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Resumen

La micropropagacion de plantas a partir de distintos tipos de explantes se ha consolidado como
una herramienta clave en la reproduccion y mejoramiento de especies vegetales. Este estudio
tuvo como objetivo evaluar la callogénesis in vitro de explantes jovenes de Prunus pérsica L,
considerando dos protocolos de desinfeccion y tres concentraciones de 2,4-D. La metodologia
se baso en una investigacion de nivel explicativo y un disefio experimental puro. Se disefiaron
dos tratamientos con NaClO al 2% y 2.5% y tres concentraciones de 2,4-D a 0.5, 1y 1.5 mg/L.
Se utiliz6 el medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) dispensado en frascos para la
inoculacion de tres explantes por unidad experimental. Se empled estadistica descriptiva e
inferencial mediante un andlisis de varianza mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Los
resultados en cuanto a la desinfeccion no mostraron diferencia significativa en cuanto a
contaminacion (p-valor = 0.174) y oxidacion de explantes (p-valor = 0.0972). Asimismo, la
inducciodn de callos en respuesta a las tres concentraciones de 2,4-D aplicadas, de igual manera
no mostraron diferencia significativa (p-valor = 0.287) en este proceso. Sin embargo, el analisis
grafico y la evidencia numérica en cuanto a cantidad de callos desarrollados demuestran una
mejor respuesta de estos a concentracion de 1.5 mg/L de 2,4-D. En sintesis, este estudio
constituye un aporte fundamental al desarrollo de estrategias eficientes para el desarrollo de

callogénesis del durazno Prunus pérsica.

Palabras claves: callogénesis in vitro, micropropagacion, auxina 2,4-D, induccion de
callos.
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Abstract

The micropropagation of plants from different types of explants has become a key tool in the
reproduction and improvement of plant species. The objective of this study was to evaluate the
in vitro callogenesis of young explants of Prunus persica L, considering two disinfection
protocols and three concentrations of 2,4-D. The methodology was based on an explanatory
level of research and a pure experimental design. Two treatments were designed with NaCIO
at 2% and 2.5% and three concentrations of 2,4-D at 0.5, 1, and 1.5 mg/L. The Murashige &
Skoog (MS) culture medium was used, dispensed in jars for the inoculation of three explants
per experimental unit. Descriptive and inferential statistics were employed through variance
analysis using the Kruskal-Wallis test. The results regarding disinfection showed no significant
difference in contamination (p-value = 0.174) and explant oxidation (p-value = 0.0972).
Likewise, the induction of calli in response to the three applied concentrations of 2,4-D also
showed no significant difference (p-value = 0.287) in this process. However, the graphic
analysis and numerical evidence regarding the number of developed calli show a better response
to the 1.5 mg/L concentration of 2,4-D. In summary, this study provides a fundamental

contribution to the development of efficient strategies for Prunus persica callogenesis

Keys words: in vitro callogenesis, micropropagation, auxin 2,4-D, callus induction.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION
1.1. Problemética

La Biotecnologia Vegetal ha avanzado significativamente en las Ultimas décadas,
permitiendo el desarrollo de técnicas como la micropropagacion in vitro, fundamental para la
propagacion de especies vegetales de importancia agricola, ornamental y forestal a gran escala
(Kumari y colaboradores, 2023). No obstante, la aplicacion de técnicas de cultivo de tejidos
vegetales para la propagacion comercial de plantas puede enfrentar diversos obstaculos debido
a su susceptibilidad a enfermedades y dificultades en la regeneracion a partir de explantes
(Abdalla y colaboradores, 2022). Por lo tanto, la investigacion de técnicas eficientes para la
induccion de callos en Prunus persica L, resulta crucial, ya que la callogénesis es un paso previo

esencial para la regeneracion de tejidos y la produccion de plantas completas.

El durazno (P. persica), de la familia Rosaceae, es un arbol caducifolio de pequeno
tamafio cuyo fruto, una drupa grande, ha sido valorado globalmente a lo largo de la historia, es
asi como en la actualidad, su relevancia economica ha aumentado considerablemente

(Herndndez-Amasifuen y colaboradores, 2021).

La micropropagacion de plantas a partir de distintos tipos de explantes se ha consolidado
como una herramienta clave tanto en la investigacion cientifica como en aplicaciones
industriales a gran escala. Estas técnicas in vitro han ganado gran importancia en la
Biotecnologia Agricola, facilitando la reproduccion y el mejoramiento de diversas especies
vegetales (Hasnain y colaboradores, 2022). Esta herramienta esencial en la Biotecnologia
Agricola ha permitido la propagacion masiva de plantas y la conservacion de especies de interés

comercial o en riesgo (Kulak y colaboradores, 2022).
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No obstante, la aplicacion de técnicas de cultivo con tejidos vegetales puede enfrentar
diversos obstaculos, que pueden ser debido a factores técnicos, bioldgicos, fisioldgicos y/o
genéticos. Ademas, problemas como la sobreproduccidn, la falta de instalaciones adecuadas y
la escasez de técnicos especializados también pueden limitar el éxito de estas técnicas (Abdalla
y colaboradores, 2022). En este contexto, el durazno es reconocido como uno de los cultivos
mas desafiantes de propagar en condiciones in vitro debido a sus caracteristicas particulares.
Su cultivo bajo condiciones controladas se ve obstaculizado por su alta susceptibilidad a la
contaminacion durante el proceso de desinfeccion y la variabilidad en su respuesta a los
reguladores de crecimiento (I. Mitrofanova y colaboradores, 2020; O. Mitrofanova y

colaboradores, 2019).

Asimismo, Herndndez-Amasifuen y colaboradores, (2021) destacan que las especies del
género Prunus presentan varios desafios en condiciones in vitro, entre ellos, una alta incidencia
de oxidacion de los explantes, la presencia de inhibidores de crecimiento y dificultades en el
enraizamiento. Debido a estos factores, el durazno es considerado una especie de

comportamiento recalcitrante, lo que complica su propagacion in vitro.

En este contexto, el éxito del cultivo de tejidos vegetales depende de la eliminacion de
microorganismos contaminantes, como virus, bacterias, levaduras y hongos, que compiten por
los nutrientes y pueden provocar mortalidad, necrosis, asi como una disminucién en el
crecimiento y enraizamiento de los cultivos. La esterilizacion de la superficie de los explantes
es crucial, pero no existe un método tnico que funcione para todas las especies, ya que la carga
microbiana varia segun la estacion. Comunmente se utilizan desinfectantes como hipoclorito
de sodio, que deben eliminar la contaminacion sin dafar las células vegetales (Eliwa y

colaboradores, 2024).
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En este mismo ambito Saleem y colaboradores, (2022) mencionan que cada etapa de la
micropropagacion requiere un protocolo especifico y eficiente para cada genotipo, ya que la
respuesta varia segun el tipo y la concentracion del regulador de crecimiento vegetal. Por lo
tanto, para lograr una micropropagacion efectiva, es fundamental evaluar el regulador de
crecimiento mas eficaz o las combinaciones de estos, con el fin de maximizar la tasa de

crecimiento en un periodo de tiempo reducido.

La importancia de este estudio radica en la busqueda de protocolos eficientes para
mejorar la propagacion in vitro de P. persica, una especie con gran relevancia en la agricultura
mundial (Nowicka y colaboradores, 2019). En la actualidad, la necesidad de optimizar estos
procesos se vuelve cada vez mas evidente, dada la creciente demanda de plantas libres de
patdgenos, asi como la necesidad de incrementar la productividad en areas donde los métodos

tradicionales de propagacion resultan insuficientes (Kumari y colaboradores, 2023).

El enfoque tedrico que sustenta esta investigaciéon se basa en los principios de la
Biotecnologia Vegetal y la fisiologia del cultivo de tejidos in vitro. Segin Kumari y
colaboradores, (2023) la capacidad de las plantas para regenerar tejidos a partir de explantes
depende de factores como la combinacion adecuada de reguladores de crecimiento, la
composicion del medio de cultivo y las condiciones ambientales. En este marco, se consideran
especialmente relevantes las teorias sobre la accion de las auxinas, como el 4cido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), en la induccion de callos y la regeneracion celular.

Este estudio contribuira al avance del conocimiento en Biotecnologia Vegetal, donde la
callogénesis in vitro se considera una herramienta clave para la regeneracion de plantas y la
propagacion masiva de cultivos importantes. Dado que el durazno es una de las frutas mas

relevantes en climas templados, con alto valor econdmico y nutricional, optimizar su
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propagacion in vitro podria facilitar su produccién a gran escala, beneficiando tanto a

productores como a consumidores.

1.2. Antecedentes
Los esfuerzos para optimizar la propagacion del durazno han impulsado el desarrollo de
diversas metodologias biotecnologicas, siendo la micropropagacion in vitro una de las mas
destacadas. No obstante, investigaciones previas han revelado limitaciones significativas en
este proceso, relacionadas con la alta susceptibilidad a la contaminacién microbiana y la
variabilidad en la respuesta de los explantes a los reguladores de crecimiento. Estos factores
afectan de manera directa la eficiencia de la callogénesis, un proceso clave para la regeneracion

de tejidos.

Un estudio reciente sobre la variedad de P. persica realizado en Pert buscé optimizar
el proceso de induccion de callos a partir de hojas de durazno. Este trabajo se centrd en la
utilizacion de concentraciones especificas de hipoclorito de sodio (NaClO) para la desinfeccion
de los explantes y el uso de 2,4-D en combinacion con agua de coco como medio de cultivo.
Los resultados fueron prometedores, logrando un 100% de induccion de callos con una
concentracion de 1 mg/L de 2,4-D y 50 mL/L de agua de coco, lo que sugiere una mejora
significativa en la propagacion del durazno in vitro (Hernandez-Amasifuen y colaboradores,

2021).

Por otro lado, un estudio realizado en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la
Universidad de Damietta en Egipto, establecié un protocolo eficiente de micropropagacion para
tres portainjertos de durazno importados: Okinawa, Nemared y Garnem. Los explantes
remojados en hipoclorito de sodio (NaOCl) al 20% durante 15 minutos lograron las mejores

tasas de respuesta (82.81%) y supervivencia (96.61%), con una minima mortalidad (3.14%) y
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baja contaminacion (0.24%). La proliferacion de brotes se increment6 notablemente al usar 5.0
mg/L de 6-bencilaminopurina (BAP) en combinacién con 0.2 mg/L de 4cido indol-butirico

(IBA) (Eliwa y colaboradores, 2024).

En otro estudio se utilizaron segmentos de hojas de P. persica recolectados de bro53e y
Skoog (MS) a la mitad de su concentracion, vitaminas Staba, sacarosa y agar. Se evalud la
influencia de seis reguladores de crecimiento en tres concentraciones (5, 10 y 15 uM) sobre la
induccién de callos bajo un fotoperiodo de 16 horas. La tidiazurén (TDZ) indujo callos verdes
compactos, mientras que la 6-benciladenina (BA) y la zeatina generaron callos pequefios; la
kinetina no indujo callos. En cuanto a las auxinas, tanto el 2,4-D como la dicamba produjeron

callos friables de color blanco a amarillento (Declerck y Korban, 1996).

Finalmente, un estudio reciente sobre Prunus cerasifera (ciruelo de hoja puarpura)
investigd un protocolo eficiente de micropropagacion in vitro, utilizando hipoclorito de sodio
al 15% o cloruro de mercurio (HgClz) al 0.1% durante 10 minutos para la desinfeccion de
explantes, obteniendo los mejores resultados en cuanto a descontaminacion (100% y 90.2%,
respectivamente) y tasas de supervivencia (90% y 92%, respectivamente). Estos hallazgos
resaltan la eficacia de los desinfectantes y su aplicacion en la propagacion in vitro de especies

del género Prunus (Fawzia, 2020).

Es importante destacar que, a pesar de los avances en la propagacion de especies del
género Prunus, los estudios especificos sobre P. persica siguen siendo limitados en
comparacion con otras especies. Esta falta de investigaciones dificulta la optimizacion de
técnicas para mejorar su propagacion. Sin embargo, los estudios revisados muestran que la

seleccion adecuada de desinfectantes y reguladores de crecimiento puede incrementar de
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manera significativa la eficiencia de la callogénesis y la micropropagacion, favoreciendo asi la

propagacion in vitro de estas plantas.

1.3. Delimitacion

1.3.1. Delimitacion geografica
La presente investigacion se llevo a cabo en el canton Cuenca, provincia de Azuay,

donde se adquirieron las plantas de durazno.

1.3.2. Delimitacion sectorial
Los ensayos se realizaron en los laboratorios de Ciencias de la Vida de la Universidad

Politécnica Salesiana, Sede Cuenca.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General
- Evaluar la callogénesis in vitro en explantes jovenes de durazno (Prunus persica L)
bajo 2 protocolos de desinfeccion y 3 concentraciones de 2,4-D valorando las

técnicas de regeneracion.

1.4.2. Objetivos Especificos

- Realizar una revision bibliografica sobre los factores que afectan la callogénesis in
vitro en durazno (P. persica), utilizando bases de datos cientificas, estableciendo un
marco referencial solido para el desarrollo del experimento.

- Evaluar el efecto de 2 protocolos de desinfeccion y 3 concentraciones de 2,4-D en
la viabilidad y respuesta de los explantes jovenes de durazno, identificando

condiciones dptimas que mejoren la eficiencia del proceso.
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- Analizar los resultados experimentales mediante herramientas estadisticas
determinando la influencia de los protocolos de desinfeccion y las concentraciones

de 2,4-D en la eficiencia de la callogénesis.

1.5. HipOtesis

Los protocolos de desinfeccion y las diferentes concentraciones de 2,4-D influyen
significativamente en la induccion y crecimiento del callo en explantes jovenes de durazno (P.

persica), donde condiciones 6ptimas mejoraran la formacion y calidad del callo.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1. Durazno (P. pérsica)

El durazno, una fruta de la familia Rosaceae (ver Tabla 1 y Figura 1), se cultiva
principalmente en regiones de clima templado y tiene una gran demanda en el mercado
internacional, siendo la tercera fruta mas importante de climas templados después de la
manzana y la pera (Manganaris y colaboradores, 2022). Més del 90% de su produccion mundial
se consume en fresco y sus frutos destacan por su contenido de vitamina C, asi como por la
presencia de carbohidratos como fructosa, sorbitol, glucosa y sacarosa, ademas de acidos como

el oxalico, citrico, isocitrico, malico, fumarico y shikimico (Nowicka y colaboradores, 2019).

Tabla 1. Clasificacion taxonomica del Durazno (P. pérsica).

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Rosales
Familia Rosaceae
Género Prunus
Especie Persica (L.) Batsch.

Fuente: Sagarpa, (2006) citado en Espinoza-Lazaro y Rincon-Rosales, (2015).
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Figura 1. Durazno (P. Pérsica)
Fuente: (Bessica Piante, n.d.)

2.2. Callogénesis
La callogénesis es el proceso mediante el cual se genera un tejido de callo, compuesto
por células no diferenciadas, a partir de un explante vegetal en condiciones de laboratorio. Este
fenomeno es estimulado por la accion de reguladores de crecimiento vegetal, como las auxinas,

en un medio de cultivo apropiado (Sidek y colaboradores, 2022).

Se reconoce ampliamente que las células madre en tejidos animales tienden a
diferenciarse en células especificas que conforman los tejidos definitivos, no obstante, en los
tejidos vegetales, se cree que las células ya diferenciadas poseen la capacidad de
desdiferenciarse, permitiendo la regeneracion del tejido dafiado o incluso de la planta completa.
Ademas, se considera que pueden formar células de callo con potencial totipotente. Sin
embargo, un concepto mas reciente plantea que las células vegetales no se desdiferencian, sino

que el callo se origina a partir de células madre ya presentes en la planta (Efferth, 2019).
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El callo puede generarse a partir de diversos tipos de explantes, tanto meristematicos
como no meristemdticos, y es fundamental para la formacion de embriones de novo o el
desarrollo de 6rganos, lo que lo convierte en una base clave para la Biotecnologia Vegetal. La
induccion de callos esta influenciada por multiples factores, como el tipo de medio de cultivo,
los reguladores de crecimiento, incluidas las vitaminas y fitohormonas, el tipo y edad del
explante, ademds de condiciones extrinsecas como la temperatura, humedad y luz. En cuanto a
las fitohormonas, las mas utilizadas en este proceso son las auxinas, como el 2,4-D y el NAA,

asi como las citoquininas, como el BAP y la kinetina (Sarabandi y colaboradores, 2024).

2.3 Importancia de la Micropropagacién en el Durazno (P. persica)

La micropropagacion del durazno es crucial para mejorar la diversidad genética, mejorar
el rendimiento de los cultivos y garantizar la disponibilidad de material de plantacion de alta
calidad. Este enfoque biotecnoldgico permite la produccion rapida y eficiente de plantas libres
de enfermedades, lo cual es esencial para el cultivo comercial de durazno (Marin y

colaboradores, 2023).

Se consideran algunas ventajas de la micropropagacion descritas a continuacion:

- Multiplicacion rapida: la micropropagacion permite la produccion a gran escala
de plantas de alta calidad en poco tiempo, asegurando un suministro constante de
material de siembra de alta calidad (Shahzad y colaboradores, 2017).

- Uniformidad genética: esta técnica garantiza una multiplicacion fiel al tipo, rapida
y a gran escala, que mantenido rasgos deseables a través de generaciones, cruciales
para mantener la calidad en huertos comerciales (Gosal y Wani, 2018).

- Manejo de enfermedades: al utilizar el cultivo in vitro, los productores pueden

producir plantas libres de enfermedades, lo que reduce el riesgo de pérdida de
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cultivos debido a la infeccion por agentes causantes de enfermedades (Gosal y Wani,

2018).

Si bien la micropropagacion ofrece numerosos beneficios, es esencial considerar los
desafios potenciales, como los altos costos asociados con la instalacion de instalaciones de
cultivo de tejidos y la necesidad de personal capacitado para gestionar los procesos de manera

efectiva (Marin y colaboradores, 2023).

2.4. Desinfeccion en el cultivo in vitro

La desinfeccion desempefia un papel crucial en el éxito de los cultivos in vitro al
minimizar la contaminacién microbiana, que puede obstaculizar gravemente el crecimiento y
desarrollo del tejido vegetal. Los protocolos de desinfeccion eficaces son esenciales para
establecer condiciones asépticas, mejorando asi la viabilidad de los explantes y el éxito general
de la micropropagacion (Eliwa y colaboradores, 2024). Segun Samiei y colaboradores, (2017),
en estudios iniciales de micropropagacion, la falta de desinfeccion adecuada puede resultar en
un 100% de contaminacion, lo que subraya la necesidad de protocolos de esterilizacion
rigurosos para garantizar un entorno aséptico y maximizar las tasas de éxito en la propagacion
de plantas. Ademads, cada especie puede requerir métodos especificos de desinfeccion debido a

la variabilidad en la susceptibilidad a la contaminacion.

El establecimiento de un cultivo aséptico es crucial para el éxito del cultivo de tejidos
vegetales. Una desinfeccion eficaz minimiza los riesgos de contaminacion por
microorganismos, lo que favorece el desarrollo 6ptimo de callos y plantulas, sin embargo, los
protocolos de desinfeccion deben ser cuidadosamente ajustados a cada especie y tipo de tejido,
ya que diferentes explantes presentan distintas sensibilidades a los agentes desinfectantes. Este

enfoque personalizado es fundamental para evitar dafios en los tejidos vegetales mientras se
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asegura la esterilidad necesaria para el crecimiento in vitro (Teixeira da Silva y colaboradores,

2016).

La esterilizacion superficial de los explantes se lleva a cabo utilizando una variedad de
desinfectantes, como hipoclorito de sodio, cloruro de mercurio, 4cido bdrico, etanol y perdxido
de hidrégeno, entre otros. De todos ellos, el hipoclorito de sodio es el desinfectante mas
comunmente empleado en la desinfeccion de explantes de diversas especies vegetales debido a
su eficacia para eliminar contaminantes sin causar un dafio significativo a los tejidos (Kaushik

y colaboradores, 2022).

2.5. Reguladores de crecimiento vegetal
Los reguladores de crecimiento vegetal son compuestos quimicos que influyen en el
desarrollo y crecimiento de las plantas, interviniendo en procesos fisiolégicos como la
germinacion, el enraizamiento, la floracion y la maduracion de los frutos. Estos compuestos
pueden ser de origen natural, como las auxinas, giberelinas y citoquininas, o sintético, como el
2,4-D. En el ambito de la callogénesis in vitro, el 2,4-D desempena un papel fundamental, ya
que estimula la formacion de callos a partir de los explantes mediante la induccion de la division

celular y la desdiferenciacion (Jayarama y Niveshika, 2021).

2.6. Uso de reguladores de crecimiento vegetal en la callogénesis
El éxito del cultivo de tejidos vegetales depende de varios factores, como los nutrientes
disponibles, la sintesis de auxinas endogenas, los compuestos organicos y las condiciones
ambientales. Segiin Bingsheng y colaboradores, (2019), la auxina es una de las hormonas
vegetales mas importantes que median las sefiales endogenas de desarrollo y las sefiales

ambientales exdgenas para controlar diversas respuestas de crecimiento y desarrollo de las
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plantas. Como hormona vegetal, la formacion de un gradiente de auxina apropiado es

fundamental para su funcion.

El 4cido 2,4-D es una auxina sintética que actia como un herbicida sistémico
postemergente, utilizado para el control selectivo de plantas de hojas anchas. Ademas, en bajas
concentraciones, funciona como un potente regulador del crecimiento de las plantas (Ozkul y
colaboradores, 2016). Se utiliza ampliamente en experimentos bioldgicos debido a su capacidad
para inducir respuestas tipicas de las auxinas, como la division celular y la diferenciacion de
tejidos en plantas. Esta auxina sintética es fundamental en sistemas de regeneracion in vitro,
donde se emplea para promover la formacion de callos, 6rganos o incluso embriones somaticos,
dependiendo de las condiciones de cultivo. Su accioén estimula la desdiferenciacion de las
células del explante, lo que permite la formacidon de nuevas estructuras vegetales (Karami y

colaboradores, 2023).

2.7. Fases de la micropropagacion
Las etapas de la micropropagacion estdn cuidadosamente disefiadas para asegurar una
multiplicacion eficiente y una aclimatacion exitosa de las plantas. A continuacion, se describen
cada una de estas fases, segin lo indicado por Read y Preece, (2014), Thakur y colaboradores,

(2024) y Usharani y colaboradores, (2024):

- Etapa 0 (seleccion del material vegetal): esta fase inicial consiste en la seleccion y
preparacion de plantas madre sanas, que actuan como fuente de explantes para el
cultivo de tejidos. La salud y la estabilidad genética de las plantas madre son
determinantes para el éxito del proceso en las etapas posteriores.

- Etapa I (establecimiento): los explantes, como puntas de brotes o yemas axilares,

se desinfectan cuidadosamente y se colocan en un medio nutritivo disefiado para
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promover su crecimiento inicial. El principal objetivo de esta etapa es establecer
cultivos asépticos y prevenir cualquier tipo de contaminaciéon que pueda
comprometer el desarrollo.

- Etapa Il (multiplicacion): una vez establecidos, los explantes se subcultivan
repetidamente para fomentar la proliferacion de brotes. Este proceso aumenta
significativamente el nimero de plantulas disponibles. Durante esta etapa, el uso de
reguladores de crecimiento puede optimizar la division y el desarrollo de los brotes.

- Etapa Il (etapa previa al trasplante — enraizamiento): los brotes desarrollados se
transfieren a un medio especifico para estimular la formacion de raices. Este paso es
esencial para garantizar que las plantulas estén preparadas para el trasplante. A
menudo, la composicion del medio se ajusta para favorecer un enraizamiento
robusto.

- Etapa IV (aclimatacion): en esta etapa final, las plantulas enraizadas se adaptan
gradualmente a las condiciones ambientales naturales. Esto implica transferirlas de
un ambiente in vitro controlado a un invernadero o al campo, permitiéndoles
ajustarse a la luz natural, la temperatura y la humedad externas.

2.8. Factores que influyen en la micropropagacion

Varios factores influyen en el éxito de la micropropagaciéon de las plantas, incluida la

eleccion del medio de cultivo, los reguladores del crecimiento, el genotipo y las condiciones

ambientales.
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2.8.1. Medio de cultivo y reguladores del crecimiento

La eleccion del medio de cultivo y la concentracion de los reguladores de crecimiento
son factores determinantes en el éxito de la micropropagacion. Estudios han demostrado que el
medio de Murashige y Skoog (MS), enriquecido con reguladores como el 4cido naftalenacético
(ANA) la benzilaminopurina (BAP), favorece significativamente la inducciéon de brotes en

Maytenus emarginata (Singh-Deora, 2023).

Asimismo, los diferentes tipos y concentraciones de citoquininas también desempenan
un papel crucial, siendo la AP particularmente eficaz en combinacidn con otros aditivos segun

lo reportado por Singh-Deora, (2023).

2.8.2. Sistemas de inmersion temporal (SIT)

Los sistemas de inmersion temporal (TIS, por sus siglas en inglés) representan una
tecnologia avanzada en la micropropagacion que optimiza el contacto periddico entre los
explantes y el medio de cultivo. Este enfoque mejora significativamente las tasas de
proliferacion y aumenta la eficiencia en la aclimatacion, lo que lo convierte en una solucion
versatil para la propagacion de diversas especies vegetales (Méndez-Hernandez y Loyola-

Vargas, 2024).

2.8.3. Genotipo y factores ambientales

El éxito de la micropropagacion esta influido significativamente por el genotipo de la
planta y la estacion de recoleccion del explante. Por ejemplo, las variedades de nogal persa
(Juglans regia) responden de manera diferencial a los protocolos de micropropagacion en

funcién de su genotipo (Yegizbayeva y colaboradores, 2021).

Ademas, las condiciones ambientales desempefian un papel clave en el proceso.

Factores como la preparacion adecuada de las plantas madre y las condiciones fisicoquimicas
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del laboratorio son determinantes para lograr una propagacion eficiente y consistente (Pant y

Husen, 2022).

2.8.4. Desafios

La micropropagacion enfrenta varios desafios, entre ellos la contaminacion, las
variaciones somaclonales y las dificultades para lograr un enraizamiento efectivo. Sin embargo,
estos problemas pueden minimizarse mediante la implementacion de protocolos adaptados a
las necesidades especificas de cada especie y asegurando una infraestructura de laboratorio

adecuada para el control y manejo de los cultivos (Abdalla y colaboradores, 2022).

2.9. Contaminacion de cultivos de tejidos vegetales

La contaminacion de plantas in vitro es un obstaculo critico que impide el éxito de la
micropropagacion, al involucrar microorganismos como bacterias, hongos, mohos y levaduras.
Este problema es la principal causa de pérdida de tiempo, esfuerzo y aumento de costos en los
protocolos de cultivo de tejidos (PCT). La contaminacioén externa proviene de materiales y
equipos de laboratorio, mientras que la interna se asocia con microbios endofiticos de las
plantas madre. Para prevenirla, se pueden aplicar métodos de esterilizacion como agentes
quimicos (antisépticos, detergentes, cloruro de mercurio o hipoclorito de sodio), luz ultravioleta

(UV), autoclave y buenas practicas de manejo (Abdalla y colaboradores, 2022).
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CAPITULO 3
MARCO METODOLOGICO

3.1. Nivel de investigacion
Se aplicoé un nivel explicativo de investigacion, el mismo, segun Guevara-Alban y
colaboradores, (2020) se encarga de buscar el porqué de los hechos mediante el establecimiento

de relaciones causa-efecto.

3.2. Disefio de investigacion
Se utilizé un disefo experimental. Segin Hernandez-Sampieri y colaboradores, (2014)
este enfoque permite manipular y controlar variables con el fin de investigar su efecto sobre un
fendmeno especifico. En este diseno, se crean grupos de tratamiento y control, donde se aplican

diferentes condiciones experimentales y se observan las respuestas resultantes.

En este estudio se manipularon variables como las concentraciones de 2,4-D y diferentes
protocolos de desinfeccion para evaluar su influencia en la callogénesis. Los experimentos se
realizaron bajo condiciones controladas, lo que facilitd una medicion y andlisis precisos de los

resultados obtenidos.

3.3. Disefio del experimento

Se aplicdé un disefio experimental puro, el mismo que segin Guevara-Alban y
colaboradores, (2020) permite controlar todos los factores que pudieran alterar el proceso
experimental, garantizando la equivalencia de los grupos mediante la asignacion aleatoria y el

uso de grupos de comparacion.
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3.3.1. Factores estudiados
Se analizaron factores que podrian influir en la eficiencia del proceso de callogénesis.

A continuacion, se detallan los aspectos considerados:

- Concentracion de NaClO (hipoclorito de sodio): utilizado como desinfectante en dos

concentraciones (2% y 2.5%).

- Concentracion de 2,4-D: una hormona vegetal utilizada para inducir la callogénesis en

tres niveles (0.5 mg/L, 1 mg/L, y 1.5 mg/L).

3.3.2. Numero de tratamientos
Se disenaron dos tratamientos (T1 y T2), cada uno combinando un nivel especifico de

NaClO con una concentracion determinada de 2,4-D (ver Tabla 2).

3.3.3. Numero de réplicas
Para cada tratamiento, se realizaron nueve réplicas, lo que garantizo la consistencia de

los resultados y permitio realizar un analisis estadistico robusto.

Tabla 2. Disefio experimental de la callogénesis in vitro en explantes jovenes de durazno.

Tratamiento

Experimento Réplica

T NaClO (%) 2,4-D

El TO 0 0 3

E2 2 0 3

E3 2 0.5 9
T1

E4 2 1 9

ES 2 1.5 9

E6 2.5 0 3

E7 2.5 0.5 9
T2

ES8 2.5 1 9

E9 2.5 1.5 9

TOTAL 63
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3.4. Experimentacion de laboratorio

La experimentacion de laboratorio se llevo a cabo siguiendo las directrices establecidas

por Hernandez-Amasifuen y colaboradores, (2021):

Se seleccionaron hojas jovenes de plantas de durazno como explantes. Estas se lavaron
inicialmente con detergente y agua corriente, asegurandose de enjuagar minuciosamente para
eliminar cualquier residuo visible. A continuacion, el material vegetal se traslado a una camara
de flujo laminar, donde se llevo a cabo el proceso de desinfeccion. Primero, se sumergieron en
alcohol al 70 % durante un minuto y, posteriormente, se sometieron a diferentes tratamientos

con NaClO, segin lo indicado en la Tabla 2, durante 10 minutos para cada tratamiento.

Tras el tiempo establecido de inmersion, los explantes se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril para eliminar cualquier residuo de hipoclorito. Luego, las hojas se cortaron en

segmentos de aproximadamente 1 cm?.

Los tratamientos se incubaron durante 15 dias en condiciones controladas para evaluar
el porcentaje de contaminacion y oxidacion. La cdmara de incubacion se mantuvo a una

temperatura constante de 25 °C y en total oscuridad.

3.4.1. Preparacion del medio de cultivo

Se utilizo el medio de cultivo Murashige & Skoog (MS) a una concentracion de 4.4 g/L,
enriquecido con sacarosa como fuente de carbono, agar como agente gelificante, kinetina y
distintas concentraciones de la auxina 2,4-D (ver Tabla 3). El pH del medio se ajustd a 5.7 antes

de ser esterilizado en autoclave a 121 °Cy 1.2 bar de presion durante 15 minutos.
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Tabla 3. Componentes del medio de cultivo.

Componente Cantidad
Medio MS 26¢g
Sacarosa 18 ¢
Agar 42 ¢
Kinetina 600 uL
C1 2,4D (0.5 mg/L) 26 uL
C2 2,4D (1 mg/L) 53 uL
C3 2,4D (1.5 mg/L) 79 uL

3.4.2. Induccion a callogénesis

La induccién de callos se llevd a cabo colocando tres explantes en cada frasco que
contenia medio de cultivo previamente esterilizado. Los tratamientos fueron incubados en una
camara de crecimiento mantenida a 25 °C y en completa oscuridad durante un periodo de 35
dias. Se realizaron observaciones cada 3 dias para monitorear el desarrollo y registrar el

progreso del proceso de induccion de callos.

3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Se considerara las siguientes técnicas de recoleccion de datos:

- Observacion directa: se observo el crecimiento y la induccion de callos en los explantes
a lo largo del tiempo. Se registro visualmente las caracteristicas de los callos, como su
color, textura y presencia de necrosis, asi como cualquier respuesta a los tratamientos

aplicados.

- Mediciones cuantitativas: se realiz6 mediciones para cuantificar parametros especificos,

como: el numero de callos inducidos por explante, el tamafio de los callos, la tasa de
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crecimiento de los callos en diferentes condiciones (concentraciones de 2,4-D y

protocolos de desinfeccion).

- Registro fotografico: se registro fotografias de los explantes y callos en diferentes etapas
de desarrollo.
3.5.1. Calidad del callo
La calidad del callo se determindé mediante observacion directa en funcidn del color,
textura y presencia de necrosis. Se califico de acuerdo con una escala propuesta que esta basado

en una numeracion de 1 a 3 que corresponde a lo siguiente:

- 1= Calidad excelente: presencia de un color homogéneo, con textura
consistente sin presencia de oxidacion y necrosis. Se clasifica con valoracion en

color verde (ver Tabla 4).

- 2 =Calidad aceptable: presencia de un color amarillo intenso con tendencia a
marrdn, con una textura no compacta, puede presentar areas oxidadas o con
necrosis, pero minimamente invasivas. Se clasifica con valoracion en color

naranja (ver Tabla 4).

- 3= Calidad deficiente: presencia de un color marrén oscuro, con una textura
blanda-esponjosa, mas del 50% del 4rea presenta necrosis con signos visibles de

dafio celular. Se clasifica con valoracion en color rojo (ver Tabla 4).
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Tabla 4. Calificacion de la calidad del callo

Excelente = 1

Aceptable =2

Deficiente = 3

3.6. Analisis estadistico

Se empleo estadistica descriptiva, como el célculo de la media, para resumir y visualizar

los datos. En cuanto a la estadistica inferencial, se verificaron los supuestos de normalidad

mediante la prueba de Shapiro-Wilk, con el fin de determinar la aplicacion de pruebas

paramétricas o no paramétricas. Se realiz6 un analisis de varianza no paramétrico mediante

Kruskal Wallis, para comparar los tratamientos de desinfeccion y las diferentes concentraciones

de 2,4-diclorofenoxiacético, utilizando un nivel de significancia del 5%.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Resultados
En la presente seccion se detallan los resultados obtenidos del proceso experimental de
la callogénesis in vitro de Prunus persica L, donde se incluye el analisis estadistico y figuras

representativas que permiten visualizar las tendencias observadas en el experimento.

4.1.1. Andlisis estadistico
En el presente capitulo se exponen los resultados de laboratorio obtenidos en el proceso

de desinfeccion e induccion de callos.

Los resultados de la prueba de Shapiro-Wilk demostr6 que los grupos de datos no siguen
una distribucion normal (p-valor < 0.05) (ver Tabla 5), y adicionalmente, dado que el tamafio

de la muestra es pequeno (<30) se optd por pruebas no paramétricas en los analisis posteriores.

Tabla 5. Reporte Shapiro-Wilk: grupos de datos.

Prueba estadistica Variables p-valor
NaClO (%) 2.64e-10
Shapiro-Wilk 2,4-D (mg/L) 2.844e-07
Induccion de callos (%) 2.369¢-11

4.1.2. Desinfeccion del material vegetal

La concentraciéon del NaClO en los distintos tratamientos no presentd diferencias
significativas para las variables de contaminacidon y oxidacion del material vegetal (p-valor >
0.05; ver Tabla 6). Sin embargo, se observaron diferencias numéricas entre los tratamientos
(ver Figura 2), lo que indica la posibilidad de presentar una tendencia no detectada
estadisticamente, probablemente por la alta variabilidad en los grupos de datos y al numero

limitado de réplicas.
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En la figura 2, se evidencia la influencia del NaClO en la desinfeccion del material
vegetal, donde se demuestra que este desinfectante tiene un impacto en la reduccion de la
contaminacion y la oxidacion, sin embargo, en concentraciones mas altas (2.5%) se observa un
leve aumento en la contaminacion y una disminucion en la oxidacion. Estos hallazgos indican

que es importante encontrar un equilibrio mediante ajustes en la dosificacion de NaClO para

minimizar estos efectos.

Tabla 6. Resultado de la prueba de Kruskal-Wallis: desinfeccion.

. P-valor
Prueba estadistica Contaminacion Oxidacioén
Kruskal-Wallis 0.174 0.0972
100 100

100

75—
<
.% Variable
= 907 443 44.7 [] contaminado
g I oxidado
o)
o

25—

0_

[ [ |
0% 2% 2.5%
Concentracion de NaCIlO

Figura 2. Diagrama de barras agrupadas: muestra la comparacion de los distintos tratamientos
de desinfeccion con NaClO: Las letras en cada barra indica la comparacion estadistica entre

tratamientos, donde la presencia de la letra “a” en todas las barras evidencia la ausencia de
diferencias significativas entre ellos.
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4.1.3. Induccion de callos a distintas concentraciones de 2,4-D y NaClO

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis no mostr6 una diferencia significativa que avale
que el 2,4-D en distintas concentraciones tenga un efecto sobre la induccion de callos, al igual
que los distintos tratamientos de desinfeccion aplicados (p-valor > 0.05). En sintesis, ninguna
de las dos variables independientes (2,4-D y NaClO) en este estudio tiene un efecto significativo
sobre la induccion de callos (ver Tabla 7 y Figura 3). Es probable que la pronunciada
variabilidad en los grupos de datos y el nimero limitado de réplicas no exponga una tendencia

adecuada.

Tabla 7: Induccion de callos con distintas concentraciones de 2,4-D y NaClO.

Prueba )
estadistica Variable p-valor (2,4-D) p-valor (NaClO)
Kruskal-Wallis Induccién de callos 0.287 0.625
22.2 29 2
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E -
° Tratamiento
S ] 1
S o7 B T2
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=
o
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1
Concentracion de 2,4D (mg/L)

Figura 3. Induccién de callos en funcién de la concentracion de 2,4-D, evaluada bajo dos
concentraciones de NaClO. Las letras en cada barra indica la comparacion estadistica entre
tratamientos, donde la presencia de la letra “a” en todas las barras evidencia la ausencia de
diferencias significativas entre ellos.
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La Figura 4 muestra la dispersion de datos en respuesta de los explantes frente a las
diferentes condiciones de desinfeccion, evidenciando una notable variabilidad. Con una
concentracion del 2% de NaClO, se evidencia una mayor dispersion, con casos extremos de 0%
y 100% de induccion de callos, sin embargo, a una concentracion del 2.5% de NaClO, presenta

una distribucién mas concentrada en rangos intermedios y altos.

1001 A
£ 751
4 A
E Tratamiento
S 50 AT/
c T2
©
§ FYV 'Y
E 251

0 AA
2 25

Concentracion de NaClO (%)

Figura 4. Diagrama de dispersion de datos: muestra la induccion de callos en funcion de la
concentracion de NaClO, considerando los dos tratamientos (T1 y T2).

En la Figura 5 se expone la dispersion de datos de las variables 2,4-D y los distintos
tratamientos con NaClO que influyen en la induccion de callos. Con una concentracion de 2,4-
D de 1.5 mg/L y NaClO al 2% se observa una mayor induccion de callos, alcanzando un caso
aislado al 100%, lo que indica una posible respuesta atipica. A concentraciones de 0.5y 1 mg/L,
la induccion es mas variante, con gran cantidad de datos iguales a 0%. A una concentracién de

2,4-D de 1.5 mg/L y desinfeccion con NaClO al 2.5% se aprecia una tendencia hacia una mayor
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induccién de callos, aunque menor que en 2% de NaClO. Con una concentracion de 0.5 mg/L

de 2,4-D, se presentan dos casos aislados con el 100% de induccion.

Estadisticamente no existe una diferencia significativa entre las concentraciones de 2,4-

D y NaClO (ver Tabla 7). Evidentemente, existe una variabilidad considerable entre los

tratamientos, lo que podria depender de otros factores experimentales. Sin embargo, mediante

el andlisis grafico, estos resultados dejan en evidencia que la concentracion de 1.5 mg/L de 2,4-

D, es mas eficaz en el desarrollo de los callos, demostrando una mejor respuesta, esto es, que

el nivel de la auxina aplicado favorece de mejor manera el proceso de callogénesis.

-
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Figura 5. Diagrama de dispersion de datos: muestra la variabilidad de respuesta de la induccion
del callo a diferentes concentraciones de 2,4-D y NaClO.

4.1.4. Calidad del callo

El callo mostré un aspecto bien definido entre los 30 y 31 dias a partir de su inoculacion,

con una tasa de crecimiento que estuvo en un rango de 0.2 y 0.5 mm/dia (ver Anexo 1).
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Los callos presentaron mejores resultados en cuanto al color a mayores concentraciones
de 2,4-D y con NaClO al 2.5%. La necrosis es una de las variables mas afectadas por las
condiciones del experimento, con calificaciones que varian de “Aceptable” a “Deficiente”. La
“textura” obtuvo resultados alentadores, similares a los del “color”, destacando la calificacion
“Excelente” con el tratamiento de NaClO al 2.5% y 1.5 mg/L de 2,4-D (ver Figura 6). A lo
mencionado anteriormente y en base a lo descrito en la seccion 3.5, las caracteristicas de un
callo “excelente” corresponde a un color uniforme con textura compacta y con minima

presencia de necrosis (ver Anexo 2).

En sintesis, la combinacién de NaClO al 2.5% con 1.5 mg/L de 2,4-D presenta una
buena calidad de callo en funcion del color, necrosis y textura. Las concentraciones mas bajas

de 2,4-D y el uso de NaClO al 2% se relacionan con un mayor deterioro de la calidad.

Color Necrosis Textura

-
w

Calidad

[ Excelente
[71 Aceptable
B Deficiente

Concentracion de 2.4D (mg/L)
o

o
13

NaClO: 2% NaClO: 2.5% NaClO: 2% NaClO: 2.5% NaClO: 2% NaClO: 2.5%
Tratamiento

Figura 6. Calidad del callo en funcion del color, necrosis y textura.
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4.2. Discusion
La presente investigacion evalud la callogénesis in vitro en explantes jovenes de
durazno (Prunus pérsica L.) bajo 2 protocolos de desinfeccion y 3 concentraciones de 2,4-D

valorando las técnicas de regeneracion, donde se ha rescatado hallazgos importantes.

La concentracion del NaClO en los distintos tratamientos no presentd diferencias
significativas (p-valor > 0.05) para las variables de contaminacién y oxidacion del tejido
vegetal, sin embargo, se observo diferencias numéricas entre los tratamientos evidenciando que
el NaClO al 2% tiene impacto en la reduccion de la contaminacion y la oxidacion. En este
sentido Hernandez-Amasifuen y colaboradores (2021), Eliwa y colaboradores (2024) y Guo y
colaboradores (2020) coinciden que el NaClO en la desinfeccion del material vegetal es
efectivo, siempre y cuando se tome en cuenta la concentraciéon y tiempo de exposicion,
considerando que niveles muy bajos de NaClO podrian ser insuficientes en la eliminacion de
microorganismos patdégenos, y, por el contrario, niveles muy altos, pueden producir dafos al

tejido vegetal.

Las distintas concentraciones de 2,4-D no mostraron diferencia significativa (p-valor >
0.05) en la induccion de callos. No obstante, la concentracion correspondiente a 1.5 mg/L de
2,4-D presenta una tendencia numérica mayor, sugiriendo ser la mas efectiva en este estudio
para la induccion de callos. Estos hallazgos son consistentes con los resultados de Hernadndez-
Amasifuen y colaboradores (2021) donde, con una concentracion de 1 mg/L de 2,4-D lograron
un 100% de induccién de callos. En este contexto, Ozkul y colaboradores (2016) enfatizan que
el 2,4-D como regulador de crecimiento vegetal en los medios de cultivo, puede estimular la
division celular, el agrandamiento de los explantes promoviendo la formacion y el crecimiento

de callos.
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En este estudio, los callos desarrollados mostraron un aspecto bien definido entre los 30
y 31 dias a partir de su inoculacioén, con una tasa de crecimiento entre 0.2 y 0.5 mm/dia. Los
callos mostraron resultados favorables como respuesta a 1.5 mg/L de 2,4-D, evidenciando un
destacado color homogéneo, con textura consistente sin presencia de oxidacion y necrosis.
Segun Dhiya Nabilla Ardhani y colaboradores (2024) y Kochkin y colaboradores (2020)
destacan que las concentraciones bien definidas de 2,4-D promueven la formacion de callos de
excelente calidad, donde el estrés oxidativo es minimo y promueven un desarrollo uniforme de

este.

En este contexto, la presente investigacion constituye un aporte fundamental al
desarrollo de metodologias 6ptimas para el desarrollo de callogénesis del durazno. Ademas, es
importante resaltar que, en base a los resultados obtenidos, es evidente una pronunciada
variabilidad en los grupos de datos, sugiriendo que estos deben analizarse con prudencia,
considerando que el numero limitado de réplicas podria ser un factor que aporte a la fiabilidad

de las tendencias observadas.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones
La revision de la literatura en este estudio fue fundamental para identificar los factores
que intervienen en la callogénesis in vitro de durazno, con especial atencion en las
concentraciones optimas del regulador de crecimiento como es el 2,4-D. Los resultados de este
estudio corroboran la importante de implementar metodologias accesibles, brindando un marco

referencial para futuras investigaciones.

Los protocolos de desinfeccion y las concentraciones de la auxina aplicados
evidenciaron que la concentracion de 2% de NaClO y 1.5 mg/L de 2,4-D mostraron una
tendencia numérica favorable, pese a que estadisticamente no hubo diferencias significativas
en la induccion de callos. Estos resultados coinciden con investigaciones previas donde se

destaca al 2,4-D como un regulador de crecimiento de callos efectivo.

El andlisis estadistico realizado, mostr6 una variabilidad en los grupos de datos
posiblemente debido al nimero limitado de réplicas, no permitiendo observar una tendencia
bien definida. Sin embargo, el analisis grafico, permitio definir los protocolos de desinfeccion

y las concentraciones de 2,4-D que tuvieron un impacto positivo en la formacion de callos.

5.2. Recomendaciones

Para futuras investigaciones en esta linea de investigacion, es necesario considerar un
nimero mayor de réplicas en el experimento, permitiendo de esta forma obtener resultados mas
robustos a fin de poder extrapolar los efectos de los distintos tratamientos. Asimismo, es
importante tener en cuenta la optimizacion de los recursos, considerando que a mayor namero

de réplicas implicaria un costo mayor en términos de materiales e insumos de laboratorio.
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ANEXOS

Anexo 1. Data de experimentacion

B CALIDAD DEL CALLO
NU,\ISIIIEERO TIEMIXO D12 TASA DE
TRATAMIENTO '\(I;]C)I 2,4D | REPLICA g)%-lLAAl?\jTDgs EXPLANTES SEA(\:RAIEII_%,\S‘ CRECIMIENTO PRESENCIA
CON A (mm/semana) | TEXTURA | COLOR DE
CALLO (BIAs) NECROSIS
Tl 2 0.5 1 3 1 30 0.2 3 3 3
Tl 2 0.5 2 3 0
Tl 2 0.5 3 3 0
Tl 2 0.5 4 3 0
Tl 2 0.5 5 3 1 31 0.2 3 3 3
Tl 2 0.5 6 3 1 31 0.2 3 2 3
Tl 2 0.5 7 3 0
Tl 2 0.5 8 3 0
Tl 2 0.5 9 3 1 31 0.2 2 2 2
Tl 2 1 1 3 0
Tl 2 1 2 3 0
Tl 2 1 3 3 0
Tl 2 1 4 3 0
Tl 2 1 5 3 0
Tl 2 1 6 3 0
Tl 2 1 7 3 0
Tl 2 1 8 3 0
Tl 2 1 9 3 0
Tl 2 1.5 1 3 2 31 0.5 1 1 1
Tl 2 1.5 2 3 0
Tl 2 1.5 3 3 0
Tl 2 1.5 4 3 0
Tl 2 1.5 5 3 0
Tl 2 1.5 6 3 0
Tl 2 1.5 7 3 3 30 0.5 3 3 3
Tl 2 1.5 8 3 1 31 0.5 1 1 2
Tl 2 1.5 9 3 0
T2 2.5 0.5 1 3 0
T2 2.5 0.5 2 3 3 30 0.5 1 1 2
T2 2.5 0.5 3 3 0
T2 2.5 0.5 4 3 0
T2 2.5 0.5 5 3 3 31 0.5 1 1 1
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T2 2.5 0.5 6 3 0
T2 2.5 0.5 7 3 0
T2 2.5 0.5 8 3 0
T2 2.5 0.5 9 3 0
T2 2.5 1 1 3 0
T2 2.5 1 2 3 0
T2 2.5 1 3 3 0
T2 2.5 1 4 3 0
T2 2.5 1 5 3 0
T2 2.5 1 6 3 1 30 0.5
T2 2.5 1 7 3 2 31 0.5
T2 2.5 1 8 3 0
T2 2.5 1 9 3 0
T2 2.5 1.5 1 3 0
T2 2.5 1.5 2 3 0
T2 2.5 1.5 3 3 0
T2 2.5 1.5 4 3 1 30 0.5
T2 2.5 1.5 5 3 2 30 0.5
T2 2.5 1.5 6 3 0
T2 2.5 1.5 7 3 1 30 0.5
T2 2.5 1.5 8 3 0
T3 2.5 1.5 9 3 0

1. Nota: La evaluacion de la calidad del callo se defini6 de la siguiente manera: 1 =
Excelente, 2 = Aceptable y 3 = Deficiente.
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Anexo 2. Evidencia fotografica

Fase de crecimiento de callos Callos desarrollados
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Callos desarrollados

Callos desarrolados
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