéril) a las 24 horas.

Finalmente las semillas fueron cultivadas en medio MA (Nitrofoska foliar (NPK)).
con 7g/l de agar, 20g de sacarosa, pH 5.8 + 0.02 y esterilizado a 121° C., e
incubadas a 12 horas/luz, 21 °C y 60% HR.

4.2.1. Disefio experimental

e Unidad de respuesta 1 frasco con 5 semillas.

e Muestra 5 frascos.

e Replicas de disefio 3 repeticiones del disefio total (15 frascos)
Variables.

Independientes
Tratamientos pre-germinativos: eliminacion de la testa seminal, lavados 24 y 48

horas, tiempos de exposicién a H,O;.al 100% de 10 vol. (2y 5 minutos)

Dependientes

e Porcentaje de germinacion en distintos tratamientos.



Pregunta

e ¢Lagerminacion de S. cajanumensis mejorar al ser estimulada mediante

escarificantes?

Hipotesis

La testa de la semilla de S. cajanumensis impide la salida del embrion, por tanto

su debilitamiento permite la germinacion.

4.3.Brotacion

Para la induccion a brotacion se partio de segmentos nodales provenientes de
plantulas germinadas in vitro de 3 meses de edad, a los cuales se les cultivo en
medio MS (Murashige and Skoog 1962) con 20 g/l de azucar, 7 g/l de agar, mas

diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento (Tabla 2) Mantenido en

un fotoperiodo de 16 horas/ luz, 21 °C y 60% HR.

Tabla 2: Diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento para

induccién a brotacion

Concentracién de reguladores de crecimiento

(mg/l)
Auxinas Citoquininas
0,1 AlA 1,5 BAP
0,625 AIA 1,875 BAP
2.0 2,4D 1.0 BAP
0,625 2,4 D 1,875 BAP.
Testigo

4.3.1. Disefio experimental
e Unidad de respuesta
e Muestra
e Replicas de disefio

Variables.

Independientes.

1 frasco con 5 segmentos nodales
5 frascos.

3 repeticiones del disefio total (15 frascos)

e Auxinas: AlA (0,1mg/l; 0,625 mg/l) y 2,4D (2,0mg/l; 0,625mg/l)
e BAP (1,5mg/l; 1,875mg/l; 1,0mg/l; 1,875mg/l).

Dependientes.



e Porcentaje de brotes por diferenciacion de yemas preexistentes.
e Numero de brotes (directos/ indirectos)
e Porcentaje de formacion de callo.
e Porcentaje de enraizamiento.
Pregunta
¢, Qué combinacion de reguladores (auxinas y citoquininas) induce a una mayor

proliferacion de explantes?

Hipotesis.
Una alta concentracion de citoquininas inducird una mayor regeneracion de tejido

vegetal a partir de segmentos nodales de S. cajanumensis.

4.4.Conservacion
Se partié de segmentos nodales provenientes de plantulas geminadas in vitro de

3 meses de edad con un tamafio de 1.5 cm con al menos 2 yemas axilares.

Las plantas fueron cultivadas en medio MS con diferentes concentraciones de
sales (Tabla 3) y mantenidas en un fotoperiodo de 12 horas luz, una temperatura

promedio de 21° C y humedad relativa de 60%

Tabla 3: Concentraciones de sales modificadas en el medio MS para

conservacion de tejidos.

Concentraciones de medio MS
MS 100%
MS 50%
MS 25%
MS 12,5%

4.4.1. Disefio experimental
e Se realizaron 3 tratamientos modificando la concentracion de sales para
retardar el crecimiento.

e Para cada concentracion de sales en medio MS se utilizaron:

Unidad de respuesta 1 frasco con 5 segmentos nodales

Muestra 5 frascos.



Replicas de disefio 3 repeticiones del disefio (15 frascos).

Variables.

Independientes.

e Concentraciones de sales minerales en medio MS: 100% 50%, 25%, 12,5%
y 5%.

Dependientes

e Crecimiento de raices, hojas y brotes
e Cambios morfolégicos & fisiolégicos: (hiperhidricidad, necrozamiento,
fenolizacion, mortalidad).
e Porcentaje de regeneracion del material conservado.
Pregunta:

¢La disminucion de los componentes del medio MS influyen sobre el retraso del
crecimiento de plantulas in vitro de S. cajanumensis?

Hipodtesis
Al disminuir la concentracion de sales se puede retardar el crecimiento y

mantener viable el cultivo de tejidos por un largo periodo.

4.5. Analisis estadistico

Los datos se tomaron cada 15 dias por un periodo de 6 meses.

Los datos se analizaron con el modelo estadistico Anova en el Programa XLSTAT
2008 mediante la prueba de Tukey, con un intervalo de confianza de 95% que son
métodos adecuados para establecer diferencias significativas entre tratamientos.



5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.Germinacion
El mayor porcentaje de germinacion se di6é con la escarificacion mecanica (corte y

eliminacién de testa), con 92.6 % a los 20 dias, a diferencia de los demas
tratamientos que no presentaron germinacion. (Gréfica 1).

Grafica 1: Germinacion de semillas aplicando
diferentes tratamientos pre-germinativos a los
, ff' - 20 dias.
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Al parecer la germinacion nula presentada en S. cajanumensis en presencia de
Agua oxigenada y por lavados se puede deber a la latencia superficial impuesta
por la testa reportada en otras especies silvestres del género Solanum (Torres
and Ellis, 2007). Lo contrario ocurre en especies domesticadas como S.
betaceum y S. quitoense (naranjilla) que germinan facilmente aplicando
temperaturas variadas o Nitrato de Potasio (Torres and Ellis, 2007). Sin embargo
Lobo (1988a, 1989, 1991) presume la existencia de latencia en tomate de arbol
por los valores reducidos de germinacion dados en semillas recién extraidas.
Ademas segun Dyer (1995). las semillas del genero Solanum presentan

fotolatencia, ocurriendo la germinacion en sitios claros .



Por otro lado segun Cardenas et al, (2007) mencionan que el desarrollo del
embridon en las semillas de especies del género Solanum se incrementa cuando
las bayas pasan del 75% al 100% de presencia de carotenoides en la epidermis
del fruto, favoreciendo la germinacion al no presentarse latencia en las semillas.

Lo que no se evidencié en S. cajanumensis.

En algunos casos la baja germinacion de semillas de algunas especies se debe a
embriones muy pequefios con relacion a su tamafio y aunque estos poseen
cotiledones y radicula visibles tienen mucho endospermo, por lo tanto, deben
crecer cierta longitud antes que la radicula emerja de la semilla (Walck et al,
2002) citado en (Céardenas et al, 2007). Aunque no se ha demostrado en S.

cajanumensis.

Segun Raghavan (2002) el desarrollo del embrién termina con el desarrollo de la
semilla dentro del fruto y que luego de la desecacién el embridon entra en un
periodo de latencia, y cuando encuentran condiciones adecuadas este retoma su

crecimiento para la germinacion de la semilla.

Foto 3: Germinacién y emergencia criptocotilar de las semillas alos 20 dias

(hipocétilo elevado sobre el tallo).

La emergencia de las plantulas de S. cajanumensis es epigea pues el hipocatilo

se eleva sobre el tallo, de esta forma la plantula fue clasificada como criptocotilar



segun Duke (1969), la semilla y sus envolturas se levantan al momento de la
emergencia del hipocatilo y con la aparicion final de las hojas verdaderas (Grafica
2).

Grafica 2: Incremento del % de germinacién en un
periodo de 20 dias al usar escarificacion
mecanica, mas error estandar
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Resultados similares de germinacién con escarificacion mecanica obtuvieron
Meza and Manzano, (2007); Suarez, (2003) en S. betaceum, quienes observaron

germinacion desde los 4 dias hasta a los 25 dias con porcentajes del 95%.



5.2.Brotaciéon

Los diferentes tratamientos aplicados de reguladores de crecimiento (BAP, IAA 'y
2,4D) en medio MS para brotacion de S. cajanumensis durante de 90 dias

evidenciaron diferencias significativas entre tratamientos (Gréafica 3).

Grafica 3: Induccion a regeneracion in vitro de
. segmentos nodales en S. cajanumensis durante 90
=] dias.
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5.2.1. Formacién de callo.

El mayor porcentaje de formacién de callo se dio en las concentraciones de 1 mg/l
BAP - 2 mg/l 2,4 D con una media de 86.3%. Seguido de la concentracion 1.875
mg/l BAP - 0.625 mg/l 2,4D con una media del 84.3%. Estas combinaciones
demostraron diferencias significativas con respecto al testigo y el resto de
tratamientos con porcentajes que no superaban el 41% respectivamente. (Grafica
3, Tabla 4 & Anexos 1).



P =
Foto 4: a) Inicio de formacion de callo en la base de los segmentos. b) Formacion

de callo en presencia de 1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4 D., ademas de pequefios sintomas
de hiperhidricidad.

En las combinaciones 1.875 mg/l BAP -0.625 mg/l IAA y 0.875 mg/l BAP - 0.625
mg/l 1AA se observé formacion de callo desde la base de los segmentos que
estuvieron en contacto con el medio de cultivo hasta la mitad de estos con un
promedio de 0.4 centimetros de diametro, una coloracion verdosa y consistencia
dura. Esto se diferencié con los tratamientos mg/l BAP -2 mg/l 2,4 Dy 1.875 mg/l
BAP - 0.625 mg/l 2,4 que mostraron formacion de callo de color blanquecina y
consistencia esponjosa. Esto significa que no pueden ser potenciales para la
regeneracién debido a que los brotes no crecen bajo estos tejidos.

Tabla 4: Formacion de callo provenientes segmentos nodales.

1.875 mg/l BAP - 0.625 mg/l IAA 40.6 b +1,750

1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4D 86.3a + 4,778

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un
nivel de confianza del 95%, mas error estandar.

Para determinar las diferencias entre tratamientos se tomo6 en cuenta ademas de
los porcentajes, de crecimiento y brotacion los cambios morfologicos (formacion
de callo) de los segmentos nodales puestos en diferente concentracién de BAP,



IAA y 2,4D combinados y mediante la toma de datos se pudo observar los

diferentes cambios en cada tratamiento, coloracion forma estructura.

En las concentraciones 1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4 D.y 1 mg/l BAP - 2 mg/l 2,4 D se
observo formacion de callo de todo el segmento nodal recubierto de un tejido
color blanquecino y de consistencia esponjosa asemejandose a los efectos de
hiperhidricidad, similares resultados fueron observados por Remache (2006), este
problema no afecto a la formacion de callo.

Hoyos (1996) logro obtener callos friables a partir de explantes de hojas de S.
betaceum en MS suplementado con 0,1 mg/l de 2,4 D y 0,05 mg/l de BAP, con el
fin de producir las suspensiones embriogénicas necesarias, para la generacion de
material resistente a la accion de toxinas producidas por el hongo Colletotrichum
acutatum Penz, causante de la antracnosis en el tomate de arbol. En el caso de

las plantas control se present6 un ensanchamiento en la base del explante.

5.2.2. Diferenciacién de yemas preexistentes

No existe diferencias significativas entre las concentraciones 1.5 mg/l BAP -
0.1mg/l IAA 'y 0.875 mg/l BAP - 0.625 mg/l IAA en la formacion de brotes a partir

de la yemas existentes de los segmentos nodales, pero hay diferencia significativa

con el testigo y las concentraciones 1.875 mg/l BAP-0.625 mg/l 2,4D; 1 mg/l BAP -
2 mg/l 2,4D (Tabla 5 & Anexo 2).

Foto 5: Formacién de brotes en las concentraciones: a) 1.5 mg/l BAP - 0.1mg/l IAA.
b) 0.875 mg/l BAP -0.625 mg/l IAA.



El maximo de brotacién se obtuvo a los 90 dias en la combinacion 1.5 mg/l BAP -
0.1mg/l IAA con una media de 10 brotes/explante, seguido de la combinacion
0.875 mg/l BAP - 0.625 mg/l IAA con una media de 9.0 brotes. (Tabla 5).

Tabla 5: Desarrollo de la diferenciacion de yemas preexistentes.

1.875 mg/l BAP - 0.625 mg/l IAA 9.66a + 0,513

486Db + 0,262

1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4D

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un

nivel de confianza del 95% mas error estandar.

Segun Hoyos et al, (1998), la presencia de BAP en el medio de cultivo, promueve
la formacién de brotes en los explantes foliares provenientes de hojas jovenes en
S. betaceum, con regeneracion de 37,5 %, en una concentracion de BAP de 2,0
mg/l. Y en similar concentracion luego de 12 semanas de cultivo se puede
obtener el mayor promedio de brotes/explante de 4,49.

Como se puede observar en la grafica 6 (Anexos 3) en 1.875 mg/l BAP - 0.625
mg/l 2,4D mas 1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4D existi6 baja formacion de brotes, esto se
pudo deber a la presencia del 2,4D, segun George (1993a), Pal et al, (2006), esta
auxina favorece a la formacion de callos en gran nimero de especies de plantas
dicotiledoneas, por lo tanto, es comunmente utilizada, aunque se debe tener en

cuenta que tiene una alta capacidad para producir variacion genética .

Obando and Jordan (2001) evaluaron el potencial de regeneracion in vitro de
algunos explantes de S. betaceum y los cambios de proteinas solubles y fenoles a
lo largo de la morfogénesis, encontrando que los explantes de hoja, en presencia
de TDZ solo o en combinacion con AIA, en un inicio inducian a callos y
posteriormente brotes, los mismos que se formaron en la superficie abaxial de 4 y
5 semanas después de iniciado el cultivo. La mayor brotacion (93,3 %) fue en

presencia de TDZ con 16,3 brotes/explante



5.2.3. Formacioén de raices.

Durante el proceso de regeneracion se evidencié la formacion de raices

unicamente en el control con un 69.3 % (Tabla 6, Anexos 3 & Foto 6).

Foto 6: Enraizamiento presente en el tratamiento control a los 90 dias.

Tabla 6: Formacion de raices.

1.875 mg/l BAP - 0.625 mg/l IAA 0.0b + 0.00

1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4D 0.0b + 0.00

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un
nivel de confianza del 95%, mas error estandar.

Segun Rojas et al, (2004) un balance adecuado de auxinas y citoquininas
favorece a la rizogénesis y que altas concentraciones de citoquininas inhiben esta

funcion, enuncia que por la polaridad de las plantas estas generan citoquininas en



la zona radical por consiguiente el aumento de estas evita la formacion de raices.
De acuerdo a este enunciado se puede deducir que los segmentos nodales de S.
cajanumensis tuvieron cantidades enddgenas adecuadas de citoquininas y
auxinas (Tratamiento control) para formar raices. En los otros tratamientos las
concentraciones hormonales exdgenas indujeron a respuestas morfogenéticas

como callos y el desarrollo de brotes.



5.3.Conservacion In vitro.

Los tejidos fueron evaluados por 180 dias en diferentes concentraciones de medio
MS con el fin de reducir el crecimiento de las plantulas para conservarlas a corto

plazo.

Grafica 4: Resultados obtenidos mediante la
aplicacion de diferentes concentraciones de sales en
medio MS en la conservacion segmentos nodales
de S. cajanumensis.
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5.3.1. Formacioén de raices

De los segmentos nodales sembrados en las diferentes concentraciones de medio
MS, se obtuvo menor crecimiento de raices en: MS 12.5% con 2,40 centimetros y
MS 5% con 4,80 centimetros por planta, seguido de MS al 25% con 7,33
centimetros. Con lo cual se evidencio diferencias significativas entre el tratamiento

control y la concentraciéon MS 12.5% seguido de MS 5%. (Anexo 4 & tabla 7).



Foto 7: Segentos nodales conservados durante 180 dias sin evidencia de

formacion de raices.

Tabla 7: Formacion de raices durante la conservacion.

Diferentes concentraciones de
medio MS (Murashige & Skoog

Promedio de raices formadas

1962). mg/l
MS 50 % 11.1a + 0,643
MS 25 % 7.33b + 0,797
MS 12.5 % 240c + 0,850
MS 5 % 4.8 bc + 1,038
Testigo MS % 8.2ab +1,029

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un

nivel de confianza del 95%.

Se observo que a menor concentracion de medio de cultivo (MS) menor es el
crecimiento y la consistencia morfologica de las raices. De la misma forma se

evidenci6 superior crecimiento de raices en concentraciones de sales en el medio

(MS 50% & MS Testigo), y con una consistencia vigorosa.




5.3.2. Formacion de hojas

El mayor numero de hojas se presenté en medio MS al 50% con un promedio de
28 hojas por frasco y 6 hojas por explante, seguido por el medio control con 21
hojas por frasco y 4 por segmento. Sin embargo como el objetivo es reducir el
crecimiento de los explantes los mejores resultados se obtuvieron en MS al 5%

con un promedio de 4 hojas por frasco y una hoja por planta. Esto evidencia

diferencias significativas entre diferentes tratamientos como se muestra en la
(Tabla 8 & Anexos 5).

Foto 8: Formacion de hojas en: a) MS 50% de su concentracion. b) MS 5% de

su consentracion.

Tabla 8: Formacién de hojas durante la conservacion.

Diferentes concentraciones de
medio MS (Murashige & Skoog Promedio de formacion de hojas
1962). mg/l

MS 50 % 28.267 a + 2,470

MS 25 % 19.867 b + 2,044

MS 12.5 % 20.867 b + 0,749

MS 5 % 4.667 ¢ + 1,090

Testigo MS % 21.20b + 2,913

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un

nivel de confianza del 95%, mas error estandar



5.3.3. Formacién y crecimiento de brotes.

El menor nimero de brotes se observaron en medio MS al 5% con un promedio

de 3,6 brotes, seguido del tratamiento control y medio al 25% con 3,9 y 4,33

respectivamente (Tabla 9). Igualmente se demuestra diferencias significativas

entre los diferentes tratamientos (Anexos 6).

Foto 9: Brotes generados a partir de segentos nodales en MS al 5% de su

concentraciéon alos 180 dias.

Es importante mencionar que las yemas de algunos segmentos nodales

desarrollaron brotes después de haber alcanzando la tapa del frasco y se las

tomo en cuenta para la numeracion.

Tabla 9: Numero promedio de brotes existentes durante la conservacion.

Diferentes concentraciones de medio
MS (Murashige & Skoog 1962).

Promedio de brotes/ explante

MS 50 % 4.80b + 0,380
MS 25 % 4.33bc + 0,270
MS 12.5 % 740a + 0,273

MS 5% 3.60c +0,273

Testigo MS %

3.93 bc + 0,300

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un

nivel de confianza del 95%, mas error estandar.




Al igual que la insuficiente formacion el menor crecimiento de brotes se reporto en
medio al 5 %, seguido del medio MS al 12,5% con 0,9 y 1,3 centimetros
respectivamente. Ademas del bajo crecimiento los brotes se caracterizaron por

tener estructuras delgadas y verde-amarillas

Foto 10: Reducido crecimiento de brotes en MS al 5% a los 180 dias.

Tabla 10: Crecimiento de brotes durante la conservacion.

Diferentes concentraciones de medio | Promedio de crecimiento de
MS (Murashige & Skoog 1962). mgl/l brotes en centimetros.
MS 50 % 10.8 a + 1,500
MS 25 % 3.2b + 0,317
MS 12.5 % 1.3b +0,153
MS 5 % 09b +0,308
Testigo MS % 8.7a +1,468

Diferentes letras indican diferencias significativas segun el test de Tukey con un

nivel de confianza del 95% mas error estandar

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede mencionar que al disminuir la
concentracion de sales minerales en el medio de cultivo MS se puede frenar el
crecimiento de los o6rganos que se formaron a partir de segmentos nodales
puestos a conservar sin causar dafios a los tejidos. Esto concuerda con lo

supuesto por Scocchi and Hebe, (2007) quienes expresan que al modificar las



concentraciones del medio, temperatura o condiciones de luz se puede retrasar el
crecimiento in vitro de gran variedad de plantas manteniéndolos viables por largos

periodos.



6. CONCLUSIONES

Germinacion
e El método mecéanico (corte y eliminacién de la testa seminal), permitié la
facil emergencia de la radicula y posteriormente de la planta completa en
un 96,6%.

e Al aplicar diferentes tipos de tratamientos pre-germinativos se puede

concluir que aparentemente existe dormancia.

Induccion brotacién
e La mayor formacién de callo se dio en presencia de una mayor

concentracion de auxinas con una media de 86.3%.

e La presencia de los reguladores hormonales provoca la formacion de

tejidos hiperhidricos.

e A los 90 dias se puede obtener el mayor numero de brotes por
diferenciacion de yemas preexistentes en presencia de una alta

concentracion de citoquininas.

Conservacion in vitro
e Se obtuvo menor crecimiento de raices en: MS 12.5% con 2,40 centimetros

y MS5% con 4,80 centimetros por planta.

e Los mejores resultados en la reduccion del crecimiento de hojas se
obtuvieron en MS al 5 % con un promedio de 4 hojas por frasco y una hoja
por planta.

e El menor nimero de brotes se observaron en medio MS al 5% con un

promedio de 3,6 brotes.

e Menor crecimiento de brotes se dio en medio MS con concentraciones

bajas de sus componentes, 5 % Y 12,5%.



7. RECOMENDACIONES

Germinacion.

Aplicar otros tipos de escarificacion quimica para activar la germinacion,

como el uso del acido sulftrico y temperatura.

Hacer pruebas de germinacion a nivel de campo ayudaran a mostrar los

comportamientos de la semilla en el medio natural.

Estudiar a profundidad la morfo-fisiologia de la semilla ayudara y

determinar el tipo de latencia y los factores que la causan.

Realizar estudios de propagacion asexual de S. cajanumensis que pueden

resultar una buena opcién en la propagacién de esta especie.

Induccidén a organogénesis.

Estudiar la composicion fisicoquimica de los explantes de S. cajanumensis
para evaluar la cantidad de hormonas vegetales existentes de forma

natural.

Emplear medios de cultivos que ayuden a reducir le hiperhidricidad en los

segmentos nodales durante el proceso de regeneracion.
Inducir a regeneracion por embriogénesis somatica.

Determinar la concentracion apropiada de auxinas y citoquininas para
propagacion de S. cajanumensis. de esta forma se podria hacer estudios

profundos sobre la utilidad de esta especie para la alimentacion.

Conservacion in vitro

Aplicar otros retardantes de crecimiento en segmentos nodales, como el
manitol, acido abscisico, sacarosa y modificar las condiciones ambientales

y/o temperaturas.
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9. ANEXOS

Anexo 1. % de formacion de callo en diferentes concentraciones de

reguladores de crecimiento alos 90 dias.

Media estimada (# Brotes Indirectos)

0,2 -

0,2 -

0,1

- M w
0,0

0,1 |A: 1.5mg/l D: 1mg/l B: 1.875mg/l To:MS C: 1.875mg/I
BAP-0.1mg/l BAP-2 mg/l BAP-0.625 Control BAP-0.625
IAA 2,4D mg/I1AA mg/12,4D

Numero de brotes

Combinacion de reguladores (IAA, 2,4D & BAP)

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (% formacion del callo).

Contraste | Diferencia es[t);frféz:ligaada c\ﬁlli(é:) Pr > Dif (Modailgiado) Significativo
CvsTo 86,333 21,712 2,217 | <0,0001 0,185 Si
Cvs A 49,533 12,457 2,167 | <0,0001 0,143 Si
CvsB 45,667 11,485 2,098 | <0,0001 0,098 Si
Cvs D 2,000 0,503 1,994 0,617 0,050 No
DvsTo 84,333 21,209 2,167 | <0,0001 0,143 Si
Dvs A 47,533 11,954 2,098 | <0,0001 0,098 Si
Dvs B 43,667 10,982 1,994 | <0,0001 0,050 Si
BvsTo 40,667 10,227 2,098 | <0,0001 0,098 Si
Bvs A 3,867 0,972 1,994 0,334 0,050 No
AvsTo 36,800 9,255 1,994 | <0,0001 0,050 Si

Agrupacion y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

Categoria Med(loz (Ca:;(l;n)ada Grupos
C 86,333 A
D 84,333 A
B 40,667 B
A 36,800 B
To 0,000 C




Anexo 2: Namero de brotes generados de yemas preexistentes en diferentes

concentraciones de reguladores de crecimiento a los 90 dias.

Media estimada (# Brotes Indirectos)
0,3 -

0,2 -

0,2 -

0,1 -

" ]
0,0

0,1 | A: 1.5mg/l  D: 1mg/l B: 1.875mg/l To:MS C: 1.875mg/I
BAP-0.1mg/l BAP-2mg/l BAP-0.625 Control BAP-0.625
IAA 2,4D mg/11AA mg/12,4 D

Numero de brotes

Combinacion de reguladores (IAA, 2,4D & BAP)

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (nimero de diferenciacién de yemas).

Diferencia Valor alfa
Contraste | Diferencia | estandarizada | critico | Pr >Dif | (Modificado) | Significativo
Avs To 5,200 5,827 2,217 | <0,0001 0,185 Si
Avs C 5,200 5,827 2,167 | <0,0001 0,143 Si
Avs D 4,267 4,781 2,098 | <0,0001 0,098 Si
Avs B 0,400 0,448 1,994 0,655 0,050 No
BvsTo 4,800 5,379 2,167 | <0,0001 0,143 Si
BvsC 4,800 5,379 2,098 | <0,0001 0,098 Si
BvsD 3,867 4,333 1,994 | <0,0001 0,050 Si
DvsC 0,933 1,046 1,994 0,299 0,050 No
Dvs To 0,933 1,046 2,098 0,551 0,098 No
Cvs To 0,000 0,000 1,994 1,000 0,050 No

Agrupacion y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

Categoria Media estimada Grupos
A 10,067 A
B 9,667 A
D 5,800 B
To 4,867 B
C 4,867 B




Anexo 3: Formacion de raices en medio con reguladores de crecimiento.

Media estimada (% de raices)
90,0
80,0 |
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0
30,0 -
20,0 -
10,0
0,0

Porcentaje

To: MSControl A:1.5mg/l B: 0.875mg/l C: 1.875mg/l D: 1 mg/l BAP-
BAP-0.lmg/l BAP-0.625 BAP-0.625 2mg/l 2,4D
1AA mg/l IAA mg/12,4D

Combinacion de reguladores (IAA, 2.4D & BAP)

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (numero de diferenciacion de yemas).

Diferencia Valor alfa
Contraste | Diferencia | estandarizada | critico | Pr > Dif | (Modificado) | Significativo
Tovs A 69,333 15,658 2,217 | <0,0001 0,185 Si
Tovs B 69,333 15,658 2,167 | <0,0001 0,143 Si
Tovs C 69,333 15,658 2,098 | < 0,0001 0,098 Si
Tovs D 69,333 15,658 1,994 | <0,0001 0,050 Si
Dvs A 0,000 0,000 2,167 1,000 0,143 No
Dvs B 0,000 0,000 2,098 1,000 0,098 No
Dvs C 0,000 0,000 1,994 1,000 0,050 No
Cvs A 0,000 0,000 2,098 1,000 0,098 No
Cvs B 0,000 0,000 1,994 1,000 0,050 No
Bvs A 0,000 0,000 1,994 1,000 0,050 No

Agrupacion y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

Media estimada
Categoria (% de raices) Grupos

69,333 A
0,000
0,000
0,000
0,000

olo|w|>|g
w|w|m|w




Anexo 4: Crecimiento de raices en diferentes concentraciones de medio MS
(Murashige & Skoog 1962).

CRECIMIENTO DE RAICES

14,00
12,00 T
10,00
8,00 - i T

6,00 - T

4,00 - *

2,00 - #
0,00

MS 50 % MS MS25% MS5% MS12.5
Control %

Centimetros

Tratamientos

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (crecimiento de raices).

Contraste Diferencia Diferencia | Valor | Pr > alfa Significativo
estandarizada | critico| Dif |(Modificado) 9
MS 50 % vs MS < _
125% 8,667 6,932 2,217 | 4 9001 0,185 Si
MS 50 % vs MS 5 < _
o 6,267 5,012 2167 |gooor | 0143 si
0,
> S0 % VS MS 251 5733 2,986 2,098 | 0,011 0,098 Si
MS 50 % vs MS .
Control 2,867 2,293 1,994 | 0,025 0,050 Si
MS Control vs MS .
12.5 % 5,800 4,639 2,167 | 0,000 0,143 si
e Control vs MS 1 3400 2,719 2,098 | 0,022 0,098 Si
e 0,693 1,994 | 0,490 0,050 No
MS 25 % vs MS .
125 9% 4,933 3,946 2,098 | 0,001 0,098 Si
0,
wo 2N VS MS S| 5 533 2,026 1,994 | 0,047 0,050 Si
0,
WSS YVSMSIZS | 5 400 1,920 1,994 | 0,059 0,050 No

Agrupacién y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

. Media
Categoria estimada Grupos
MS 50 % 11,067 A
MS Control 8,200 B
MS 25 % 7,333 B
MS 5 % 4,800 C
MS 12.5 % 2,400 C




Anexo 5: Formacion de hojas en diferentes concentraciones de medio MS
(Murashige & Skoog 1962).

Media estimada (NUmero de hojas)

35,000
30,000
25,000
20,000 I 1
15.000
10,000
5000 . . . :
0,000 - . . . ]

MS 50 % MS ControlMS12.5% MS25% MS5%

Hi

Cantidad

TRATAMIENTOS

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (nimero de hojas).

Contraste | Diferencia | _D/ferencia Vvalor | Pr> alfa Significativo
estandarizada | critico Dif (Modificado) 9
MS 50 % vs < _
MS 5 % 23,600 8,238 2217 | 9001 0,185 Si
MS 50 % vs .
MS 25 % 8,400 2,932 2,167 | 0,023 0,143 si
MS 50 % vs _
MS 12.5 % 7,400 2,583 2,098 | 0,031 0,098 Si
MS 50 % vs _
MS Control 7,067 2,467 1,994 | 0,016 0,050 Si
MS Control < _
vs MS 5 % 16,533 5,772 2,167 | (0001 0,143 Si
MS Control
vs MS 25 % 1,333 0,465 2,098 | 0,888 0,098 No
MS Control
vs MS 125| 0,333 0,116 No
%
MS 125 % < :
vs MS 5 % 16,200 5,655 2,098 | o001 0,098 Si
MS 125 %
vs MS 25 % 1,000 0,349 1,994 | 0,728 0,050 No
MS 25 % vs < _
MS 5 % 15,200 5,306 1,994 0,0001 0,050 Si

Agrupacion y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

. Media
Categoria estimada Grupos
MS 50 % 28,267 A
MS Control 21,200 B
MS 12.5 % 20,867 B
MS 25 % 19,867 B
MS 5 % 4,667 C




Anexo 6: Crecimientos de brotes en diferentes concentraciones de medio

MS (Murashige & Skoog 1962).

14,0
12,0
10,0
8,0
6,0
4,0
20
0,0

1

Centimetros

CRECIMIENTO DE BROTES

T T T T
o\O \ o\O 0\0 o\0
© s {;60 © \ 6‘3\ o \
W o W o W
= S

TRATAMIENTOS

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (crecimiento de brotes).

Contraste | Diferencia esl?z;f:ég?icz?da (:Y?cliz:) Pr > Dif (Moda}:‘ggado) Significativo
mg 5502 % VS| 9860 7,249 2,217 |<0,0001 0,185 si
mg 12?5 ;go | 953 7,009 2,167 |<0,0001 0,143 Si
mg 220%% Ve 7,587 5,578 2,098 |<0,0001 0,098 Si
mg Csoomro(/;,l Vel 2133 1,569 1,994 | 0,121 0,050 No
mg 5C (())/:trol S 7er 5,681 2,167 |<0,0001 0,143 Si
mg fzogtor/f VS| 7 400 5,441 2,008 | <0,0001 0,098 si
mg 5502/?0' VS| 5453 4,010 1,994 | 0,000 0,050 si
mg 5202 B VS| 5073 1,671 2,098 | 0,223 0,098 No
mg 1%?5 (;f’ VS| 1,047 1,431 1,994 | 0,157 0,050 No
mg 51 E/f BVS| 0327 0,240 1,994 | 0,811 0,050 No

Agrupacion y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

Categoria Media estimada Grupos
MS 50 % 10,800 A
MS Control 8,667 A
MS 25 % 3,213 B
MS 12.5 % 1,267 B
MS 5 % 0,940 B




Anexo 7: Niumero de brotes formados en diferentes concentraciones de
medio MS (Murashige & Skoog 1962).

Media estimada (Numero de brotes)

Cantidad

-
B
N
B

elelelslelelslelels]

O=NWrOIO~0WWO
elelolelelele]lelo)s)

TRATAMIENTOS

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (crecimiento de brotes).

Contraste | Diferencia es?;fr?éz?i(;?da c?fiitligg Pr > Dif (Mode}:‘fizado) Significativo
mg 51;;5 % VS| 3800 8,893 2217 | <0,0001 0,185 si
mg (:102r'1?roo|/0 Pl saer 8,113 2,167 | <0,0001 0,143 si
mg 2152(;/? VS| 3067 7.176 2,098 | <0,0001 0,098 si
mg 5%)2(;/‘? % VS 600 6,084 1,994 | <0,0001 0,050 si
QAOS/OSO BVSMS| 1200 2,808 2,167 | 0,032 0,143 si
gfnf?o:% VSMS| 5867 2,028 2,008 | 0,113 0,098 No
Mo o0 P VS MS | 467 1,002 No
g”;'j;zf’ NVSMS| (733 1,716 2,008 | 0,206 0,098 No
S 25 Y% Vs MS| 0,400 0,936 No
mg 5C{;:)ntrol Vs 0,333 0,780 "

Agrupacion y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

. Media
Categoria estimada Grupos
MS 12.5 % 7,400 A
MS 50 % 4,800 B
MS 25 % 4,333 B C
MS Control 3,933 B C
MS 5 % 3,600 C




Anexo 8: Contaminacion generada durante el proceso de conservacion en
diferentes concentraciones de medio MS (Murashige & Skoog 1962).

CONTAMINACION
20,00
15,00
an
jg 10,00
[ -
S 500 -
Q
el I - TT
500 MS5% MS25% MS MSLO% MSlJZ.S%
! Control
Tratamientos

Test de Duncan/ andlisis de la diferencias entre las categorias con un intervalo de

confianza del 95% (contaminacion).

Contraste |Diferencia Diferen_cia Vz,al_or Pr_> a_tlfa Significativo
estandarizada | critico Dif (Modificado)
mg 58 0/;% VS| 0,667 1,456 2,217 | 0,594 0,185 No
mg 12.50& S| oe67 1,456 2,167 | 0,469 0,143 No
mg C?)n:f)ol VS| 0333 0,728 2,008 | 0,748 0,008 No
mg 22 0/;% VS| 0,000 0,000 1,994 | 1,000 0,050 No
mg 5%5%% 1 o067 1,456 2,167 | 0,469 0,143 No
mg 122575‘;” VS| 0,667 1,456 2,008 | 0,318 0,008 No
mg gfml:/"ol VS| 0,333 0,728 1,994 | 0,469 0,050 No
\'\,ASSMS %82}0“" 0,333 0,728 2,098 | 0,748 0,098 No
\'\,ASSMS ?‘2’”;22,' 0,333 0,728 1,994 | 0,469 0,050 No
mg ég 51 BVS | 0,000 0,000 1,994 | 1,000 0,050 No

Agrupacién y ordenamiento de los grupos significativamente diferentes.

Categoria Media estimada Grupos
MS 5 % 0,667 A
MS 25 % 0,667 A
MS Control 0,333 A
MS 50 % 0,000 A
MS 12.5 % 0,000 A




Anexo 9: Resultados de germinacion, regeneracion y conservacion de S.

cajanumensis in vitro.

Proceso de germinacion y emergencia de S. cajanumensis.

o~
Plantulas desarrolladas

s
Proceso de emergencia Plantulas criptocolares

Formacion de callos en diferentes concentraciones de BAP, 1AA, 2,4D.

1.5 mg/l BAP - 0.1mg/l IAA  0.875 mg/l BA -0.625 mg/l IAA 1 mg/l BAP -2 mg/l 2,4D

Conservacion in vitro en diferentes concentraciones de medio MS.

MS Control (100%) MS al 25 % MS al 12,5 %



