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Resumen

La medicion de la eficiencia fotosintética en el cultivo in vitro presenta maltiples
aplicaciones, tales como la regeneracion y propagacion rapida de plantas completas

sanas, factor directamente relacionado con bajos niveles de estrés

El presente trabajo buscd, evaluar la concentracion de sales M&S para determinar el
medio éptimo en introduccion y multiplicacion in vitro, valorar dos sustratos para la
aclimatacion y analizar la eficiencia fotosintética en las fases de multiplicacién y
aclimatacion. Para la evaluacion de sales M&S las tres concentraciones M1 (100 %),
M2 (50 %) y M3 (25 %) resultaron dptimas para la germinacion durante introduccién
in vitro, mientras que M1y M2 fueron adecuados durante multiplicacion, al obtener
entre 94 al 100 % de brotacion y una mayor longitud en las plantulas en un rango de
3,39 a 4,54 cm; para la valoracion de sustratos, el sustrato S2 que contenia turba y
humus (3:1) result6é 6ptimo, con un 92 % de plantas enraizadas. Para el andlisis de la
eficiencia fotosintética la concentracion de sales M1, resulté con el menor nivel de
estrés (0,71 a 0,73), finalmente el sustrato S2 presentd la eficiencia fotosintética mas
alta en aclimatacion (0,72) permitiendo obtener vitroplantas libres de patdgenos con

buen estado de sanidad, bajos niveles de estrés y una emision de fluorescencia alta.

Palabras Clave: Brocoli; fluorescencia; fotosintesis; fotosistema 1.



Abstract.

The measurement of the photosynthetic efficiency in the in vitro culture presents
multiple applications, such as the regeneration and rapid propagation of healthy

whole plants, a factor directly related to low levels of stress.

The present work sought to evaluate the concentration of M&S salts to determine the
optimum medium in vitro introduction and multiplication, to evaluate two substrates
for acclimatization and to analyze the photosynthetic efficiency in the multiplication
and acclimatization phases. For the evaluation of M&S salts, the three concentrations
M1 (100 %), M2 (50 %) and M3 (25 %) were optimal for germination during in vitro
introduction, while M1 and M2 were adequate during multiplication, obtaining 94 at
100 % budding and a greater length in the seedlings in a range of 3,39 to 4,54 cm;
for the evaluation of substrates, the S2 substrate containing peat and humus (3:1) was
optimal, with 92 % of rooted plants. For the analysis of the photosynthetic efficiency
the concentration of M1 salts, resulted with the lowest level of stress (0,71 to 0,73),
finally the substrate S2 presented the highest photosynthetic efficiency in acclimation
(0,72) allowing to obtain vitroplants pathogen-free with good health status, low stress

levels and high fluorescence emission.

Keywords: Broccoli; fluorescence; photosynthesis; photosystem |1



Introduccion
Brassica oleracea L. var. Italica, denominado cominmente como Brocoli, se ha
convertido en uno de los alimentos mas cotizados por los maltiples beneficios que
presenta (antioxidantes, anticancerigenas y antimicrobianas), posee una produccion
mundial anual de 42.000 toneladas y una superficie total de mas de 20 x 10° hectareas,
destacando lItalia con la mayor superficie precedido de China, India y Ecuador

(Bisbicuz & Velez, 2015, pags. 24-27), (Mahn, Roméan, & Reyes, 2016, pags. 95-98).

El Brocoli es una especie nativa de los Andes ecuatorianos, de gran importancia
comercial por ser un cultivo no tradicional con alto valor nutritivo (Flores, y otros,
2015, pag. 1163). Esta hortaliza se cultiva en Ecuador por su gran demanda comercial
tanto en el mercado interno como externo, de tal forma que en los ultimos afios ha
Ilegado a ser el principal productor en Sudamérica (Narvéez, 2010). De acuerdo a la
Subsecretaria de Fomento a los Agronegocios (2011), el cultivo de brdcoli ha
aumentado en Ecuador considerablemente desde la década de los noventa, llegando a
ser el octavo pais exportador a nivel mundial. Actualmente Japon es el primer destino
seguido de Estados Unidos, generando en el pais un total de 88.900 millones de dolares
americanos en valor FOB con la exportacion de 64,2 toneladas anuales (Calvopifia,

2015, pag. 28).

Es importante enfatizar que en Ecuador el 98 % del cultivo, estd destinado a la
exportacién llegando a ser parte de la economia familiar de pequefios productores
(Narvéez, 2010, pag. 17), quienes en muchos de los casos, se ven afectados con
grandes pérdidas econémicas cuando el cultivo sufre dafios, generalmente por
patdgenos como el hongo Alternaria spp., que afecta de manera foliar durante la
postcosecha, haciendo que la planta se torne fisiolégicamente débil por la invasion de

las hifas lo cual reduce la actividad fotosintética del cultivo y causa manchas

1



necroticas por la destruccion del tejido (Flores, y otros, 2015, pag. 1163). Otras causas
que producen pérdidas en el cultico son las condiciones ambientales (sequia, lluvia,
temperaturas bajas y altas etc.) que afectan considerablemente la calidad y la cantidad
producida, debido a que genera una deficiencia en los requerimientos de la planta como
agua, nutrientes y luz, que interfieren notablemente en el desarrollo de la planta (Fierro

& De la Torre, 2013, pag. 16).

Por lo tanto, es importante buscar alternativas para producir plantas sanas de forma
rapida, para incrementar la productividad del cultivo (Rangel, Hernandez, &
Hernandez, 2016, pags. 225-226), una de estas alternativas es el cultivo de tejidos,
técnica que permite la produccion libre de patdgenos y ademas facilita dar seguimiento
al estado fisioldgico de las plantas mediante la medicion de la eficiencia fotosintética,
al permitir identificar los cambios generados en el fotosistema Il (PSIl) con la
medicion del rendimiento de la fluorescencia de la clorofila; el dato se obtiene al restar
entre el nivel maximo de florescencia (Fm) y el nivel minimo de fluorescencia (Fo) lo
cual permite determinar la fluorescencia variable (Fv), este valor estd altamente
relacionado con el estrés sufrido por la planta, debido a que las condiciones de
fluorescencia se modifican en situaciones de estrés (Garrido, 2016). Por lo tanto, el
desarrollo de un protocolo de cultivo de tejidos para brdcoli en conjunto con la
determinacion de la eficiencia fotosintética permitira masificar plantas sanas en
condiciones controladas, a un coste relativamente bajo y con un adecuado rendimiento

fotosintético (con bajos niveles de estrés).

El presente trabajo busca evaluar la eficiencia fotosintética en el cultivo in vitro de dos
variedades de brocoli, mediante la evaluacion de la concentracion Optima de sales

M&S en establecimiento y multiplicacion in vitro y el mejor sustrato para su



aclimatacion, conjuntamente con la medicion de la eficiencia fotosintética en las fases

de multiplicacion y aclimatacion.

Como hipotesis del trabajo se plantea que la medicion de la eficiencia fotosintética
permite obtener plantas de brdcoli con buen estado fisiologico y de sanidad durante la

fase in vitro y la fase de aclimatacion.



Capitulo 1

1 Marco conceptual

1.1 Brassica oleracea var. Italica

1.1.1 Localizacion mundial y nacional

Los paises exportadores de brécoli a nivel mundial son: Espafia con 32 %, Francia 19
%, Estados Unidos 10 %, Italia 8 %, Ecuador 7 %, México 6 % y China con el 4 %
(Bisbicuz & Velez, 2015, pégs. 24-27), (Subsecretaria de Fomento a los Agronegocios,
2011, pag. 4). En Ecuador la exportacion de brocoli fue de 1.061,80 USD de una
tonelada en 2010. La produccién de brécoli se localiza a nivel Nacional en la Sierra
Central (Narvaez, 2010, pag. 17), Cotopaxi con 68 % de la produccion nacional,
Pichincha con 16 %, Imbabura con 10 % y provincias con menor produccién como
Carchi con 3 % y Chimborazo con 2 %, ciudades que proveen al mercado local
(Calvopifia, 2015, pag. 28). Entre los afios 2007 y 2013 las provincias de Imbabura,
Pichincha, Cotopaxi y Chimborazo tuvieron un rendimiento productivo aproximado
de 18,86 t/ha, destacando a Cotopaxi como la provincia con mejor rendimiento
productivo con 19,80 t/ha, continuando con Pichincha con 17 t/ha, mientras que el
resto de provincias poseen en promedio 10 t/ha (Calvopifia, 2015, pag. 28), la baja
produccion de brocoli sucede por lluvias con granizo y el ataque de plagas como
Pulgones y Plutella y enfermedades conocidas como mildiu y rizoctonia (Fierro & De

la Torre, 2013, pag. 16).

1.1.2 Habitat
Brocoli se cultiva en suelos francos, arenosos, profundos y bien drenados, tolera un

pH de 5,5-6,0 y muy poca la salinidad, su altitud comprende entre 2.200 — 3.200 msnm,



la precipitacion optima es de 400 mm durante el ciclo y 4 mm diarios, con un

fotoperiodo de 11 a 13 horas luz (Calvache & Sanchez, 2013, pag. 17).

1.1.3 Taxonomia

La Brassica oleracea var. Italica, conocida como brécol, broquil o brécoli, del latin
brachium que significa «brazo», es una crucifera que actualmente forma parte de la
familia de las Brasicaceas (Capinera, 2001, pags. 605-611).

Brocoli presenta la siguiente descripcion taxondmica (Tropicos, 2018):

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta

Superdivisién: Spermatophyta

Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Brassicales
Familia: Brassicaceae
Género: Brassica L.

Especie: Brassica oleracea L.

Variedad:  Brassica oleracea. var. Italica Plenck

1.1.4 Descripcién

El brécoli es un arbusto anual que alcanza un tamafio entre 60 a 80 cm, las
inflorescencias de tipo corimbo se caracterizan por formar pequefios ramilletes de
flores inmaduras apifiadas denominado pella, de color verde en diferentes tonos
(Zamora, 2016, pags. 1-3). Las hojas presentan una gran lamina foliar dentada con un
nervio central pronunciado de color verde oscuro y hendido a manera de roseta, en la

parte superior de la hoja exhibe una sustancia cerosa que le confiere un color plomizo



(Lizmayer Massri, 2004). Las flores son pequefias y completas de tono amarillo, con
ovario supero y con un punto de insercion al receptaculo de tipo hipogino, tetrapétalo
y tetrasépalo (Basantes & Vilema , 2017). El tallo se caracteriza por ser pequefio (25
a 50 cm de altura) y suculento a manera de cruz con un didmetro de 3 a 6 cm (Pucho
& Alecu, 2018), con un sistema radicular pivotante y lefioso, poco profundo con una
raiz principal de 80 cm de profundidad, las raices secundarias (Lizmayer Massri,
2004). Los frutos son silicuas de valvas de 3 a 8 semillas con un Unico nervio

longitudinal y levemente convexas (Basantes & Vilema , 2017).

1.1.4.1 Variedades de Brécoli

1.1.4.1.1 Top Head F-1

Se caracteriza por presentar un tamafo de pella uniforme y compacto relativamente
grande con un domo alto de color verde oscuro, los floretes son pequefios y de color
verde, las hojas son alargadas con limbos ondulados y nervaduras poco marcadas de
color grisaceo (PanDia Seeds, 2017). Presenta un tipo de polinizacion F1 (hibrido que
se obtiene en el cruce de dos especies distintas en la primera generacion) con una
pureza del 99 %, son muy vigorosas en campo y suelen competir con la variedad

Advenger en los mercados (PanDia Seeds, 2017).

1.1.4.1.2 Walthan 29

Se caracteriza por presentar una pella poco compacta con granos sueltos de color verde
azulado oscuro con un domo pequefio, los floretes suelen ser de color verde, morado
o0 blanco, las hojas presentan bordes ondulados con nervaduras blancas muy marcadas,
los peciolos suelen presentarse desnudos y los tallos son altos y erguidos. Esta variedad

es muy tolerante a los climas frios pero sensible a los climas calidos (Bimport, 2017).



1.1.5 Propiedades y beneficios

El brécoli presenta numerosos beneficios debido a que posee compuestos como
minerales, selenio, vitaminas y principalmente glucosinolatos con propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antimicrobianas, favoreciendo al cuidado de la salud
ademas, posee propiedades antifingicas que han sido probadas contra diferentes
hongos, un ejemplo es el efecto del jugo de brocoli en la inhibicion in vitro del
crecimiento del hongo fitopatdgeno Alternaria spp., permitiendo la conservacion de
los alimentos en su etapa de almacenamiento (Mahn, Roman, & Reyes, 2016, pag. 96),
(Flores, y otros, 2015, pag. 1163). Dentro de otros compuestos que presenta, cabe
mencionar a los flavonoides de los cuales el de mayor importancia es la quercetina,
usado para tratar problemas inflamatorios y alérgicos por el efecto antioxidante que

presenta (Ferraro, Martino, & Bandoni, 2012, pags. 79-80).

1.2 Cultivo in vitro

1.2.1 Medio de cultivo

Es un medio artificial que se emplea en el laboratorio para el cultivo in vitro, en funcién
a las necesidades de la especie vegetal (metabolismo) para lograr la regeneracion
exitosa del explante (Sathyanarayana & Verghese, 2007, pags. 29-30). Los
componentes del medio de cultivo se clasifican en sales inorganicas, preparaciones de
compuestos naturales, compuestos organicos y materiales de soporte inerte (Ngomuo,

Mneney, & Ndakidemi, 2014, pag. 1615).

1.2.2 Generalidades

El cultivo in vitro se define como el cultivo aséptico de células, tejidos, 6rganos o
plantas bajo condiciones controladas tanto nutricionales como ambientales, en un
medio de cultivo artificial con composicion quimica determinada. Esta técnica tiene
como finalidad la regeneracion de una planta completa a partir de un explante por la

7



propiedad de totipotencia que presentan las plantas, a través de embriogenesis
somatica 0 via organogénesis, con una reduccién de costos por el mantenimiento de
un gran namero de plantas en un espacio fisico reducido (Rangel, Hernandez, &
Hernandez, 2016, pags. 225-226), (Gobbi, Silva, Pombo, & Rodrigues, 2017, pags.
359-360). Ademas, la técnica ofrece apoyo a los métodos de propagacion tradicionales,
al preservar especies de interés comercial con alto valor fitogenético o en peligro de
extincion (Martinez, y otros, 2015, pag. 369). Durante el cultivo in vitro es necesario
considerar ciertos factores como: las caracteristicas de la especie, el balance hormonal,
las condiciones nutricionales y la disponibilidad de luz del explante para que la planta
se desarrolle correctamente sin problemas fisiologicos (Camargo, y otros, 2015, pag.

2007).

1.2.3 Tipos de cultivo in vitro

En el cultivo in vitro el proceso de morfogénesis se presenta dos formas: directa
denominada organogeénesis, permite el proceso de regeneracion de 6rganos directa en
meristemos de novo o meristemas ya existentes, la otra forma sera indirecta (Diro, van
Staden, & Bornman, 2004, pag. 498).

Entre las técnicas de cultivo in vitro estan: a) cultivo de embriones zigéticos que dan
origen a embriones de semillas maduros o inmaduros para obtener plantas in vitro, b)
rescate de embriones hibridos inmaduros de cruces incompatibles (Diro, van Staden,
& Bornman, 2004, pag. 498), c) organogénesis indirecta pasa por callo, que es un
tejido desdiferenciado, amorfo y coherente que crece de forma desordenada, en
concentraciones altas de auxina y bajas de citoquinina origina brotes adventicios (Diro,
van Staden, & Bornman, 2004, pag. 500). d) Hibridacion somatica fusiona
protoplastos para crear células hibridas (heterocarién) utiliza PEG (polietilenglicol) e

impulsos eléctricos (electroporacion) (Vilterhalter, Dragicévic, & Vilterhalter, 2008,



pags. 22-23), €) Embriogenesis somatica, genera embriones en estado temprano
iniciando de una célula asexual (diploide o haploide) para obtener un eje de raiz o brote
(Loyola & Vazquez, 2006, pags. 87-91), f) Androgenesis, se caracteriza por el ingreso
de microsporas (haploides) a la via de embriogénesis somatica obteniendo especies
diploides, monoploides y tetraploides (Vilterhalter, Dragicevic, & Vilterhalter, 2008,
pag. 31), g) Tuberizacion, en la cual los tubérculos son brotes asociados con los
estolones, diferenciandose los estolones por la presencia de células diana que le
permitiran la division celular y los tubérculos por la elongacion celular que
aumentaran el grosor de la plantula in vitro (Vilterhalter, Dragicévic, & Vilterhalter,
2008, pag. 32).

El cultivo de yemas (rudimentos de un vastago que forma las axilas de las hojas) y
brotes (vastago en estado de desarrollo hasta su crecimiento), obtenidos de plantas
jévenes, que derivan directamente de meristemos organizados con el fin de evitar
mutaciones espontaneas, induce la produccion brotes largos mayor nimero de hojas,
con ayuda de reguladores de crecimiento en el cultivo in vitro como tidiazurén (TDZ)

(Castilla, 2005, pag. 44).

1.2.4 Aplicaciones del cultivo in vitro

La Micropropagacion es un avance tecnoldgico importante que garantiza condiciones
asépticas y controladas, permite obtener un gran numero de plantulas libres de
microorganismos patégenos en poco tiempo (lgarza, Agramonte, Alvarado, & De
Feria, 2012, pag. 8). Es importante recalcar que las técnicas biotecnoldgicas han
contribuido a la produccion clonal masiva de excelente calidad, gran volumen y
uniformidad, en ambientes determinados (Suarez, Jarma, & Avila, 2006, pags. 53-54).

Ademas, la biotecnologia vegetal aporta con abundante informacion para el rescate,



multiplicacién y conservacion de especies (Montes, Lalama, Echeverria, & Salazar,

2016, pag. 3).

1.3 Componentes del medio de cultivo

1.3.1 Sales minerales

También denominados compuestos inorgdnicos son combinaciones anidnicas y
cationicas que intervienen en el control osmatico, reacciones bioquimicas de tipo
enzimaéticas y funcionan como reguladores de pH (Lanfranco, Pellegrini, & Cattani,
2014, pag. 103). Generalmente en el medio de cultivo estos compuestos no presentan
funciones definidas como por ejemplo el Cloruro de sodio (NaCl) que permite regular
la osmolaridad en el medio, en algunos casos suelen ser necesarias de manera
determinada como en el metabolismo a modo de sales de potasio (K*), Hierro (Fe %),

Magnesio (Mg 2*), en entre otros (Sharry, Adema, & Abedini, 2015, pags. 47-49).

1.3.1.1 Macronutrientes

Los macronutrientes son los elementos que requieren las plantas en elevadas
cantidades de 1 g por kg de materia seca (Sadava, Purves, Heller, Orians, & Hillis,
2009), por lo tanto se encuentran en los tejidos vegetales en grandes proporciones
contribuyendo a las funciones fisiologicas de la planta entre los macronutrientes mas
relevantes se tiene al Nitrogeno (N), Fésforo (P), Azufre (S), Magnesio (Mg), Potasio

(K) y Calcio (Ca) (Porta, Lopez, & Potch, 2014, pag. 244).

1.3.1.2 Micronutrientes

A diferencia de los macronutrientes las plantas requieren los micronutrientes en bajas
cantidades de 100 mg por kg de materia seca (Sadava, Purves, Heller, Orians, & Hillis,
2009), se caracterizan por ser los componentes de las moléculas enzimaticas vegetales,

ademas representan alrededor del 0,01 % de materia seca y su déficit se presenta como
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fisiopatias carenciales, entre los micronutrientes mas destacados tenemos Cinc (Zn),
Cloro (CI), Niquel (Ni), Molibdeno (Mo), Hierro (Fe ?*, Fe3*), Manganeso (Mn) y

Boro (B) (Aguilar Yanez, 2014, pags. 30-31).

1.3.2 Fuente de carbono

La fuente de carbono éptima se encuentra en un rango de 2-5 %, existen varias fuentes
de carbono como: almiddn, galactosa, maltosa, lactosa, sacarosa y glucosa. La sacarosa
es un componente importante en el cultivo de tejidos vegetales como fuente principal
de carbono (Kittiwongwattana & Vuttipongchaiki, 2013, pag. 64), La fuente de
carbono mediante el desdoblamiento del carbono induce al crecimiento de plantas,
activa el proceso de morfogénesis, formacion de raices adventicias y yemas axilares.
Existen fuentes de carbono alternativas que se incorporan en los medios de cultivo,
estos son: el extracto de platano, agua de coco y melaza de cafia de azUcar, que aportan
con sales inorganicas, azucares Yy fuentes de vitaminas (Saad & Elshahed, 2012, pag.

30).

1.3.3 Reguladores de crecimiento

La combinacion de reguladores de crecimiento y condiciones ambientales, actdan en
diferentes especies y genotipos con el fin de estimular la micropropagacion, a partir de
estos factores se controla el proceso de morfogénesis en células vegetales, a su vez
permiten el proceso de regeneracion de la planta (Diro, van Staden, & Bornman, 2004,
pag. 498), la funcion de los reguladores de crecimiento es intervenir en la respuesta de
las células o tejidos cultivados debido a que son fitohormonas que requieren las plantas
porque permiten la comunicacion celular para coordinar las actividades celulares
(Diro, van Staden, & Bornman, 2004); estos se encuentran en dosis Unicas o
combinadas que ayudan a la formacion de brotes, romper la latencia apical y

produccion de raices (Ngomuo, Mneney, & Ndakidemi, 2014, pag. 1617).
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Los reguladores de crecimiento se clasifican en auxinas, citoquininas, giberelinas,
acido abscisico, etileno, Poliaminas, jasmonatos, acido salicilico y brasinoesteroides

(Vidales, 2002, pag. 7).

1.3.3.1 Auxinas

Las auxinas se emplearon en el cultivo de tejidos vegetales para la formacion y
aumento de raices, permiten el crecimiento, separacion y elongacion celular,
estimulan la brotacion de callos y pueden inducir a embriogénesis somatica para
permitir el crecimiento a partir de la zona apical del brote (Ngomuo, Mneney, &
Ndakidemi, 2014, pag. 1617). Las auxinas cambian su funcién de acuerdo a su
translocacion por el tejido vegetal y el metabolismo que realizan, cabe resaltar la
propiedad fotosensible ya que en el laboratorio las soluciones de auxinas se conservan
estables a una temperatura de 4 °C almacenadas en frascos ambar (Kadhimi,
Alhasnawi, Mohamad, Yusoff, & Zain, 2014, pag. 487).

Existen varios tipos de auxinas utilizadas en los medios de cultivo en el area de
biotecnologia vegetal, entre las cuales estan las de origen natural como el acido indol-
3-acético (IAA) y las de origen sintético destacando el acido naftaleno-acético (NAA);
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D); acido-3-indolbutirico (IBA); 2,4,5-tricloro-
acido fenoxiacético (2,4,5 T); acido 4-clorofenoxiacético (4-CPA); éacido p-cloro-
fenoxiacético pCPA; acido 4-amino-3,5,6-tricloro-picolinico (picloram) y acido 3,6-

dicloro-2-metoxibenzoico (dicamba) (Saad & Elshahed, 2012).

1.3.3.2 Citoquininas

Las citoquininas son reguladores de crecimiento relacionados con la morfogénesis y
el desarrollo, debido a que estimulan la division celular con formacion de érganos, el
desarrollo de brotes y promoviendo el crecimiento lateral, haciendo posible la

regeneracion de plantas completas (Aros, Vasquez, Rivas, & Loreto, 2017, pags. 95-
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96). Ademas, segun Hwan Kim & Sivanessan (2016, pags. 2-3), las citoquininas se
caracterizan por promover el movimiento de nutrientes y permiten el crecimiento

principalmente de tallos y raices.

1.3.3.3 Giberelinas

Las giberelinas a diferencia de otros fitoreguladores, se encuentran de forma natural
en las plantas y se caracterizan por promover la elongacion de los entrenudos por
alargamiento celular y crecimiento meristematico, ademas estimulan la formacion de
tallos y raices adventicias e inducen la dormancia en semillas (Sharry, Adema, &
Abedini, 2015). En cultivo in vitro la giberelina mas empleada para propagacion es el
acido giberélico (AGs) (Sharry, Adema, & Abedini, 2015, pag. 47). El acido giberélico
actia como una hormona natural de crecimiento, encontrandose en bajas
concentraciones en la mayoria de las plantas, se encuentra mayormente en frutos en
desarrollo y semillas inmaduras; sin embargo, es empleado para aumentar el nimero
de flores debido a que estimula el proceso de floracién (Diaz, Henao, & Ramirez, 2013,

pags. 359-360).

1.3.4 Vitaminas y aminoacidos

Las vitaminas son compuestos organicos que requieren las plantas para el crecimiento
y funcionamiento del metabolismo vegetal celular, dentro de las vitaminas mas
relevantes en el cultivo in vitro se encuentran la Piroxidina, el Acido Nicotinico y la
Tiamina como parte del medio de cultivo (Lifian Carral, 2015). Ademas, otro
componente importante del medio son los aminoacidos que representan la fuente
nitrégeno organico, los aminoécidos mayormente utilizados en el cultivo in vitro son:

caseina hidrolizada, adenina y Glutamina (Lifian Carral, 2015, pag. 173).
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1.3.5 Agentes Solidificantes

Un componente caracteristico del medio del cultivo que le otorga aspecto de gel es el
agar, su estructura quimica constituye de un polisacarido que se extrae de las algas
marinas, que puede modificar el medio a un estado sélido o semisolido; esta formado
por macroelementos y oligoelementos como magnesio y calcio, el agar presenta
caracteristicas fisicas sobresalientes como ser miscible en agua, su temperatura de
fusion es de 60-100 °C, la temperatura de solidificacion 45°C, en general el agar
gelifica a una concentracién de 0,8-1,0 %, un aspecto muy Util es que no presenta
reaccion al combinarlo con el medio de cultivo ni altera las funciones de las enzimas,
cabe sefialar que la dureza del medio influye en el crecimiento de los explantes. Entre
las variedades de agar comercial se encuentran: agarosa, goma gellan, agar y

bactoagar (Saad & Elshahed, 2012).

1.3.5.1 pH del medio nutritivo

El pH permite el crecimiento y desarrollo de los explantes, a su vez gelifica el medio
de cultivo a un punto éptimo de 5,7 cuando se mezcla de forma adecuada. El rango
recomendado en cultivo de tejido de plantas en los medios son generalmente 5,6 a 5,8
aunque existen diferentes rangos de acuerdo a la especie (Roca & Mroginsky, 2000,
pag. 70). Se toma a consideracion que una alta acidez (debajo de 4,5) causa inhibicién
en el crecimiento de plantas in vitro debido a la precipitacidn de fosfato, sales de iones
y reguladores de crecimiento (Msogoya, Maerere, Nzogela, & Kusolwa, 2008, pags.

488-489).

1.4 Medio Murashige y Skoog
El medio Murashige y Skoog (M&S) es un medio nutritivo de componentes definidos
que se realizo originalmente para el cultivo de Tabaco (Nicotiana tabacum), pero

presento buenos resultados para un gran nimero de especies vegetales debido a que
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estd suplementado con vitaminas, reguladores de crecimiento y fuente de carbono para
fines especificos dependiendo del objetivo de estudio (Sathyanarayana & Verghese,
2007, pags. 29-30). Los macronutrientes y micronutrientes del medio M&S, se
caracterizan por permitir el crecimiento y diferenciacion de células o tejidos, de tal
forma que brindan los requerimientos necesarios a la especies vegetales, con una
concentracion estandar de 4,3 g/L (Probiotek, 2017), (Ngomuo, Mneney, &

Ndakidemi, 2014, pag. 1615).

1.5 Fases de cultivo in vitro
El cultivo in vitro presenta una serie de etapas desde la eleccion de la planta madre
hasta la adaptacion de la plantula a campo, a continuacidn se muestran las diferentes

fases:

1.5.1 Fase 0: Fase preparativa

Es la primera etapa del cultivo in vitro donde se selecciona la planta madre o donadora
en funcion a caracteristicas fitosanitarias y fisiologicas, para posteriormente prepararla
para las condiciones in vitro (Garcia, Quiroz, & Carrasco, 2010, pags. 5-6). Durante
esta fase es de relevancia tener en cuenta factores como estado fisioldgico y
ontogénico, tipo de explante, temporada de colecta y estado de sanidad, estos influyen
directamente en la calidad del explante elegido, por lo tanto es recomendable colocar
a la planta madre en invernadero para el control de condiciones de luz, humedad,
temperatura y riego, con la finalidad de reducir los niveles de contaminacion tanto
bacteriana como fungica y lograr un adecuado establecimiento in vitro (Olmos,

Luciani, & Galdeano, 2012, pags. 353-355).
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1.5.1.1 Protocolo de desinfeccion

Es importante para el establecimiento in vitro de la especie debido a que la presencia
de contaminantes (microorganismos) afectan la viabilidad de los explantes. Los
explantes son estructuras u hojas jovenes de plantas de semilla o vivero que poseen un
potencial de regeneracion (Calderon, Restrepo, & Urrea, 2011, pag. 20), por ejemplo;
yemas, trozos de hojas, porciones de raices, semillas, etc. (Garcia, Meza, & Ocampo,
2015, pags. 77-78).

En el protocolo de desinfeccion se experimenta con los explantes, se emplea agua
estéril, etanol, productos a base de cloro como hipoclorito de sodio, entre otros en
concentraciones y tiempos especificos para cada especie con la finalidad de evitar

contaminacion (IAEA, 2004, pags. 11-12).

1.5.2 Fase 1: Fase de establecimiento in vitro

Es un proceso dentro del cultivo in vitro que consiste en la desinfeccion de los
explantes. Para la desinfeccion de semillas se debe esterilizar en la superficie y colocar
en el medio de cultivo, ya que la semilla posee una reserva alimenticia denominada
endospermo ademas de carbohidratos y nutrientes que ayudan a la germinacion, en
otros casos se presentan semillas con poco endospermo, pero en ambos casos se
necesita afiadir nutrientes adicionales para permitir el desarrollo de las semillas (De
Jesus & Cano, 2012, pags. 18-19).

El cultivo de semillas se afiaden niveles especificos de reguladores de crecimiento, se
siembran varias semillas por frasco de vidrio se coloca en incubacion a una
temperatura adecuada de 19 °C a 27 °C, humedad con un promedio de 70 %, la
intensidad luminica se establece en un rango de 1500 lux y 5000 lux (Cardenas,

Pacheco, & Vanzela, 2016, pag. 11), (Pérez Martinez, 2015, pag. 156).
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1.5.3 Fase 2: Fase de multiplicacion

Etapa que permite cultivar plantulas para multiplicar brotes de forma repetida y si la
especie lo requiere, se realizara un subcultivo in vitro tomando en cuenta el indice de
multiplicacién para evitar la pérdida de estabilidad genética de la planta (IAEA, 2004,
pag. 8). Un explante en el proceso de multiplicacion presenta mayores y menores
cantidades de plantulas (tasa de multiplicacidn) si existe exceso en la tasa se observara
modificaciones del genotipo, ademas existen estudios que afirman que la tasa de
multiplicacién depende de concentraciones de reguladores de crecimiento (Oliveira,

Costa, & Scherwinski, 2008, pag. 1431).

1.5.4 Fase 3: Fase de elongacién

Representa una fase extra en el cultivo in vitro ya que en ciertos cultivos es opcional,
generalmente se requiere de esta fase cuando los brotes multiplicados no presentan un
tamafo adecuado o son de longitud pequefia y como consecuencia suelen generar
malos resultados durante la fase de enraizamiento o durante la fase de adaptacion a
sustrato, debido a que las plantulas pueden resultar de baja calidad, por lo tanto, la fase
de elongacion permite estimular el crecimiento de plantulas con problemas de
desarrollo a través de la adicidn de acido giberélico en el medio de cultivo (Navroski,

Reiniger, & Pereira, 2015, pags. 79-81).

1.5.5 Fase 4: Fase de enraizamiento

Segun Fernandez, Diaz, & Gonzélez (2016), el proceso de enraizamiento in vitro hace
referencia a la etapa fisiologica durante la cual las plantulas desarrollan raices en
laboratorio, para que sirvan como soporte, anclaje y medio de absorcion de nutrientes
y agua para su posterior traslado a campo o invernadero.

Durante la etapa de enraizamiento in vitro se modifica el medio de cultivo para inducir

a la formacion de raices adventicias o auxiliares, al alterar la composicion nutricional
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y adicionar reguladores de crecimiento, generalmente se emplean auxinas para la
emergencia y desarrollo de raices después de pasar por diferentes subcultivos (Reyes,

y otros, 2016, pags. 125-127).

1.5.6 Fase 5: Fase de aclimatacion

La aclimatacion es la Gltima fase del cultivo in vitro, durante esta etapa se produce la
adaptacion al medio externo. Fisiolégicamente inicia con la transferencia de un estado
heterotréfico a un autotréfico, debido a que las plantulas in vitro presentan el sistema
estomatico atrofiado con bajo desarrollo de cuticula causado por la alta humedad al
interior del contenedor, ademas presenta escasa capacidad fotosintética por el bajo
contenido de clorofilico; por lo tanto, durante la aclimatacion se evita que las plantulas
sean sometidas a condiciones de estrés o muerte por la humedad relativa baja y los
altos niveles de luz que se generan en campo (Ravanfar, Aziz, & Shabanimofrad, 2013,
pags. 1-2), mediante el adecuado control de dichas condiciones es recomendable
colocar a las plantulas en cadmaras de crecimiento o instalaciones de invernadero con
humedad relativa y temperatura controladas, para la adaptacion progresiva de la
plantula que ha sido colocada en sustratos previamente desinfectados (Olmos, Luciani,

& Galdeano, 2012, pags. 353-355).

1.5.6.1 Sustratos

Ante la necesidad de trasladar en buen estadio las plantas hasta adaptarlas en campo
surgen los sustratos, estos en la fase de aclimatacion favorecen al desarrollo de la parte
aérea como radicular de la planta favoreciendo al aumento de tamafio y grosor
(Trinidad, Vargas, Aldrete, Lopez, & Fierros, 2015). Mejora las propiedades fisicas
tales como: retencion de agua, aireacion, granulometria, densidad aparente, drenaje y
porosidad al 70 %. Propiedades quimicas: pH, nivel nutricional y salinidad. Entre los

sustratos que se comercializan se tienen: mezcla de cascarilla con cafe, turba, agrolita,
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vermiculita, bentonita, humus y fibra de coco (Gayosso, Borges, Villanueva, Estrada,

& Garrufa, 2016).

1.6 Fotosintesis y Fluorescencia

La fotosintesis es un proceso bioldgico para transformar la energia luminica en energia
quimica en estructuras llamadas cloroplastos debido a que estos organelos vegetales
poseen moléculas de clorofila (pigmentos clorofilicos) que son sensibles a la energia
luminica la cual es usada para el proceso de fotosintesis (Valdés & Caballeros, 2015).
Los pigmentos clorofilicos en el ambito ecofisioldgico proporcionan informacion de
estrés y productividad, entre los pigmentos clorofilicos resaltan la clorofila a, clorofila
b y carotenoides al presentar funciones similares en el proceso de fotosintesis como:
captar luz, relacionarse con complejos externos captadores de energia del PSIy PSII
respectivamente, canalizar la energia y transportar energia a los centros de reaccion.
Tanto la clorofila a como la b se denominan complejo antena LHC (Light Haversting
Complex) (Solarte, Moreno, & Melgarejo, 2010). Ademas los carotenoides (pigmentos
accesorios) estan constituidos quimicamente por dobles enlaces conjugados que
repelen el exceso de luz absorbida por los pigmentos (Solarte, Moreno, & Melgarejo,
2010). Por lo tanto, los niveles de pigmentos fotosintéticos influyen de forma
proporcional en la capacidad fotosintética de la hoja limitando o favoreciendo el

proceso fotoquimico de las plantas (Gonzéalez, Perales, & Salcedo, 2008).

En la mayoria de las plantas el proceso de fotosintesis se presenta en dos fases: una
fase en la cual se produce la captacion de la energia luminica mediante las moleculas
clorofilicas y ocurre una reaccion de oxidacion del agua para generar hidrogeno y
oxigeno el cual es liberado al ambiente, a esta fase se la conoce como Fase Luminica
y una Fase Oscura en la cual ocurre la captacion del CO- para unirse con el hidrogeno

y otros compuestos obtenidos en la fase previa, para generar glucosa un compuesto
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organico que sera sintetizado por la planta y lo utilizard como alimento (Valdés &

Caballeros, 2015, pags. 39-43).

A su vez, la fluorescencia es un parametro que mantiene estrecha relacion con la
clorofila, debido a que ,una vez que la energia luminica es absorbida pueda tomar tres
rutas diferentes, la primera cuando la energia es trasladada al fotosistema | y
fotosistema 11 y a su vez es llevada a los centros de reaccion donde se produce la
fotosintesis; del 3-5 % de la energia absorbida no es usada en el proceso de fotosintesis
de tal forma que es remitida a manera de fluorescencia y la otra parte del 95-97 % se
disipa a manera de calor, por lo tanto, al medir la fluorescencia permitird obtener
informacidn de la eficiencia fotosintética vegetal (Jiménez, Alvarado, & Balaguera,

2015, pags. 150-151).

1.6.1 Eficiencia fotosintética

La medicion de la eficiencia fotosintética es una técnica que permite determinar los
niveles de estrés tanto bidtico como abidtico en plantas, y dafios asociados al mismo,
a través del andlisis de la absorcion y empleo de la energia luminica para la emision
de una fluorescencia determinada, resultando una técnica adecuada y no invasiva
(Melo, Souza, & Cunha, 2017, pags. 232-233), a diferencia de otras técnicas que
implican la destruccién o corte del tejido vegetal para el andlisis de las muestras, de
manera que la planta se ve afectada una seccion o completamente, por ejemplo la
evaluacion del estado de desarrollo y estado fisioldégico vegetal a través de
espectroscopia de infrarrojo cercano o la medicion de la fluorescencia por medio de la
técnica de fluorescencia inducida con laser que provoca la destruccion de la muestra,
por lo tanto la medicion de eficiencia fotosintética mediante un fluorometro portéatil no
resulta invasiva al no alterar el sistema vegetal sin provocar la muerte del explante

(Quintero & Correa, 2010). Al mismo tiempo es una herramienta que permite
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esclarecer los mecanismos fotosintéticos y las modificaciones que se producen en las
plantas por el estrés causado por diferentes factores, que provocan cambios en los
centros de reaccion del fotosistema (PSII) como un deficiente transporte electronico
en los fotosistemas y dafios en los centros de reaccion del PSII (Silveira, Santos,
Ferreira, Santos, & Silva, 2017, pags. 3-4). Por lo tanto, la eficiencia fotosintética
permite identificar cualquier alteracion fisiologica que influya en el funcionamiento
del fotosistema Il (PSII); permite estimar el estrés sufrido por la planta, mediante el
control de la fluorescencia emitida que se obtiene a partir de la Fy(fluorescencia
minima) que representa el nivel minimo alcanzado por la fluorescencia al estar
expuesto a la luz de tal forma que se encuentren los centros de reaccion del PSII
abiertos (permiten el paso de la luz), de manera que la fluorescencia aumente hasta un
nivel en que se asume que los centros reaccion del PSII se cierran dando la
F, (fluorescencia méaxima), obteniendo la F, (fluorescencia variable) como resultado
de la diferencia entre F, con F,, por lo tanto, la relaciéon F,/F,, representa la
proporcion de la fluorescencia variable en relacion a la fluorescencia maxima (Garrido,
2016). La fluorescencia de la clorofila es una de las técnicas mas populares en la
fisiologia de las plantas, tiene la facilidad de proveer informacion detallada sobre el
estado del fotosistema Il (PSII) a un coste relativamente bajo (Murchie & Lawson,
2013, pags. 3983-3998). El estado del PSII esta determinado por la fluorescencia
emitida, debido a que una eficiencia fotosintética entre 0,75 a 0,86 no representa estrés
y por ende el PSII se encuentra en perfectas condiciones, mientras que un valor entre
0,69 a 0,74 representa zonas con estrés bajo y finalmente eficiencias bajo 0,69

representan alto estrés y dafios en el PSII (Melo, Souza, & Cunha, 2017).
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Capitulo 2

2 Metodologia

2.1 Localizacion

La investigacion se desarrollo en el laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la carrera
de Biotecnologia de los Recursos Renovables de la Universidad Politécnica Salesiana,
ubicado en la provincia de Pichincha, del canton Quito, Parroquia el Girdn. Las plantas
se mantuvieron en el cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas con una

temperatura entre 20 - 25 °C y una humedad relativa entre 43 y 60 %.

2.2 Evaluacion de sales M&S en dos variedades de brocoli.

2.2.1 Eleccion del explante y Protocolo de desinfeccion

El material inicial empleado fueron semillas de dos variedades de brécoli Top Head
F-1 y Waltham 29, que se adquirieron en la provincia de Tungurahua canton Ambato

y la provincia de Pichincha cantdn Quito, respectivamente.

En el protocolo de desinfeccion los explantes seleccionados fueron esterilizados
superficialmente durante 2 minutos en Etanol al 80 %, a continuacién se sumergieron
en Hipoclorito de Sodio (NaClO) al 30 % con tres gotas de Tween 20 en agitacion
constante por 18 minutos. Finalmente, se enjaguaron 4 veces consecutivas en agua
destilada estéril, de acuerdo al procedimiento realizado por Ravanfar, Aziz &
Shabanimofrad (2013).

A continuacion, se desinfectdé la cAmara de flujo laminar con alcohol al 70 % y
exposicion a la luz ultravioleta (UV) durante 15 min, junto al instrumental a emplearse.

Concluido el proceso de desinfeccion se efectud la siembra.
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2.2.2 Fase de Introduccion

El medio de cultivo para esta fase fue Murashige y Skoog (M&S). Se evaluaron tres
concentraciones de sales (100 %, 50 % y 25 %) para seleccionar la concentracion
optima en semillas de brocoli. Adicionalmente el medio fue enriquecido con 20 g/L de
sucrosa, 1 g de carbon activado y 5 g/L de agar, se trabajo con un pH entre 5,6 y 5,8.
A continuacion los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave durante 30

minutos a 121 °C y 15 PSI.

2.2.2.1 Factores de estudio
a) Tres concentraciones de sales M&S: M1 (100 %), M2 (50 %) y M3 (25 %)

b) Dos variedades de Brocoli: V1(Top Head F-1) y V2 (Waltham 29)
2.2.2.2 Tratamientos
Para determinar el mejor tratamiento, se sembraron semillas de brocoli en medio M&S
con concentraciones de sales al 100 % (M1), 50 % (M2) y 25 % (M3), con dos
variedades de brécoli que fueron Top Head F-1 (V1) y Waltham 29 (V2), para esto los
tratamientos se codificaron como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1.

Tratamientos para la evaluacién de las concentraciones de sales M&S al 100
%, 50 % y 25 % en semillas de Brocoli durante la fase de introduccion y
multiplicacién in vitro

Interaccion variedad de brocoli y concentracion de

Tratamiento sales M&S

M1V1 Variedad Top Head F-1 cultivada en medio M&S al 100 %
M2V1 Variedad Top Head F-1 cultivada en medio M&S al 50 %
M3V1 Variedad Top Head F-1 cultivada en medio M&S al 25 %
M1V2 Variedad Waltham 29 cultivada en medio M&S al 100 %
M2V2 Variedad Waltham 29 cultivada en medio M&S al 50 %
M3V2 Variedad Waltham 29 cultivada en medio M&S al 25 %

Nota: Elaborado por los autores (2018).
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2.2.2.3 Unidad experimental
La unidad experimental estuvo conformada por contenedores de plastico de 6,5 cm de
longitud y 7,5 cm de didmetro; con 30 mL de medio de cultivo, sembrado con 6

semillas de Brécoli.

2.2.2.4 Analisis estadistico

2.2.2.4.1 Disefo experimental
Se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) dispuesto en un arreglo factorial
3x2 (3 concentraciones de sales M&S por 2 variedades). Se efectuaron cuatro

repeticiones para cada tratamiento.

2.2.2.4.2 Analisis para prueba de normalidad
Se empled el andlisis de Shapiro Wilks para determinar las variables paramétricas y

las variables no paramétricas y establecer el analisis de estadistico apropiado.

2.2.2.4.3 Analisis de varianza, Kruscal Wallis y analisis funcional

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias significativas
en variables paramétricas y de Kruscal Wallis para variables no paramétricas, el
analisis funcional se llevd a cabo con la prueba significativa de Tukey al 5 % para los

factores de estudio y sus interacciones con ayuda del programa software INFOSTAT.

2.2.2.5 Variables y métodos de evaluacién

2.2.2.5.1 Porcentaje de germinacion

Se reportd la germinacion de las semillas cada 7 dias mediante la observacion visual
hasta los 15 dias a partir de la siembra. Se determind la presencia germinativa (emision

de la radicula) en relacion a la poblacion total de cada tratamiento por 100.
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2.2.2.5.2 Numero de Hojas
Se contabilizo la cantidad de hojas por explante cada 7 dias, a través de la observacién

visual hasta el final de esta fase.

2.2.2.5.3 Longitud del tallo
Se midié la longitud del explante con una regla, semanalmente durante 15 dias, la
medicion fue realizada en centimetros (cm) con una regla desde la base del tallo hasta

la yema terminal del explante.

2.2.2.5.4 Color de las hojas

Se midié el color de las hojas con una escala cualitativa dando valores a los colores
por medio de una escala colorimétrica mediante la comparacion visual al final de la
fase, se califico la ausencia de color con 0 y la mayor coloracion con 5 (Esmeralda),
siendo los colores 4 (oliva) y 5 (esmeralda) éptimos para la variable color de hoja

(Figura 1).

Menta

S 4 3 2 1

Figura 1.Escala colorimétrica para hojas de Brassica oleracea var. Italica.

Fuente: Villar & Ortega (2003)

2.2.2.5.5 Consistencia del Tallo
Se determin0 la presencia de vitrificacion del explante al final de la fase, se midi6 con
una escala cualitativa de presencia y ausencia de vitrificacion, asignandole valores de

10 a la presencia, 5 a la ausencia y con 0 a la ausencia del explante.
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2.2.2.5.6 Diametro 6ptimo del tallo

Se realizd la observacion del diametro éptimo del tallo al finalizar la fase, se tomd
como parametro final para determinar el paso a la fase siguiente, se valoré con 10 al
tallo grueso (mayor o igual a 2 mm), con 5 al tallo delgado (menor a2 mm) y con 0 a

la ausencia del explante.

2.2.3 Fase de Multiplicacion:

Los explantes provenientes de la fase I, fueron cultivados en un nuevo medio basal
M&S con concentracion de sales de 100 %, 50 % y 25 %. El medio se suplementd
con 5,0 g/L de Agar, 1 g/L de carbon activado, 20 g/L de sucrosa y una concentracion
fija de 0,2 mg/L de AIA (Acido Indol Acético) (Danaila, Rosu, Ionica, Visan, &
Dobrinoiu, 2012). La fase se llevo acabo en un tiempo de 15 dias, seguido de un

subcultivo baja las mismas condiciones durante 20 dias.

2.2.3.1 Factores de estudio
a) Tres concentraciones de sales M&S: M1 (100 %), M2 (50 %) y M3 (25 %)
b) Dos variedades de Brocoli: V1(Top Head F-1) y V2 (Waltham 29)

2.2.3.2 Tratamientos

Los tratamientos se realizaron de acuerdo a lo detallado en la tabla 1.

2.2.3.3 Unidad experimental
La unidad experimental estuvo conformada por contenedores de plasticos de 9 cm de
longitud y 5 cm de diametro; con 30 mL de medio de cultivo, con 2 plantulas de

Brocoli.
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2.2.3.4 Analisis estadistico

2.2.3.4.1 Disefo experimental
Se empled un Disefio Completamente al Azar (DCA) dispuesto en un arreglo factorial
3%2 (3 concentraciones de sales M&S por 2 variedades). Se realizo doce repeticiones

para cada tratamiento.

2.2.3.4.2 Analisis para prueba de normalidad
Se empled el andlisis de Shapiro Wilks para determinar las variables paramétricas y

las variables no paramétricas, y establecer el analisis estadistico apropiado.

2.2.3.4.3 Analisis de varianza, Kruscal Wallis y analisis funcional

Se empleo el anélisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias significativas
en variables paramétricas y de Kruscal Wallis para variables no parameétricas, el
analisis funcional se llevé a cabo con la prueba significativa de Tukey al 5 % con ayuda

del programa software INFOSTAT.

2.2.3.5 Variables y métodos de evaluacion

2.2.3.5.1 Longitud del tallo

Se midié la longitud del explante en centimetros (cm) con papel milimetrado estéril
antes de ingresar a la fase de multiplicacion y al finalizar la fase, desde la base del tallo

hasta la yema terminal.

2.2.3.5.2 Porcentaje de Brotacion
Se evalud el porcentaje de brotacion al final de la fase, se calificé con 100 a los dos

explantes brotados, 50 solo un explante brotado y con 0 la ausencia de brotacion.

2.2.3.5.3 Diametro 6ptimo del tallo
Se realizd la observacion del diametro éptimo del tallo al finalizar la fase, se tomé

como parametro final para determinar el paso a la fase siguiente, se valoré con 10 al
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tallo grueso (mayor o igual a 2 mm), con 5 al tallo delgado (menor a 2 mm) y con 0 a

la ausencia del explante.

2.3 Fase de aclimatacion: Evaluacion de sustratos

Se tomaron al azar vitroplantas de brécoli procedentes de la fase de multiplicacion,
mismas que fueron adaptadas a dos diferentes sustratos estériles para ser evaluadas.
Las plantas fueron regadas con agua destilada estéril tres veces por semana, durante

28 dias de evaluacion.

2.3.1 Factores de estudio
a) Dos Sustratos para adaptacion: S1 (50 % de turba + 50 % de bentonita) y S2
(75 % de turba y 25 % de humus).

b) Dos variedades de Brdcoli: V1(Top Head F-1) y V2 (Waltham 29)

2.3.2 Tratamientos

Para seleccionar los sustratos 6ptimos, las vitroplantas de brécoli fueron sembradas en
dos sustratos diferentes que fueron turba con bentonita (S1) y turba con humus (S2),
con dos variedades de brdcoli que fueron Top Head F-1 (V1) y Waltham 29 (V2), para

eso los tratamientos se codificaron como se muestra en la tabla 2:

Tabla 2.
Tratamientos para aclimatacion de dos variedades de Brocoli en dos sustratos
diferentes.
Tratamiento Interaccion sustrato- variedad
Variedad Top Head F-1 adaptada a Turba 50 % (P/P) +
S1vi1 bentonita 50 % (P/P).
Variedad Top Head F-1 adaptada a Turba 75 % (P/P) + Humus
S2v1 25 % (P/P).
Variedad Waltham 29 adaptada a Turba 50 % (P/P) + bentonita
S1V2 50 % (P/P).
Variedad Waltham 29 adaptada a Turba 75 % (P/P) + Humus 25
S2V2 % (P/P).

Nota: Elaborado por los autores (2018).
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2.3.3 Unidad experimental
La unidad experimental a utilizarse fue una bandeja plastica de 22 cm de longitud 22

cm de diametro, con 130 g de sustrato, con seis vitroplantas de Brdcoli.

2.3.4 Analisis estadistico

2.3.4.1 Disefio experimental
Se realiz6 un Disefio Completamente al azar (DCA) dispuesto en un arreglo factorial

2x2 (2 sustratos por 2 variedades). Se efectu0 tres repeticiones para cada tratamiento.

2.3.4.1.1 Analisis para la prueba de normalidad
Se empled el andlisis de Shapiro Wilks para determinar las variables paramétricas y

las variables no paramétricas y establecer el analisis estadistico apropiado.

2.3.4.1.2 Analisis de varianza, Kruscal Wallis y analisis funcional

Se utilizo el analisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias significativas
en variables paramétricas y de Kruscal Wallis para variables no paramétricas, el
analisis funcional se llevé a cabo con la prueba significativa de Tukey al 5 % con ayuda

del programa software INFOSTAT.

2.3.5 Variables y métodos de evaluacion

2.3.5.1 Longitud del tallo

Se midid la longitud de la plantula en centimetros (cm) con ayuda de una regla antes
de ingresar a la fase de aclimatacion y al finalizar la fase, desde la base del tallo hasta

la yema terminal.

2.3.5.2 Porcentaje de enraizamiento
Se contabiliz6 el numero de plantas que enraizaron, en relacion a la poblacién total de

cada tratamiento por 100, la evaluacion se realizé al final de la fase.

29



2.4 Evaluacion de la eficiencia fotosintética

La actividad del fotosistema Il se midié con el empleo del Flurémetro OS30p +. Se
tomo una hoja del explante de Brocoli que fue colocada en una pinza con su abertura
cerrada, para impedir el paso de la luz, durante 5 minutos. A continuacion, se abrio el

paso de luz para colocar en el lector y se midio la fluorescencia de la clorofila (Fv/Fm).

2.4.1 Fase de multiplicacion

Para la evaluacion de la eficiencia fotosintética los explantes de brdcoli fueron
evaluados segun los factores de estudio y la unidad experimental detallados en la fase
de multiplicacion en los literales 2.2.3.1y 2.2.3.3, los tratamientos se evaluaron segln
lo establecido en la tabla 1. Se midio la eficiencia fotosintética antes de ingresar a la

fase de multiplicacidn, en subcultivo a los 15 dias y al finalizar la fase a los 20 dias.

2.4.1.1 Andlisis de varianza y andlisis funcional para la eficiencia fotosintética
Se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA\) para establecer diferencias significativas
y el analisis funcional se llevo a cabo con la prueba significativa de Tukey al 5 % con

ayuda del programa software INFOSTAT.

2.4.2 Fase de aclimatacion

Para la evaluacién de la eficiencia fotosintética las vitroplantas de brocoli se
analizaron segln los factores de estudio y la unidad experimental detallados
anteriormente en la fase de aclimatacion, mencionado en los literales 2.3.1 y 2.3.3
respectivamente, los tratamientos fueron los establecidos en la tabla 2. Se midio6 la
actividad del fotosistema Il de las hojas en cada tratamiento cada 7 dias en un periodo

de 28 dias.
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2.4.2.1 Analisis de varianza y analisis funcional para la eficiencia fotosintética
Se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias significativas
y el anélisis funcional se llevd a cabo con la prueba significativa de Tukey al 5 % con

ayuda del programa software INFOSTAT.

2.4.2.2 Meétodo de analisis de la actividad fotosintética

La variable de actividad fotosintética (Fv/ Fm) se determina a partir de ciertos
parametros tales como el nivel de fluorescencia minina (Fo) que representa los centros
de reaccion del fotosistema 11 (PSII) en estado abierto por adaptacion de las hojas a la
oscuridad, seguido de una exposicion a la luz hasta alcanzar el nivel de fluorescencia
méaxima (Fm) representado por los centros de reaccién en estado cerrado. La
fluorescencia variable (Fv), se calcula mediante la diferencia de la fluorescencia
minima con la fluorescencia maxima (Fo-Fm), finalmente el resultado de la
fluorescencia de la clorofila mediante la relacion de la fluorescencia variable con la
méaxima fluorescencia (Fv/Fm), es el valor obtenido como fluorescencia de la clorofila

(Murchie & Lawson, 2013, pags. 3984-3985).
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Capitulo 3

3 Resultados y discusion

3.1 Evaluacién de sales M&S en dos variedades de brdcoli.

3.1.1 Fase de introduccion

Se realiz6 un andlisis de los valores obtenidos en funcion de los seis tratamientos. Se
evalu6 el porcentaje de germinacion, longitud de tallo y numero de hojas
semanalmente, mientras que las variables color de hoja, consistencia del tallo y
didmetro optimo del tallo se evaluaron al finalizar la fase, en funcion a estas ultimas

se determind el paso de las plantulas a la siguiente fase (Tabla 3).

Tabla 3.

Anadlisis estadistico para las variables porcentaje de germinacion, longitud del
tallo, color de hoja, consistencia del tallo, nimero de hojas y didmetro éptimo
del tallo, en vitroplantas de Brécoli introducidas al medio M&S.

Tlp_o de Paramétrica No paramétrica
variable
£V Germinacion Long. Color Consistencia N® c')[i)ltailmb
. o - .

(%) Tallo (cm)  Hoja del tallo Hojas del tallo
Tratamiento  0,5640 ™ 0,5296 ™ 0,0668"™  0,2767 ™ |0,3327™ 0,8960 "
Variedad >(0,9999 "  0,2083™ 0,8270™  0,5560™ |0,3681™ 0,8404"™
Sales 0,1643 ™ 0,6889 ™ 0,0095**  0,0666"™ |0,1409™ 0,4674 "™
Sale_s.* >0,9999 ™  0,4223™ 0,8232™ 0,8876™ |0,3327™ 0,8960 "
Variedad

* Diferencia significativa (p<=0,05), ** Diferencia altamente significativa (p<=0,01), ns - No
significativo. Nota: Elaborado por los autores (2018).

Para las variables porcentaje de germinacion, longitud del tallo, consistencia del tallo,
namero de hojas y diametro optimo del tallo, se determino que no existio diferencia
entre los tratamientos (p > 0,05), a su vez no presentaron diferencias en las fuentes de
variacion como: variedad, sales e interaccion (Tabla 3). Sin embargo, para la variable
color de hoja se encontro alta diferencia significativa, unicamente para la fuente de
variacion que respecta a la concentracion de sales (p <0,01) (Tabla 3).
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Tabla 4.

Promedios + error estandar para las variables porcentaje de germinacion,
longitud del tallo, color de hoja, consistencia del tallo, nUmero de hojas y
didmetro Optimo del tallo al evaluar las concentraciones de sales en explantes
de brocoli introducidas al medio, a los 15 dias de evaluacion.

Diam. Optimo
tallo

Consistencia
tallo

Germinacion  Long. Tallo

(%) (cm) Color Hoja

Sales N° Hojas

M1 9575+174a 444%024a 313+033b 538+036a 250+x053a 925+089a

M2 100,0+1,74a 4,50+024a 4,38+033a 500+036a 250+053a 10,00+0,89a

M3 100,0+1,74a 4,23%+024a 2,88+033b 625+036a 200+053a 10,00+0,89a

Nota: Promedios de letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa segin la
prueba de Tukey (<0,05). Elaborado por los autores (2018).

En la variable porcentaje de germinacion las tres concentraciones de sales fueron
adecuadas para el establecimiento in vitro de brocoli con 96 a 100 % de vitroplantas
germinadas, lo que coincide con Yussof, Wafa, & Taha (2013, pags. 179-180), quienes
probaron diferentes concentraciones de M&S para la germinacion de semillas de
Brécoli y obtuvieron buenos resultados en todos los tratamientos al obtener maltiples
brotes para la produccion a gran escala, por lo tanto durante la germinacion de semillas

de brécoli no influye notablemente la concentracion de sales M&S.

En la variable longitud del tallo las tres concentraciones de sales fueron adecuadas con
un valor promedio entre 4,23 a 4,50 cm por explante, por lo tanto los tratamientos
empleados permitieron el crecimiento del tallo sin existir diferencia entre
concentraciones.

La variable color de hoja en el medio M2 (50 %) presentd la mejor coloracion para las
dos variedades, con un promedio de 4,38 que representa un color verde oliva (Figuras
1y 2), mientras que las concentraciones de sales M1 (100 %) y M3 (25 %) fueron

semejantes estadisticamente presentando una coloracion verde y verde cartuja con un
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promedio (3,13 y 2,88, respectivamente) (Tabla 7). La concentracion de sales M2 (50
%) permite obtener explantes con mayor contenido de pigmentos verdes (clorofila).
Segun Vaca & Landazuri (2013, pags. 52-53), las plantas en medios M&S al 50 %
tienen un mayor indice de contenido de clorofila (ICC) lo que implica que su
coloracion fue mayor, mientras que a concentraciones del 100 % y 25 % se obtuvo el
menor indice de contenido de clorofila generando plantas con menor coloracion.
Presentandose una relacion entre indice de clorofila y la coloracién, a mayor indice de
clorofila existira una mayor coloracion verde en las hojas mientras que a menor indice
de clorofila las hojas presentaran una menor coloracién (Casierra, Pefia, & Ulrichs,

2011).

A B C
Figura 2. Coloracion de hojas de vitroplantas de brécoli A) M&S al 100 %, B) M&S al 50 %, C)
M&S al 25 %.

Nota: Elaborado por los autores (2018).

La variable consistencia del tallo (grado de vitrificacion) no presentd diferencias
significativas (Tabla 3) en todas las fuentes de variacién, sin embargo se puede
observar que al evaluar la concentracion de sales (Tabla 4), el medio M2 (50 %) no
mostro vitrificacion seguido de M1 (100 %) con un promedio 5,38 de mientras, que
M3 (25 %) presentd el mayor promedio para vitrificacion (6,25) (Figura 3A), estos
resultados guardan relacion con Sharry, Adema, & Abedini (2015, pag. 104), quienes
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afirman que la vitrificacion es un problema in vitro que se presenta por una reduccion
0 exceso en factores nutricionales generando un menor contenido clorofilico. Por lo
tanto las concentraciones de sales altas 100 % Yy bajas 25 % favorecen a problemas
como vitrificacion y clorosis, presentandose por una alteracion fisioldgica en las
plantas al no asimilar el exceso o la falta de nutrientes que presenta el medio M&S al

100 o0 25 %, generando los cambios mencionados en explantes de brocoli (Figura 3).

A

Figura 3.Plantas de brocoli observadas al microscopio A) V1 vitrificada en medio M&S al 25 %,
B) V2 no vitrificada en medio M&S al 50 %, C) V1 poco vitrificada en medio M&S al 100 %

Nota: Elaborado por los autores (2018).

Para la variable nimero de hojas las concentraciones de sales M1 (100 %) y M2 (50
%) presentaron el mayor nimero promedio de hojas (Tabla 4), esto coincide con
Hisayuki, Delio, & Droste (2016, pags. 1071-1072), quienes probaron concentraciones
de M&S al 100 %, 50 % y 25 % en de Vriesea incurvata, obtuvieron buenos resultados
con una dilucién de macronutrientes a una concentracion de sales al 50 % produciendo
mayor numero de hojas, mientras que el medio al 100 % mostré un reduccion en el
numero de hojas, debido a que algunas especies en exceso de nutrientes presentan una
disminucion de los parametros morfoldgicos y por ende el desarrollo del explante se

ve perjudicado.
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En la variable didmetro optimo del tallo los tres medios empleados fueron adecuados
sin presentar diferencia alguna, por lo tanto los tratamientos fueron Optimos por

presentar un diametro mayor o igual a 2 mm.

3.1.2 Fase de multiplicacion

Se efectud un andlisis de las variables: longitud del tallo, porcentaje de brotacion y
diametro dptimo del tallo (Tabla 5) para evaluar los seis tratamientos. En esta fase los
explantes fueron sembrados en diferentes concentraciones de medios M&S,

adicionado con AlA (0,2 ppm), en dosis fija.

Tabla 5.

Analisis estadistico para las variables longitud del tallo, porcentaje de brotacion
y diametro 6ptimo del tallo durante la fase durante la fase multiplicacion in

vitro
Tipo de Variable Paramétrica No paramétrico
FV Long. Tallo Brotacién Diametro
cm 0 Optimo del tallo
' (cm) (%) optimo del tall
Tratamiento 0,0009 ** 0,0150 * 0,0054 **
Variedad 0,2815™ 0,7938 ™ 0,9311 ™
Sales 0,0002 ** 0,0010 ** 0,0003 **
Sales* Variedad 0,2934 ™ 0,5150 "™ 0,0054 **

* Diferencia significativa (p<=0,05), ** Diferencia altamente significativa (p<=0,01), ns - No
significativo. Nota: Elaborado por los autores (2018).

Para los tratamientos y la concentracion de sales M&S, las variables longitud del tallo
y didmetro 6ptimo del tallo presentaron alta diferencia significativa (p <0,01) mientras
que porcentaje de brotacion (p < 0,05) presentd diferencia estadistica para tratamientos
y alta diferencia estadistica en concentracion de sales, ademaés la variable didmetro
optimo del tallo, también presentd alta diferencia significativa para la interaccion
concentracion de sales por variedad (Tabla 5). Mientras que para las tres variables

evaluadas la variedad no presento6 diferencias (p > 0,05).

36



Para la variable longitud del tallo las mejores concentraciones de sales fueron M1 (100
%) y M2 (50 %) por presentar los mayores valores promedio con 4,5y 3,3 cm
respectivamente. Mientras que el tratamiento M1V1 (Variedad 1 en medio M&S 100
%) resultd el mejor (Tabla 6), por presentar el valor promedio mas alto (5,39 cm),
seguido por los tratamientos M1V2, M2V1y M2V2, que comparten el mismo rango
de significancia; por lo tanto, se recomienda concentraciones alta 0 media de sales para
obtener explantes con una longitud adecuada durante la fase de multiplicacion in vitro,
esto concuerda con Pérez & Castafieda (2017, pags. 102-103), quienes obtuvieron
resultados similares en mora silvestre al evaluar el medio M&S reducido 0 no en un
50 % y suplementado con diferentes concentraciones de AIA y BAP, determinando
que la concentracion de sales al 50 % suplementado con AIA fue el tratamiento mas
adecuado para generar una mayor longitud del tallo, seguido de cerca por el medio al

100 % ya que fueron estadisticamente semejantes.

Tabla 6.

Promedios + error estandar para las variables longitud del tallo, porcentaje de
brotacion y didmetro dptimo del tallo al evaluar las concentraciones de sales y
tratamientos en explantes de brocoli en fase de multiplicacion in vitro

Sales Long. Tallo Brotacion , Diémetro
(cm) (%) optimo Tallo
M1 454 +0,46 a 100,00 £ 4,69 a 8,33+0,56 a
M2 3,39+046a 93,75+4,69ab  7,83+0,56 ab
M3 1,66 £0,46 b 77,08 +4,69 b 5,00+ 0,56 b

Tratamiento Long. Tallo Brotacion , Diémetro
(cm) (%) optimo Tallo
M1Vl 539+0,65a 100,00 + 6,67 a 8,33+0,46a
M2V1 3,62+ 0,65ab 9583+6,67a 7,75+0,46 ab
M3V1 1,48+0,65b 75,00 £ 6,67 b 5,08 +£0,46 ¢
M1V2 3,72+ 0,65ab 100,00 + 6,67 a 8,33+046a
M2V2 3,19+ 0,65 ab 91,67 +6,67 a 792+046a
M3V2 1,85+0,65b 79,17 £ 6,67 b 492+0,46cC

Nota: Promedios de letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa segun la

prueba de Tukey (<0,05). Elaborado por los autores (2018).
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Para la variable porcentaje de brotacion la mejor concentracion de sales fue M1 (100
%) llegando al 100 % de explantes brotados, seguido por M2 (50 %), esta Ultima
comparte caracteristicas semejantes con la concentracion M3 (77 % de brotacion), por
esta razén la concentracion de sales M1 resultd Optima. Los mejores tratamientos
fueron M1V1, M1V2, M2V1 y M2V2 ya que comparten el mismo rango de
significancia (Tabla 6) con un promedio superior al 91 % de brotacion; los datos
obtenidos concuerdan con estudios realizados por Rios, Enriquez, Rodriguez, & Ruiz
(2017, pags. 288-289), quienes obtuvieron buenos resultados en Agave angustifolia al
probar AIA y BAP en medio M&S al 100 % durante la fase multiplicacion in vitro,
demostraron que la presencia de AIA en el medio M&S promueve la formacion y el
buen desarrollo de brotes, permitiendo su correcta proliferacion; ademas, encontraron
una correlacion positiva, a mayor concentracion de AIA se genera mayor numero de
brotes, por lo tanto se recomiendan para ambas variedades las concentraciones de sales
M1y M2 empleadas para la multiplicacion de brécoli con la adicion de 0,2 ppm de
AlA, como se evalu6 en la presente investigacion funcionan adecuadamente para
ambas variedades.

Para la variable didmetro 6ptimo del tallo, el medio M1 (100 %) result6 el mejor con
un valor promedio de 8,33 que significa que la mayoria de vitroplantas obtuvieron un
didmetro igual o mayor a 2 mm, mientras que los tratamientos M1V1, M1V2 y M2V2
fueron los mejores seguidos de M2V1 (Tabla 6) de tal forma que para las dos
variedades los tratamientos con mayor concentracion de sales M1 y M2, fueron los
mejores con un didmetro de tallo mayor a 2 mm (Figura 4), por lo que fueron elegidos
para pasar a la siguiente fase. Segun Enriquez, Rodriguez, & Campos (2016, pag. 269),

las concentraciones de sales altas (M&S al 100 %) producen plantas con mayor
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diametro del tallo, mientras que las concentraciones de sales bajas (25 %) no abastecen

al desarrollo del tallo generando plantas de menor grosor.

A

Figura 4.Diametro del tallo de las vitroplantas de brécoli A) < a 2 mm en M&S al 25 % variedad
1, B) =a 2 mmen M&S al 50 % variedad 2 C) >a 2 mm en M&S al 100 % variedad 1

Nota: Elaborado por los autores (2018).

3.2 Evaluacion de sustratos

3.2.1 Fase de aclimatacion

Se analizo la longitud del tallo y el porcentaje de enraizamiento al finalizar la fase para
evaluar los cuatro tratamientos (Tabla 7). Los sustratos evaluados fueron: S1 (50 % de
turba y 50 % bentonita) y S2 (75 % de turba y 25 % de humus).

Tabla 7
Andlisis estadistico para las variables longitud del tallo y porcentaje de
enraizamiento, para la evaluacion de los sustratos.

F.Vv Long. Tallo (cm) Enraizamiento (%b)
Tratamiento 0,0002 ** 0,0001 **
Sustrato <0,000] ** <0,0001 **
Variedad 0,7063 ™ >0,9999 ™
Sustrato* ns ns
Variedad 0,2660 0,5239

* Diferencia significativa (p<=0,05), ** Diferencia altamente significativa (p<=0,01), ns - No
significativo. Nota: Elaborado por los autores (2018).

Las variables longitud del tallo y porcentaje de enraizamiento presentaron alta

diferencia significativa (p < 0,01) tanto en los tratamientos como en los sustratos
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utilizados, mientras que para la variedad y la interaccion no existio diferencia

estadistica.

Tabla 8.

Promedios + error estandar para las variables longitud del tallo y porcentaje de
enraizamiento, al evaluar los sustratos y tratamientos en plantulas de brdcoli
durante la fase de aclimatacion.

Sustrato Long. Tallo (cm) Enraizamiento (%)

S1 250+£0,49b 13,89+5,89 b

S2 8,36 £0,49 a 91,67+5,89a
Tratamiento Long. Tallo (cm) Enraizamiento (%0)

S1v1 1,95+0,69b 11,11 +£8,33 Db

S2V1 8,08 £ 0,69 a 94,44 +8,33 a

S1Vv2 3,04£0,69b 16,67 £8,33 b

S2V2 8,64 £ 0,69 a 88,89 +£8,33a

Nota: Promedios de letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa segin la
prueba de Tukey (<0,05). Elaborado por los autores (2018).

Para la variable longitud del tallo el mejor sustrato fue S2 (75 % turba y 25 % humus),
con un promedio de 8,36 cm. Los mejores tratamientos fueron S2V1 y S2V2 con los
mas altos valores con unos promedios de longitud del tallo de 8,08 y 8,64 cm
respectivamente (Tabla 8), de tal forma que al combinar el humus con la turba se
obtuvieron resultados favorables, mismos que concuerdan con concuerdan con
Jiménez, y otros (2012, pags. 42-43), quienes recomiendan para la fase de aclimatacién
de vitroplantas de malanga, platano y guayaba usar humus como sustrato, debido a
que presenta caracteristicas quimicas que permite que las plantas obtengan los
nutrientes y materia organica necesarios durante la etapa inicial de desarrollo y
crecimiento. Ademas, estudios realizados por Benavides & Cérdoba (2015),
obtuvieron buenos resultados en el crecimiento de plantas de Geranium chilloense
Willd. Ex Kunth. y Lupinus pubescens Beth presentando los mayores valores en

longitud, ya que segin Moreno, Alvarez, Balaguera, & Fischer (2009, péags. 6-7), la
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turba al permitir mayor acumulacién de fotoasimilados, provee un efecto estimulador

para el desarrollo y crecimiento de las plantas.

Para la variable porcentaje de enraizamiento el sustrato compuesto por turba y humus
(S2), resulto ser el mejor para lograr el enraizamiento en vitroplantas de brocoli, con
un 91,7 % de formacion de raices (Figura 5). Los tratamientos S2V1 y S2V2 fueron
adecuados al presentar los valores promedio mas altos (94,4 y 88,9 %,
respectivamente), por lo tanto se sugiere emplear la combinacion de los sustratos turba
y humus en una relacion 3:1 para alcanzar un enraizamiento cercano al 90 %. Debido
a que el humus durante la aclimatacion de plantas permite retener gran cantidad de
agua, favorece un adecuado intercambio catidnico, el aporte de nutrientes y mayor
permeabilidad (Barbon, y otros, 2014, pags. 211-213), caracteristicas que favorecieron
al enraizamiento de las plantas de brécoli en la presente investigacion. Ademas al
combinar humus con turba los resultados fueron favorables ya que, segin Moreno,
Alvarez, Balaguera & Fischer (2009, pags. 6-7), la turba es un sustrato adecuado para
el crecimiento de raices porque provee una apropiada humedad, contenido de

nutrientes y una correcta aireacién por la porosidad que ofrece permitiendo el

desarrollo de las raices.

Figura 5. Plantas de brocoli al final de la fase de aclimataciéon A) V1y V2 en S1 (turba y bentonita)
B) V1y V2 en S2 (Turbay humus)
Nota: Elaborado por los autores (2018).
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3.3 Evaluacion de la eficiencia fotosintética

3.3.1 Fase de multiplicacion

Se realizo6 una evaluacion sobre eficiencia fotosintética de los explantes que provenian
de la fase Il, los tratamientos (Tabla 1) fueron valorados al ingreso, en subcultivo y al

final de la fase de multiplicacion (Tabla 9).

Tabla 9.

Analisis estadistico para la variable de eficiencia fotosintética, evaluada al
ingreso de la fase, durante el ingreso de subcultivo y al final de la fase de
multiplicacion.

Eficiencia  Eficiencia Eficiencia

FV Ingreso Subcultivo Final
Tratamiento 02192™  <00001** <0,0001**
Variedad 0,6233 ™ 0,0002** 0,4645 ™
Sales 0,2356 ™ 0,0004** < 0,0001**

Sales* Variedad  0,1410 ™ 0.0615 " 0,3505 ™

* Diferencia significativa (p<=0,05), ** Diferencia altamente significativa (p<=0,01), ns - No
significativo. Nota: Elaborado por los autores (2018).

Para la variable eficiencia fotosintética en subcultivo existio alta diferencia
significativa (p < 0,01) en concentracion de sales, variedad y tratamientos, mientras
que al finalizar la fase existio alta diferencia significativa (p < 0,01) en la concentracién

de sales y tratamientos (Tabla 9).

Para la variable eficiencia fotosintética al ingreso de la fase de multiplicacion las
plantulas no presentaron diferencias, lo que significa que todas las plantulas ingresaron

en las mismas condiciones fisiologicas.

En subcultivo, las mejores concentraciones de sales fueron M1 (100 %) y M2 (50 %)
ya que presentaron un alto valor promedio (0,73 y 0,69, respectivamente), de igual
manera al finalizar la fase los medios M1y M2 resultaron los mejores con los valores

mas altos con un promedio de 0,72 y 0,64 correspondientemente. Sin embargo M1 se
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considera el medio optimo debido a que presenta los niveles de estrés mas bajos. Segun
Melo, Souza, & Cunha (2017, pags. 235-236), los valores de Fv/Fm entre 0,75 a 0,86
representan un estado sin estres, por lo tanto, el sistema fotosintético PSII de la planta
se encuentra en perfectas condiciones con niveles altos en la eficiencia de conversion
fotosintética de PSII, mientras que valores de Fv/Fm inferiores a 0,69 presentan niveles
de estrés altos, pues a medida que disminuye la eficiencia fotosintética se generan
dafos en el centro de reaccién del PSII. Los resultados difieren con los descritos por
Vaca & Landazuri (2013, pag. 53), quienes obtuvieron buenos resultados en
vitroplantas de mora para la actividad del PSII con una concentracién de sales al 50
%, para las vitroplantas de brécoli se recomienda una mayor concentracion de sales
(M&S al 100 %) para mantener el buen funcionamiento del PSII, esto se debe a los

requerimientos propios de cada especie.

Tabla 10.

Promedios + error estandar para la variable eficiencia fotosintética al evaluar
las concentraciones de sales, variedad y tratamientos en explantes de brocoli
durante la fase de multiplicacién in vitro.

Sales Eficiencia Ingreso  Eficiencia Subcultivo  Eficiencia Final
M1 0,75+ 0,004 a 0,73+0,02a 0,72+0,03a
M2 0,74 £ 0,004 a 0,69+0,02a 0,64 +£0,03a
M3 0,74 £ 0,004 a 0,60 +£0,02 b 0,41+£0,03b

Variedad Eficiencia Ingreso  Eficiencia Subcultivo  Eficiencia Final
V1 0,75+ 0,004 a 0,72+0,02 a 0,69+0,02a
V2 0,74 £ 0,004 a 0,62+0,02b 0,58+0,02a
Tratamiento  Eficiencia Ingreso  Eficiencia Subcultivo  Eficiencia Final
M1V1 0,74 £0,01a 0,75+0,03a 0,73+0,03a
M2V1 0,75+0,01a 0,72+ 0,03 a 0,63+ 0,03 ab
M3V1 0,74+£0,01a 0,71+£0,03 a 0,46 = 0,03 bc
M1V2 0,76 £ 0,01 a 0,69+0,03a 0,72+ 0,03 a
M2V2 0,74+£0,01a 0,64 £0,03 ab 0,66 + 0,03 ab
M3V2 0,74+0,01a 0,52+0,03Db 0,35+0,03¢c

Nota: Promedios de letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa la prueba
de Tukey (<0,05). Elaborado por los autores (2018).
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También se encontré diferencia estadistica entre las variedades durante el subcultivo,
resultando V1 (Top Head F1) la mejor variedad con un valor promedio de 0,72 (Tabla
10), los resultados obtenidos son semejantes a los obtenidos por Lino, Lima, Rabelo
& Rolim (2017, pags. 1-2), quienes evaluaron la eficiencia fotoquimica en diferentes
variedades de Copaifera sp., presentando diferentes valores de Fv/Fm, debido a que
cada especie presenta diferencias tanto morfolégicas como anatémicas intraespecificas

que generan respuestas diferentes en cuanto a su funcionamiento.

Los tratamientos en subcultivo que presentaron los valores promedio mas altos (fuera
del rango de estrés alto) fueron M1V1, M2V1, M3V1y M1V2 (0,75;0,72; 0,71y 0,69,
respectivamente) ya que comparten el mismo rango de significancia, seguidos por el
tratamiento M2V2 (0,64); M3V2 fue el tratamiento que presentd el menor valor
promedio (0,52). Mientras que en la fase final los mejores tratamientos fueron M1V1
y M1V2 por presentar el valor promedio mas alto (0,73 y 0,72, respectivamente, ambos
fuera del rango de estrés alto) sequido de M2V2 y M2V1 con un valor promedio de
0,66 y 0,63 respectivamente (Tabla 10). Los tratamientos cultivados M3 (25 %)
resultaron desfavorables con un rango promedio de 0,46 a 0,35; Silveira, Santos,
Ferreira, Santos, & Silva (2017, pags. 5-6), reportan una concentracion de sales al 25
% genera altos niveles de estrés con un valor de eficiencia bajo en explantes de
Brachiaria decumbens, debido a como concentracion de sales, reduciendo la captura
de energia en los centros de reaccion del PSII, lo que produce el deterioro de la planta

e inclusive su muerte.

3.3.2 Fase de aclimatacion
Se realizd un seguimiento semanal de los valores de eficiencia fotosintética en un

periodo de 28 dias (Tabla 11), en el cual las dos variedades de brécoli se adaptaron a
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dos sustratos diferentes, los sustratos evaluados fueron: S1 (50 % de turba y 50 %

bentonita) y S2 (75 % de turba y 25 % de humus).

Tabla 11.

Anédlisis estadistico para la variable de eficiencia fotosintética para la
evaluacion semanal de los sustratos durante la fase de aclimatacion.

£V Eficiencia Eficiencia Eficiencia Eficiencia Eficiencia

' Ingreso Semanal Semana?2 Semana3 Semanad4

Tratamiento 0,6158™ 0,0003 ** < 0,0001 ** <0,0001 ** <0,0001 **

Sustrato 0,464 ™ < 0,0001 ** <0,0001 ** <0,0001 ** <0,0001 **
Variedad 0,8042™ 0,8345"™ 0,6414 ™ 0,0981 ™ 0,1775™

Sustrato* Variedad 0,2990™  0,7154™  0,5270™  0,8823™  0,9873 "™

* Diferencia significativa (p<=0,05), ** Diferencia altamente significativa (p<=0,01), ns - No
significativo. Nota: Elaborado por los autores (2018).

La variable eficiencia fotosintética present6 alta diferencia estadistica (p < 0,01) desde
la semana uno hasta finalizar la fase de aclimatacion (semana cuatro) tanto en
tratamientos como en sustratos (Tabla 11), mientras que en el ingreso a la fase no

present6 diferencia significativa en todas las fuentes de variacion (Figura 6).

A

Figura 6. Plantulas de brocoli al ingreso de aclimatacion A) V1en S1y S2, B) A) V2en S1y S2

Nota: Elaborado por los autores (2018).
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Al evaluar la eficiencia fotosintética en aclimatacion, las plantulas durante el ingreso
no presentaron diferencias, lo que significa que todas las plantas ingresaron en un

mismo estado fisiologico.

Tabla 12.

Promedios + error estdndar para la variable eficiencia fotosintética al evaluar
los sustratos en plantulas de brocoli durante la fase de aclimatacion.

Eficiencia  Eficiencia Eficiencia Eficiencia Eficiencia
Ingreso Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
S1 0,72+0,01a 051+001b 051+001b 051+001b 051+0,01b
S2 0,73+0,01a 0,72+0,01a 0,72+0,01a 0,72+0,01a 0,72+0,01a
Nota: Promedios de letras diferentes en la misma columna indican diferencia significativa segun la

Sustrato

prueba de Tukey (<0,05). Elaborado por los autores (2018).

El sustrato S2 (75 % turba y 25 % humus) resulto el mejor con el valor de eficiencia
mas alto durante los 28 dias de evaluacidn, manteniéndose en un valor promedio de
0,72 desde la primera semana hasta finalizar la fase de aclimatacién (Tabla 12) lo que
implica niveles de estrés bajos, debido a que se encuentra dentro del rango entre 0,69

a 0,75 (Melo, Souza, & Cunha, 2017).

Los tratamientos al inicio de la fase se encontraban en un rango entre 0,71 a 0,75 sin
presentar diferencia alguna, en el transcurso semanal se puede observar que los
tratamientos S2V1 y S2V2 presentaron los valores de eficiencia mas altos
demostrando que las plantulas de brocoli en el sustrato S2 (Turba y Humus)
presentaron bajos niveles de estrés pues los valores de eficiencias fotosintéticas
obtenidas no fueron inferiores a 0,69 llegando a obtener un valor promedio de 0,74 y

0,71 tanto en S2V1 como S2V2 respectivamente (Figura 6).
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Evaluacioén de la eficiencia fotosintética en funcién de los
tratamientos en fase de aclimatacion
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Figura 7. Curvas de la evaluacién semanal de los tratamientos en fase de aclimatacién

Nota: Elaborado por los autores (2018).

Por otro lado, los tratamientos S1V1 y S1V2 se puede observar una disminucion
progresiva de la eficiencia fotosintética a partir de la semana uno hasta finalizar la fase
de aclimatacion, presentando los menores valores promedio (0,08 y 0,05,

respectivamente) con una elevada cantidad de plantulas muertas (85 %) (Figura 8).

Semana 1 Semana 2 Semana 1

I

Semana 2
T EME Tt Y

A B

Figura 8. Plantulas de brdcoli durante la semana uno y dos de aclimatacion A) V1 en S1, B) V2 en S1

Nota: Elaborado por los autores (2018).
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De los valores obtenidos, se determiné que las dos variedades respondieron
correctamente a S2 que contenia turba y humus, al presentar una eficiencia
fotosintética alta (0,72) en condiciones ex vitro (Figura 9), esto puede atribuirse a lo
sefialado por Angulo, y otros (2017, pags. 7-8), quienes afirman que al medir la
eficiencia fotoquimica en variedades de Capsicum annuum L. se puede determinar los
dafos asociados al PSIl al comparar plantas fertilizadas versus no fertilizadas,
obteniendo como resultado un gran potencial fotosintético en las plantas fertilizadas,
por la alta disponibilidad de nutrientes lo que genera bajos niveles de estrés. Las
plantas de brocoli aclimatadas en turba y humus, presentaron altos valores de
eficiencia fotosintética lo que refleja un estado fisiolégico y de sanidad bueno,
resultados que fueron posibles gracias a los nutrientes que aporta el humus al ser un
fertilizante organico, con abundante actividad bioldgica (Flora bacteriana) (Soto, Pifia,

Sanchez, Pérez, & Basurto, 2016, pag. 141).

Semana 1 ~ Semana 2

e TN
L 36

1e

1

— s

Figura 9.Plantulas de brdcoli durante la semana uno y dos de aclimatacién A) V1 en S2 B) V2 en S2.
Nota: Elaborado por los autores (2018).
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Conclusiones
Las tres concentraciones de sales M&S en establecimiento in vitro fueron adecuadas
para la germinacion de vitroplantas de brocoli, sin embargo la coloracion 6ptima se
obtuvo con la concentracion M2 (50 %), color verde oliva (4,38), ademas las plantulas

no presentaron vitrificacion (5) de acuerdo a la escalas cualitativas empleadas.

La concentracion de sales M&S en multiplicacion in vitro que permitié obtener el
mayor porcentaje de brotacion fue M1 (100 %) con un 100 % de brotacidn, mientras
que para la longitud del brote las concentraciones M1(100 %) y M2 (50 %) resultaron

adecuadas, con un promedio de 4,54 y 3,39 cm, respectivamente.

En aclimatacién, el sustrato que permiti0 obtener un mayor porcentaje de
enraizamiento fue S2 (75 % turba con 25 % humus) con un 91,67 % de plantas

enraizadas y la mayor longitud del tallo con un promedio de 8,36 cm.

La mejor eficiencia fotosintética al inicio de subcultivo para multiplicacién in vitro, se
obtuvo con las concentraciones de sales M1 (100 %) y M2 (50 %) con un valor
promedio de 0,73 y 0,69 respectivamente, resultando V1 (Top- Head F-1); la mejor
variedad con un valor promedio de 0,72, mientras que al finalizar la fase la mejor
eficiencia fotosintética se obtuvo con la concentracion de sales M1 (100 %) con un

valor promedio de 0,72 presentando bajos niveles de estrés para las dos variedades.

La mayor eficiencia fotosintética en aclimatacion se logré en el sustrato 2 (75 % turba
con 25 % humus) con un valor promedio al final de la fase de 0,73 demostrando que

las plantas de brécoli presentan bajos niveles de estrés y buen estado de sanidad.
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Recomendaciones
Durante la introduccion in vitro de brécoli, se recomienda disminuir la concentracion
de sales a la mitad en el medio de 50 %, para evitar problemas en la coloracion de las

hojas.

Utilizar una concentracion de sales al 100 % o 50 % para obtener altos porcentajes de
brotacion durante la fase multiplicacion y plantas con una adecuada eficacia

fotosinteética sin alteraciones fisioldgicas.

Emplear turba y humus como sustratos, en la fase de aclimatacion de brocoli para
obtener altos porcentajes de plantas enraizadas con alta tasa de eficiencia fotosintética

y bajos niveles de estreés.

Analizar la eficiencia fotosintética durante el cultivo in vitro de otras especies de

interés agrondmico con el fin de determinar las condiciones adecuadas para la

propagacion de diferentes especies vegetales.
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