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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo desarrollar un protocolo de reproduccion in
vitro y desinfeccion de la especie C. alliodora (Ruiz &Pav.) Oken (laurel) debido a que es
una de las especies con mayor demanda en la industria forestal, por sus caracteristicas de
calidad, dureza de la madera y crecimiento rapido. El objetivo general fue desarrollar una
metodologia para el encapsulamiento in vitro de yemas axilares de C. alliodora (laurel) con
fines de manejo de la especie. En este sentido, se seleccionaron plantas de laurel con
caracteristicas morfoldgicas sobresalientes. Tras la seleccion de las plantas se recolectaron
yemas axilares que fueron inmediatamente trasladadas hasta el laboratorio de cultivo de
tejidos de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo. Una vez en el laboratorio se procedio
a establecer los tratamientos de desinfeccion y asepsia de los explantes. Para ello, se
evaluaron 5 tratamientos de desinfeccion, manipulados en camaras de flujo laminar para ser
colocados en frascos de 250 ml conteniendo medio de cultivo Murashige y Skoog (MS). En
el encapsulamiento se emple6 25 g.L? alginato de sodio disuelto en las sales MS
complementadas con y 30 g.L? de sacarosa, el pH se ajustd a 5,6 antes de disolver el
alginato, las yemas se mezclaron con la disolucion de alginato de sodio estéril en una
cristalizadora previamente esterilizada, se realizd un goteo utilizando una pipeta cortada en
la punta para el goteo de una disolucién de CaCl: (Cloruro de calcio) 2,94 g.mol. L en 200
ml para obtener la dureza. Este procedimiento in vitro nos dio resultados satisfactorios en
tres de los cinco tratamientos de desinfeccion utilizados siendo asiendo asi el T2 con mayor
numero de explantes Utiles para el establecimiento con un 58,3% , seqguido de los T3y T4
con un 33,3% y 8% respectivamente, en cuanto a la fase de encapsulamiento o produccién
de perlas se obtuvo que a mayor exposicion del explante en la solucién de CaCl, (Cloruro
de calcio) mayor probabilidad de germinacion de los explantes, obteniendo asi un 70% de
explantes germinados en el T2. Cabe destacar que para obtener resultados satisfactorios se
debe emplear un protocolo de desinfeccion adecuado y especifico para cada especie ya que
de este dependera el éxito del establecimiento y posterior encapsulamiento, otro punto clave
es la seleccion de la planta madre o donadora de los explantes, debido a que esta debera
poseer caracteristicas sobresalientes para asi obtener ejemplares con similares caracteristicas
y ser plantas jovenes entre 2 a 6 meses de edad ya que al ser tejido joven tiene la capacidad
de regeneracion o multiplicacion mas alta que una planta madura, lo que permite realizar el
establecimiento con mas facilidad.

Palabras clave: explante, cloruro de calcio, alginato de sodio, cultivo Ms, desinfeccion.
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ABSTRACT

The objective of this research was to develop a protocol for in vitro reproduction and
disinfection of the C. alliodora (Ruiz & Pav.) Oken (laurel) species because it is one of the
species with the highest demand in the forestry industry, due to its quality characteristics,
hardness of the wood and fast growth. In agroforestry systems, it reduces high temperatures,
minimizes wind speed, favors the development of trees or associated crops. The general
objective was to develop a methodology for the in vitro encapsulation of axillary buds of C.
alliodora (laurel) for the purpose of managing the species. In this sense, laurel plants with
outstanding morphological characteristics were selected. After the selection of the plants,
axillary buds were collected that were immediately transferred to the tissue culture
laboratory of the State Technical University of Quevedo. Once in the laboratory, the
disinfection and asepsis treatments of the explants were established. For this, 5 disinfection
treatments were evaluated, manipulated in laminar flow chambers to be placed in 250 ml
flasks containing Murashige and Skoog (MS) culture medium. In encapsulation, 25 gL-1
sodium alginate was used dissolved in the MS salts supplemented with and 30 gL-1 of
sucrose, the pH was adjusted to 5.6 before dissolving the alginate, the buds were mixed with
the alginate solution of sterile sodium in a previously sterilized crystallizer, a drip was made
using a pipette cut at the tip to drip a CaCl2 (Calcium Chloride) 2.94 g.mol solution. L-1 in
200 ml to obtain the hardness. This in vitro procedure gave us satisfactory results in three of
the five disinfection treatments used, thus achieving the T2 with the highest number of
explants useful for the establishment with 58.3%, followed by T3 and T4 with 33.3% and
8% respectively, regarding the encapsulation or pearl production phase, it was obtained that
the greater the exposure of the explant in the CaCl2 solution (calcium chloride), the greater
the probability of germination of the explants, thus obtaining 70% of germinated explants.
in T2. It should be noted that to obtain satisfactory results, an adequate and specific
disinfection protocol must be used for each species since the success of the establishment
and subsequent encapsulation will depend on this, another key point is the selection of the
mother or donor plant of the explants, due to This must have outstanding characteristics in
order to obtain specimens with similar characteristics and be young plants between 2 to 6
months of age, since being young tissue has the capacity for regeneration or multiplication
higher than a mature plant, which allows the establishment more easily.

Key words: explant, calcium chloride, sodium alginate, Ms culture, disinfection.



INDICE DE CONTENIDOS.

Pag.
PORTADA ..ottt e e e b e et e et e e b e e beeatesheesbeeabesaeeabeentesreesbeense e i
DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS .......cccoooevvvieisiieeienn, i
CERTIFICACION DE CULMINACION DEL PROYECTO DE INVESTIGACION
.............................................................................................................................................. ii
CERTIFICACION DEL REPORTE DE LA HERRAMIENTA DE PREVENCION
DE COINCIDENCIA Y/O PLAGIO ACADEMICO.......ccoooviieieereereeeeeeerees e iv
AGRADECIMIENTO ... .ottt sttt e e staesteaneesneenae s vi
DEDICATORIA ..ottt et st be e ete e e e beesbeeneeeree s vii
RESUMEN ..ottt ettt st ettt e et e s be e s beeaesreesbeenbesaeesreenre e viii
ABSTRACT .ottt s b e et e s ae e s te et e eae e s beeteareeetaeareenreaneenre s iX
INDICE DE CONTENIDOS. ...ooviiiiieicieieisstssiesie sttt X
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ne sttt ena st Xii
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt sttt Xiii
I, INTRODUGCCION .....coiiiiiiitesieiee ettt 1
L@ AN I U I I SO 2
CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION ....c.coovviieerceeereeveeeevesseneis 2
1.1. Problematizacion de 1a inVestigacion. ..........c.coceeieiiniie s 3
1.1.1. Planteamiento del problema. ..o 3
DT To 10 ] [ T PSSR 3
g (0] (01 (o F SRS SPRRPRPOPRPR 3
1.1.2. Formulacion del problema. ..........ccccooveiiiiiii e 4
1.1.3. Sistematizacion del problema ..o 4
I © 1 o] =] 1 1Y 1SS SRUSSPR 5
N B 1= 4 T > | USSP 5
1.2.2 ESPECITICOS. vttt 5
IR TR o 11 00] (=T ST 5
L4, JUSHITICACION. ....ocvicii et et sreeare e 6
CAPTTULO T ettt 7
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION .......cooooviiininiireiernene, 7
2.1. Marco CONCEPLUAL.........ccviiiie it nres 8
0 S O 1] [ 1o (o] = LTSS PR PR 8
2.1.2. YEMAS @XIIATES. ..c.veeiieie et 9
2.2. Marco referenCial ..........coov i s 9
2.2.1. ENCAPSUIACION 1N VITFO ..o 9
2.2.2. CONSErVACION IN VITFO....cciiiiiiieiiieie ettt re e, 10



2.2.3. Métodos de ConsServacCioOn iN VItrO .......ccceeeeeeeiee et 12

CAPTTULO T oottt 13
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.......ooiinieininineiseieis e 13
3.1. MaterialeS Y METOUOS .......cccvvieiiiiieieee et 14
3.1.1. Localizacion del area de eStudio. ..........ccccveieierieieieni e 14
3.1.2. MAterialeS Y FEACTIVOS ......ccecveiiieiieie e sie et ra e re e nre e, 14
TR I \V/ =1 (oo [o] oo T VRSOOSR 16
3.3.1 Tip0 de INVESTIGACION.......eieiiiieieieee e 16
3.3.2. Fases de 1a iNVESTIGACION .........ccveieeicie et 16
3.3.2.1. Fase 1: Seleccidn y preparacion de las yemas axilares...........c.cccceeeuvennen, 17
3.3.2.2. Fase 2: Desinfeccion de las yemas axilares ...........cccoevrerennenennincnenens 17
3.3.2.3. Fase 3: Introduccion del material in Vitro..........ccccccoovveiiiiecicci e 18
3.3.2.4. Fase 4: Encapsulamiento iN VITrO .........cccooeieriinienin e 19
3.3.3. ANALISIS ESTAAISTICO. ...cuveuieieieiccie e 19
CAPITTULO IV .ot 20
RESULTADOS Y DISCUSION .....ooiiiiiiieie ettt 20
I LTS U] | 7 U [0 OSSPSR 21

4.1.2. Establecimiento de yemas axilares de C. alliodora en condiciones in vitro 22
4.1.3. Evaluacion del encapsulamiento in vitro de yemas axilares C. alliodora.... 25

4.1, DISCUSION ...ttt ettt st e e te e s be e s aae e beesaaaesbaesabeenteesnnaens 26
CAPITULO V it 28
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ..ot 28
5.1, CONCIUSIONES.......cviieieectie ettt ettt s e s b e et e e sae e e ebe e s br e e beesrraesbeesnbeereas 29
5.2, RECOMENUACIONES......eiiiiiiiieiiie ettt e et b e et e e e e sbeeaneeenes 30
CAPITULO Voot 31
BIBLIOGRAFTA ..ottt sttt n sttt nanens 31

6.1. Literatura Citada .........cocovviiiieie it 32
CAPTTULO VI .ottt 35
ANEXOS ...ttt e et et Re e bt teara e te e te e e e nreeneenreas 35

Anexo 1. Actividades realizadas en el [aboratorio. ..........ccccccveviiiiic i 36
Anexo 2. Tratamientos de desinfeccion y plantas Utiles...........ccoooieieiniiieicicenne, 38
Anexo 3. Analisis de varianza por cada variable evaluada. ..............cccccevvveieiiieiecnns 39

Xi



INDICE DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Promedio de explantes Utiles a los cuatro dias de desinfeccién, segin cada
tratamiento ULHHZAAO. ......ccveiiiie et 21
Figura 2. Promedio de explantes contaminados por hongos por cada tratamiento utilizado,
las medias con letras iguales no son significativamente diferentes (P < 0,05). .................. 22
Figura 3. Promedio de individuos fenolizados por cada tratamiento, las medias con letras
iguales no son significativamente diferentes (P < 0,05).......cccoeiiiininininiiieeecc 23
Figura 4. Promedios de explantes sanos por cada tratamiento utilizado, las medias con letras

iguales no son significativamente diferentes (P < 0,05).....c.cccccceiiiiiiiiieciiececece e 24

xii



INDICE DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Tratamientos utilizados para el proceso de desinfeccion de los explantes............. 17
Tabla 2. Elementos que constituyen el medio de cultivo - MS...........ccooiiiiiiinieiienene. 18
Tabla 3. Tratamientos y repeticiones para el establecimiento in Vitro. .........ccccccevvevnnnee. 18
Tabla 4. Esquema del analisis de VarianzZa ...........ccecueieeieeiieiiese e 19
Tabla 5. Prueba de Wilcoxon para muestras independientes. ...........ccoovveveieienenencnennn 25

Xiii



ICODIGO DUBLIN

Titulo:

Encapsulamiento in vitro de yemas axilares de Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken

(laurel) como alternativa de manejo, provincia de Los Rios

Autor:

Calder6n Gomez Bryan Patricio

Palabras
claves:

explante, encapsulacién, in vitro, alginato de sodio, cultivo Ms.

Fecha de

publicacion:

Editorial:

UTEQ; FCAMB; Carrera de Ingenieria Forestal, 2020

Resumen:
(hasta 300
palabras)

La presente investigacion tuvo como objetivo desarrollar un protocolo de
reproduccion in vitro y desinfeccidn de la especie Cordia alliodora (Ruiz &Pav.) Oken
(laurel) debido a que es una de las especies con mayor demanda en la industria forestal.
El objetivo general fue desarrollar una metodologia para el encapsulamiento in vitro
de yemas axilares de C. alliodora (laurel) con fines de manejo de la especie. Tras la
seleccion de las plantas se recolectaron yemas axilares que fueron inmediatamente
trasladadas hasta el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Técnica Estatal
de Quevedo. Una vez en el laboratorio se procedid a establecer los tratamientos de
desinfeccion y asepsia de los explantes. Para ello, se evaluaron 5 tratamientos de
desinfeccidn, manipulados en cdmaras de flujo laminar para ser colocados en frascos
de 250 ml conteniendo medio de cultivo Murashige y Skoog (MS). En el
encapsulamiento se empleé 25 g.L* alginato de sodio disuelto en las sales MS
complementadas con y 30 g.L* de sacarosa, el pH se ajust6 a 5,6 antes de disolver el
alginato, las yemas se mezclaron con la disolucion de alginato de sodio estéril en una
cristalizadora previamente esterilizada, se realiz6 un goteo utilizando una pipeta
cortada en la punta para el goteo de una disolucién de CaCl; (Cloruro de calcio) 2,94
g.mol. Lt en 200 ml para obtener la dureza. Este procedimiento in vitro nos dio
resultados satisfactorios en tres de los cinco tratamientos de desinfeccion utilizados
siendo asiendo asi el T2 con mayor numero de explantes Gtiles para el establecimiento
con un 58,3% , seguido de los T3y T4 con un 33,3% Yy 8% respectivamente, en cuanto
a la fase de encapsulamiento o produccion de perlas se obtuvo que a mayor exposicion
del explante en la solucion de CaCl, (Cloruro de calcio) mayor probabilidad de
germinacion de los explantes, obteniendo asi un 70% de explantes germinados en el
T2. Cabe destacar que para obtener resultados satisfactorios se debe emplear un
protocolo de desinfeccion adecuado y especifico para cada especie ya que de este
dependera el éxito del establecimiento y posterior encapsulamiento, otro punto clave
es la seleccion de la planta madre o donadora de los explantes, debido a que esta debera
poseer caracteristicas sobresalientes para asi obtener ejemplares con similares
caracteristicas y ser plantas jovenes entre 2 a 6 meses de edad ya que al ser tejido joven
tiene la capacidad de regeneracion o multiplicacion mas alta que una planta madura,
lo que permite realizar el establecimiento con més facilidad.

Descripcion:

URL:

Xiv




I. INTRODUCCION

La micropropagacion asexual es un proceso de division mitotico de las células vegetales
donde permite a partir de un fragmento (explante) de una planta donadora o madre obtener
una descendencia uniforme con caracteristicas genéticas similares a la planta madre, los
explantes mas usados son yemas axilares, yemas terminales. Este proceso in vitro es
realizado bajo parametros claves como: la asepsia (ausencia de contaminacion de cualquier

tipo) y factores controlados (temperatura, luz, etc.).

C. alliodora (laurel) es una especie forestal de gran interés debido a su alta calidad, a la
dureza de su madera y a su rapido crecimiento, teniendo una demanda creciente para la
industria, la ebanisteria y la agroforesteria. Ademas, es una especie apta para plantaciones
forestales de escala industrial, ya que su madera posee varias caracteristicas de trabajabilidad
belleza y brillo teniendo una demanda sostenida con altas posibilidades de incrementarse
(Ecuador Forestal, 2010). Sin embargo, en los ultimos afios, su potencial forestal se ha visto
afectado por la destruccion de su habitad y las limitadas condiciones de reproduccion natural
de la especie por efectos antropogénicos. En este sentido, la micropropagacién, unido al
encapsulamiento son alternativas novedosas que favorecen enormemente la produccion

asexual de la especie.

El encapsulamiento se realiza encerrando un explante vegetativo in vitro en un medio
artificial con componentes nutritivos y protectores de alginato el cual forma una perla. La
encapsulacion preserva la viabilidad, el potencial de rebrote y la capacidad de enraizamiento
que permite el traslado del material a cualquier parte (Micheli et al., 2007). Conocido
universalmente como semilla artificial, esta semilla al sembrarla es capaz de producir una
plantula (un proceso conocido como conversién) y es denominada capsula, cuando se emplea
para la siembra in vitro antes de producir plantulas (Cansiong, 2019). La investigacion se
centra en desarrollar un método de encapsulamiento in vitro de C. alliodora a partir de yemas
axilares, con la finalidad de crear especimenes con caracteristicas genotipicas y fenotipicas
sobresalientes, con las cuales se pueda establecer plantaciones forestales de calidad y obtener

buenos resultados de produccién.



CAPITULO |

CONTEXTUALIZACION DE LA INVESTIGACION



1.1. Problematizacion de la investigacion.

1.1.1. Planteamiento del problema.

El laurel es una de las especies forestales con mayor demanda comercial en el mercado ya
que posee caracteristicas de calidad, dureza de la madera y lo mas principal crecimiento
rapido, lo que lo hace un centro de atencién para las industrias que comercializan madera.
Debido a esta alta demanda de la especie laurel, se esta provocando una reduccién en la
presencia de la especie y se esta alterando el habitad donde se desarrolla, esto provoca que
la especie sea dificil encontrar especimenes con caracteristicas sobresalientes para la
repoblacion de la especie y para satisfacer la demanda comercial. Debido a esto se ha
planteado desarrollar un protocolo de encapsulamiento in vitro con el objetivo principal de
mejorar la especie, saber con exactitud la procedencia del material genético, promover la

viabilidad para obtener plantulas de calidad y sobre todo preservar la especie.

Diagnostico.

Existen productores de madera que realizan sus plantaciones forestales con plantulas o
semillas, los mismos que desconocen la procedencia especifica del material genético a
utilizar y por ende no garantizan a futuro la calidad, resistencia, rentabilidad de produccion

de sus plantaciones.

Pronéstico.

Mediante el proceso de encapsulamiento in vitro, método de reproduccién asexual mediante
la manipulacién de yemas axilares, se garantizara la procedencia, calidad, resistencia del
material genético a utilizar y con estas caracteristicas se asegurara a futuro buenos resultados

de produccion.



1.1.2. Formulacion del problema.

¢ Cuénta efectividad ofrece el proceso de encapsulamiento in vitro de yemas axilares, como

alternativa de manejo de la especie C. alliodora, en el proceso de produccion de madera?

1.1.3. Sistematizacion del problema

¢ Cuéles son los parametros para la seleccion de yemas axilares de la especie C. alliodora?

¢ Qué caracteristicas se debe seleccionar para la obtencion del material genético 6ptimo para

la produccion de madera de C. alliodora?

¢Qué metodologia de encapsulamiento se debe establecer para el desarrollo de yemas

axilares de C. alliodora?



1.2. Objetivos

1.2.1. General.

Desarrollar una metodologia para el encapsulamiento in vitro de yemas axilares de C.

alliodora (laurel) con fines de manejo de la especie.

1.2.2 Especificos.

e Desarrollar un método eficaz para la desinfeccion de yemas axilares de C. alliodora

con caracteristicas fenotipicas sobresalientes.

e Establecer yemas axilares de C. alliodora en condiciones in vitro.

e Evaluar el encapsulamiento in vitro de yemas axilares C. alliodora

1.3.  Hipotesis.

Hq: Las yemas axilares de C. alliodora (laurel), logran ser encapsuladas de forma in vitro.

Ho: Las yemas axilares de C. alliodora (laurel), no logran ser encapsuladas de forma in vitro.



1.4. Justificacion.

La especie C. alliodora (laurel) es una de las especies con mayor demanda en la industria
forestal, debida sus caracteristicas de calidad, dureza de la madera y sobre todo por su
proceso de crecimiento rapido, apetecido en las industrias que se dedican a la ebanisteria
fina entre otras industrias, también es muy atractivo en los sistemas agroforestales ya que
este reduce las temperaturas altas, reduce la velocidad de los vientos, favorece al desarrollo
de &rboles o cultivos asociados. Debido a la gran importancia y utilidad que posee esta
especie forestal, la presente investigacion pretende desarrollar un protocolo de
encapsulamiento in vitro con el objetivo principal de mejorar la especie, saber con exactitud
la procedencia del material genético, promover la viabilidad para obtener plantulas de

calidad con la cual se establecen las plantaciones forestales.



CAPITULO II

FUNDAMENTACION TEORICA DE LA INVESTIGACION



2.1. Marco Conceptual

2.1.1. C. alliodora

El laurel es una especie nativa de los bosques primarios y secundarios de la Costa y
Amazonia ecuatorianas. Se distribuye de México a Ecuador, Per(, Bolivia, Brasil. Arbol
que crece hasta 40m de altura, 20m de fuste y 100cm de diametro. Base del tronco con
aletones medianos laminares. Entre las varias caracteristicas de mayor interés de este arbol
es la capacidad de auto poda incluso en condiciones abiertas, donde los arboles adultos son
deciduos incluso en climas no estacidnales, durante uno o dos meses después de la

produccion de la semilla (Vinueza, 2012).

2.1.1.1. Caracteristicas climaticas

Segun Vinueza (2012) los requerimientos climaticos de la especie son:

Requerimientos climéticos.

Altitud: 50 — 1000 msnm
Precipitacion: 2000 — 4000 mm
Temperatura: 2027 °C

2.1.1.2. Requerimientos edéficos.

La especie C. alliodora se desarrolla de manera 6ptima en suelos profundos, franco arenoso
y franco arcilloso, bien drenados, de preferencia aluvial con ceniza volcanica reciente, sin la
presencia de capas endurecidas ni agua freatica permanente a poca profundidad y rico en
materia organica. Soporta suelos alcalinos, neutros y ligeramente acidos, su mejor desarrollo

se presenta en suelos que fluctlen entre valores de 4.5 a 6.5 pH (Vinueza, 2012).



2.1.1.4. Clasificacion taxondmica

Segun Oken (1843) la clasificacion taxondémica del laurel es la siguiente:

Phyllum: Plantae
Subphyllum: Spermatophyta
Clase: Magnoliophytina
Subclase: Magnoliopsida
Orden: Asteridas

Familia: Polemoniales
Subfamilia: Borraginaceas
Género: Cordia

Especie: Alliodora

2.1.2. Yemas axilares.

Las yemas axilares son un conjunto de células que forman un meristemo y unas pequefias
hojas rudimentarias también conocidas primordios foliares protegiendo cuya funcion es
proteger al meristemo, este conjunto se encuentra ubicado en los nudos, zona donde se
produce la insercion del peciolo de la hojay el tallo, el resultado de esta interseccion genera
la aparicion de ramas laterales o las flores, las ramas del tallo se formar a partir de las yemas

axilares (Megias, Molist y Pombal, 2018).

2.2. Marco referencial

2.2.1. Encapsulacién in vitro

La propagacion via asexual sin duda es una de las alternativas excelentes para muchas
especies tanto de importancia comestible, ornamental, maderable o simplemente con la
finalidad de conservar el material genético de algun tipo de especie en peligro de extincion,
los métodos més utilizados para realizar este tipo de propagacion son: por estacas, esquejes
0 acodos; los cuales han sido muy Utiles para muchas especies vegetales, no obstante el
numero de individuos generados es directamente proporcional al material vegetal requerido.
El cultivo o encapsulamiento in vitro ha sido de interés en los ultimos afios debido a que

otorga ventajas sobre otros métodos convencionales, principalmente la obtencién de
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organismos completamente sanos ademas de tener la capacidad de generar cultivos en masa
a partir incluso de una sola célula, una de las caracteristicas de los métodos de propagacion
asexual radica en la poca variabilidad genética que se genera en los cultivos, por ende al
aplicar este tipo de métodos se reproduce especies resistentes a los factores ambientales y a

ser menos vulnerables a plagas y enfermedades (Nufiez, Mora y Santacruz, 2008).

Benelli (2016) sefiala que la técnica de encapsulacion para crear semillas sintéticas es una
aplicacion importante para el cultivo in vitro, otra manera de realizar este método es con la
manipulacion de yemas axilares o segmentos nodales para desarrollar las semillas sintéticas,
esta técnica de encapsulacion se utiliza hoy en dia en procedimientos avanzados de
crioconservacion, como métodos de encapsulacion-deshidratacion y encapsulacion
vitrificacion, obteniendo resultados excelentes y prometedores para una correcta y eficaz
conservacion a largo plazo del material genético (Cansiong, 2019).

2.2.2. Conservacion in vitro

La utilizacion de procedimientos in vitro en especies lefiosas, plantas nativas y vulnerables
se ha convertido en un objetivo principal de investigacion, ya que estos procesos in vitro
permiten generar una gran variabilidad genética obteniendo como resultados ejemplares con
material genético elite y libre de patogenos (Jadan, Romero y Orquera, 2013). La
conservacion in vitro nos brinda la capacidad de almacenar, transportar por un considerable
tiempo un banco de genes Utiles a los Fito mejoradores, con un sin nimero de beneficios
tanto practicos como bioldgicos, en la micropropagacion acelerada como para la
conservacion in vitro de variedades y especies, el fendmeno de la regeneracion de 6rganos

o0 plantas completas es determinante (Mesa, Lajonchere y Toral, 1995).

El proceso de conservacion in vitro presenta variedad de ventajas, como la obtencion de
material libre de patdgenos, tasas de multiplicacion altas, suministro constante de plantas a
los productores, bajo costo en la produccion, mantenimiento de la confianza genética del
material. A pesar de estas enormes ventajas también presenta sus desventajas las cuales
pueden ser la pérdida de material genético por contaminaciones, dependencia de
profesionales calificados para realizar el proceso y que el material puede destruirse en caso

de un siniestro (Jain, 2011).
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2.2.2.1. Métodos desarrollados a partir propagacion in vitro

A partir de la propagacién in vitro se han desarrollado varios métodos como son la formacion
acelerada de yemas axilares y la produccion de yemas adventicias, tienen amplio uso y un
tercer método llamado embriogénesis somatica, esta presentando un potencial excepcional
para la propagacion in vitro (Schilde-Rentschiler y Schmiediche, 1984). Geroge y Debergh
(2008) sefialan que “la micropropagacion es la manipulacion destacada de material genético
en el cultivo de tejido, donde a partir del cultivo de meristemos es posible obtener plantas
genéticamente idénticas a la planta madre y propagar a gran escala especies élite,
amenazadas, en peligro de extincion, nuevas variedades o las que tienen baja tasa de

reproduccion de manera natural” (Rangel, Hernandez y Hernandez, 2016).

Se conoce que la aplicacién de yemas axilares posee un porcentaje minimo para el uso en
gramineas a causa de su morfologia, esto hace que sea mas aplicada en leguminosas y otras
plantas pratenses y forrajeras (Goyal y Arya, 1984). La diferenciacion de brotes adventicios
otorga la regeneracion de una mayor cantidad de brotes frente el sistema de yemas axilares,
pero la estabilidad genética no es alta fundamentalmente en la formacion de apices a partir
de callos originados del explante (Santana, 1994). El Procedimiento de micropropagacion
de plantas se realiza mediante la obtencion de explantes primarios apices caulinares,
atravesando fases como: establecimiento in vitro, proliferacion de micro tallos, en el
enraizamiento in vitro y ex vitro de micro tallos y macollas se induce aplicando auxinas y/o
carbon activado y para producir el desarrollo de raices es necesario utilizar un sustrato
enriquecido con materia organica, el proceso de endurecimiento de la plantula se realiza de

manera simultanea con el proceso de desarrollo radical (Rache y Pacheco, 2010).
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2.2.3. Métodos de Conservacion in vitro

Existen dos métodos de conservacion in vitro, su utilizacién varia en dependencia de la
duracion que requiera el almacenamiento del material genético. Para corto 0 mediano plazo
el objetivo es reducir la velocidad de crecimiento del material vegetal, puede ser empleado
el método de crecimiento minimo, por su parte la crioconservacion garantiza la conservacion

in vitro por periodos prolongados de tiempo (Garcia, De Feria, Acosta, 2007).

2.2.3.2. Método de crioconservacion

En el proceso de conservacion a largo plazo es necesario emplear la crioconservacion
(almacenamiento en nitrégeno liquido a -196 °C), en donde este proceso produce que los
procesos metabolicos y la division celular se detengan , con lo cual brinda la ventaja de que
el material vegetal crioconservado se puede preservar en espacios reducidos, en condiciones

seguras, sin variabilidad genética y sin grandes costos de mantenimiento (Fukai, 2017).

Abdelnour (1999) sefiala que en la crioconservacion se recomienda el almacenamiento de
estructuras organizadas como meristemos, apices, semillas, embriones cigoticos, polen y
embriones somaticos para asegurar la estabilidad genética de los materiales, mediante este
sistema de conservacion es posible almacenar desde células hasta 6rganos, hasta materiales
generados en el laboratorio como los producidos por ingenieria genética, la clave principal
para poner en marcha el programa de crioconservacion de la especie de interés es contar con
el protocolo de micropropagacion, previo bien evaluado y permitir altos porcentajes de

regeneracion de las plantas (Rivera et al., 2008).
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CAPITULO I
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION



3.1. Materiales y métodos

3.1.1. Localizacién del area de estudio.

Este estudio se llevo a cabo en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Universidad

Técnica Estatal de Quevedo UTEQ km 1 % via Quevedo-Santo Domingo.

Caracteristicas del area experimental.

Las caracteristicas ecoldgicas y meteoroldgicas de la zona de estudio son:

TeMPETatULA. ...t 25°C
Humedad relativa............ooooiii 81 a85%
Precipitacion media anual................cocoiiiiiiiiiii 1253 mm
AU, . 73 msnm
Heliofania. ... ..o 640 horas luz
7002 €COLOZICA. . ...ttt bh-T

0] o104 ¢ i : Irregular

3.1.2. Materiales y reactivos

3.1.2.1. Materiales de oficina

Libreta
Computadora
Software
Mandil
Esferos

Y V. V V V
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3.1.2.2. Materiales de laboratorio

Tubo de ensayo

pH metro

Algodon

Papel aluminio
Micropipeta

Puntas plasticas

Frascos de vidrios

Cajas Petri

Balanza

Céamara de flujo laminar
Camara de crecimiento climatizada
Bisturi

Pinzas

Matraz

Tijeras

Autoclave

YV V.V V V V V VYV V V V V V V V V V

Coladero

3.1.2.3 Material experimental

> Yemas axilares de C. alliodora
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3.1.2.4 Reactivos

Cloro

Alcohol
Macronutrientes
Micronutrientes
Fuentes de hierro
Cloruro de calcio
Vitaminas MS
Agua destilada estéril
Alginato de sodio
Agar noble
Gentamicina

Tween

YV V.V V V V V V V VYV V V V

Acido ascorbico

3.3. Metodologia
3.3.1 Tipo de investigacion
El trabajo se ajustd al tipo de investigacion experimental y analitico. El tipo experimental

depende de los tratamientos, repeticiones, unidades experimentales y variables. El tipo

analitico se sujeté a la interpretacion de los resultados por paquetes estadisticos.

3.3.2. Fases de la investigacion

El proceso de micropropagacion o encapsulamiento in vitro consta de varias fases, donde los

explantes fueron analizados de forma periddica.

Seleccidn y preparacion de las yemas axilares
Desinfeccidn de las yemas axilares

Introduccion del material seleccionado in vitro

A w0 np e

Encapsulamiento in vitro
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3.3.2.1. Fase 1: Seleccion y preparacion de las yemas axilares

El establecimiento del cultivo desarrollé en condiciones de asepsia, se obtuvieron los
explantes (yemas axilares) con un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. En
el proceso de obtencion de los explantes es recomendable considerar los parametros
fenotipicos sobresalientes de la planta madre, es decir la planta donadora de yemas. Las
plantas seleccionadas como donadoras fueron fumigadas dos veces por semana con un
fungicida sistematico para reducir la presencia de contaminantes fungicos y otro tipo de

agente dafino (Indacochea, 2013).

3.3.2.2. Fase 2: Desinfeccion de las yemas axilares

Una vez elegida la planta donadora, se extrajeron los fragmentos a partir de los cuales se
obtuvieron los explantes, en esta investigacion son yemas axilares, los mismos que fueron
sometidos a un proceso de desinfeccion para eliminar los contaminantes externos mas
comunes como hongos, bacterias que habitan en forma natural en el ambiente y hongos
endogenos en caso de estar presentes, antes de realizar los tratamientos de desinfeccion se
hizo un pre lavado de los explantes que consistio en aplicar detergente comercial, NaClO
1% en 1000 ml de agua destilada estéril incluyendo agitacion constante durante 5 min,

posterior a esto se realizaron cinco tratamientos de desinfeccion (Lépez et al., 2010).

Tabla 1. Tratamientos utilizados para el proceso de desinfeccion de los explantes.

Tratamientos Tiempo Ca Tiempo Et Tiempo Gentamicina Povidyn  Tiempo Acido Tiempo NaHCO3  Tiempo
NaClo Min (Cl0) (¢} mg/L? % ascorbico g/Lt
% H mg/L*?
%
T1 10 30 160 30 5
T2 20 20 75 1 160 50 10 1 10 1 20
T3 30- 5-10 75 1 160 50 10 1 10 1 20
40
T4 50 10 160 50 5
T5 2,5 15 2.5 1 75 1 160 1 10
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3.3.2.3. Fase 3: Introduccion del material in vitro.

Después de la desinfeccion superficial, el material vegetal se coloco en frascos de 250 ml
conteniendo 20 ml del medio MS semisdlido y 10 ml.L* de cido ascorbico que fue afadido
al medio para evitar la fenolizacion de los explantes. Este medio de cultivo es estéril, durante
el periodo 7 o 15 dias comenzd el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos tejidos

vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Cansiong, 2019).

La composicion del medio de cultivo consta de varios elementos como:

Tabla 2. Elementos que constituyen el medio de cultivo - MS

Elementos Cantidades
Sulfato de magnesio y fosfato de potasio 25 ml.L?
Nitrato de amonio y nitrato de potasio 25 ml.L?
Cloruro de calcio 25 ml.L?
Vitaminas MS 5ml.L?
Fuentes de Hierro 5ml.L?
Micronutrientes 5ml.L?
Sacarosa 30g.L?
pH 5.7

Tabla 3. Tratamientos y repeticiones para el establecimiento in vitro.

Tratamientos T1 T2 T3 T4 T5
R1 10 10 10 10 10
R2 10 10 10 10 10
R3 10 10 10 10 10
Total 30 30 30 30 30
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3.3.2.4. Fase 4: Encapsulamiento in vitro

En el encapsulamiento se empled 25 g.L? alginato de sodio disuelto en las sales MS
complementadas con y 30 g.L? de sacarosa, el pH se ajustara a 5.7 antes de disolver el
alginato. En el momento de la encapsulacion, las yemas se mezclaran con la disolucién de
alginato se sodio estéril en una cristalizadora previamente esterilizada, se realizara un goteo
utilizando una pipeta cortada en la punta para el goteo de una disolucién de CaCl; (Cloruro
de calcio) 2,94 g. mol. L"ten 200 ml para obtener la dureza. Se colocaran a razon de cuatro
capsulas en frascos que contengan 20 ml de medio de cultivo MS sin reguladores del
crecimiento y se encubaran en camaras de luz solar, con una intensidad luminosa de 54
umol/m?s, 25 + 2 ° C de temperatura y humedad relativa de 80 a 90% durante cuatro semanas
(Cansiong, 2019).

3.3.3. Analisis estadistico

Para cada variable analizada, se aplicé un Disefio Completo al Azar (DCA). Con cinco
tratamientos, con arreglo de un solo factor, los cuales tuvieron 3 repeticiones, 10
observaciones cada una. Para determinar diferencias entre medias se empled la prueba de
Tukey (P < 0.05). A continuacion, se presenta el esquema de analisis de varianza (Tabla 4)

y el modelo matematico aplicado para validar la significancia estadistica.

Tabla 4. Esquema del andlisis de varianza

Fuente de variacién Grados de libertad
Tratamiento (t-1)
Repeticion (r-1)
Error (t-1) (r-1)
Total (t*r)-1

Fuente: Carmona et al. (2002).
Modelo matematico:

Yij=pu+ i+ &ij

Siendo:
Yij: Valor de la observacion. ti: efecto del tratamiento i
eij: Error experimental. u: El valor medio de todos los tratamientos.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. Resultados

4.1.1. Desarrollo de un método eficaz para la desinfeccion de yemas
axilares de C. alliodora.

De todos los tratamientos de desinfeccion de los explantes (yemas axilares) de C. alliodora,
el mas importante desde el punto de vista experimental fue el tratamiento nimero dos, que
en promedio permitié conseguir 6,33 yemas libres de contaminacion a los cuatro dias de
desinfeccion por cada repeticidn (Figura 1), a este le sigue el tratamiento numero tres, con
el cual se consiguieron en promedio tres yemas libres de contaminacion por cada una de sus
repeticiones. Contrario a los tratamientos ya mencionados (tratamiento 2 y 3) se encuentra
el tratamiento uno, con el cual no se consiguieron explantes Utiles, mientras los tratamientos
cuatro y cinco no tuvieron resultados relevantes, pues apenas consiguieron un explante (til

por repeticion en cada uno.

Promedio de explantes Utiles a los cuatro dias de desinfeccién

7 a
)
6
s
E,_ 5
2 g
©
o3
22 c
g 1 ¢
a d

. [ ]

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Tratamientos de desinfeccion

Figura 1. Promedio de explantes utiles a los cuatro dias de desinfeccion, segun cada

tratamiento utilizado.
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4.1.2. Establecimiento de yemas axilares de C. alliodora en condiciones in
vitro

Una vez establecidas las yemas axilares de C. alliodora en el medio de cultivo se puede
observar que el tratamiento dos demostrd mejor respuesta en condiciones in vitro para esta
especie, debido a la baja incidencia de individuos contaminados por hongos (2,33),

individuos fenolizados (1,33) y a la inexistente contaminacion por bacterias (Figura 2).

De igual forma, cabe sefialar que otros tratamientos presentaron respuestas inferiores a las
del tratamiento dos, siendo el tratamiento uno el de resultados menos favorecedores, pues
ademas de no conseguir ningln explante sano, su promedio de individuos contaminados por
hongos fue el méas alto con 4,67. Hay que destacar que el tratamiento cinco obtuvo resultados
similares con 3,67 individuos contaminados por hongos, mientras que en el mismo caso pero
con solo 2,67 individuos contaminados se encuentran los tratamientos 3 y 4. Lo antes

mencionado se demuestra en la figura 2, a continuacion.

Promedio de explantes contaminados con hongos por cada
a tratamiento

b b
b
Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Tratamientos

O P N W B~ O

Promedio de individuos
contaminados

Figura 2. Promedio de explantes contaminados por hongos por cada tratamiento utilizado,

las medias con letras iguales no son significativamente diferentes (P < 0,05).
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Respecto al promedio de explantes fenolizados, el tratamiento 4 obtuvo los resultados menos
esperanzadores, al conseguir un promedio de 6,33 individuos afectados por esta condicion,
a este le siguen los tratamientos uno y cinco que obtuvieron en promedio 5,33 yemas
fenolizados, mientras el tratamiento 3 esta en penultimo lugar con 4,33 yemas. Por ultimo y
con los mejores resultados se encuentra el tratamiento dos con apenas 1,33 yemas en

promedio, todo esto lo demuestra la figura 3, que se muestra a continuacion.

Promedio de explantes fenolizados por cada trésltamiento
7
a a

86
3 a
>0
©
4
3

3
< b
= 2
L
o

0

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Tratamientos

Figura 3. Promedio de individuos fenolizados por cada tratamiento, las medias con letras

iguales no son significativamente diferentes (P < 0,05).
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El tratamiento tres mostro resultados ligeramente mejores con un promedio de tres explantes
sanos, una vez mas los mejores resultados los tiene el tratamiento dos, que consiguié un
promedio de 6,33 individuos sanos, en el promedio de explantes sanos se observa que el
tratamiento uno presentd los resultados mas bajos, donde no se consiguié ningun explante,
a este le siguen los tratamientos cuatro y cinco, con los que apenas se logré obtener un

explante sano en promedio.

En relacion con lo anterior, considerando el disefio estadistico, se puede afirmar que el
tratamiento 2 presento una alta significancia estadistica en comparacion con los otros

tratamientos, (Figura 4).

Promedios de explantes sanos por cada tratamiento
a

b
I bc bc
C
H B

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4 Tratamiento 5
Tratamientos

Promedio de individuos

S P N W bk~ 01 O N

Figura 4. Promedios de explantes sanos por cada tratamiento utilizado, las medias con letras

iguales no son significativamente diferentes (P < 0,05).
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4.1.3. Evaluacién del encapsulamiento in vitro de yemas axilares C.

alliodora.

Para este resultado se utiliz6 la prueba de Wilcoxon (Mann-Whitney U) que sirve para
analizar dos muestras asociadas con la finalidad de descartar la hipétesis nula, se aplico esta
prueba debido a que los datos no se distribuyen de manera normal, por lo que realizé esta
prueba no paramétrica. Finalizado el encapsulamiento se demostrd que el tratamiento dos
obtuvo los mejores resultados, con un promedio de siete yemas encapsuladas, mientras el
tratamiento uno mostré apenas 2,67 yemas encapsuladas en promedio, demostrandose asi

que el mejor tratamiento a simple vista es el nimero dos.

Tabla 5. Prueba de Wilcoxon para muestras independientes.

Trat. 1 Medias DE (1) W P

1 2,67 2,75 6,0 0,100
2 7,0 2,75 6,0 0,100
Donde:

N1y nz2: Nimero de observaciones correspondientes a cada media.
DE: Desviacion tipica (x-MEDIA)
W: Estadistico de prueba del Wilcoxon.

P: Probabilidad

Fuente: (Ruiz, 2017)
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4.1. Discusion

El proceso de encapsulamiento in vitro en laurel no fue totalmente exitoso como lo
demuestran los datos estadisticos en el capitulo resultados, el nimero de explantes fueron
sometidos a cinco protocolos de desinfeccidn cada uno con sus respectivas dosis y tiempos
de exposicion, el tratamiento 2 fue el mejor tratamiento arrojando excelentes resultados de
desinfeccion con 58,3 % de explantes Gtiles en la especie concuerda con Lépez et al., (2010),
quienes obtuvieron también porcentajes minimos de explantes infectados por hongos y
explantes fenolizados, seguido del tratamiento 2 estan los tratamientos 3 y 4 los cuales
mostraron buenos resultados con un promedio de 33,3% y 8,33% explantes dutiles
respectivamente para la fase de germinacion, mientras que los tratamientos 1 y 5 no lograron
tener efectividad en la desinfeccion donde no produjeron explantes utiles para la fase de
germinacion de los explantes.

La clave para realizar un procedimiento in vitro exitoso en la especie C. alliodora es el
proceso de desinfeccion Lopez et al., (2010), debido a las caracteristicas que posee esta
especie y a la presencia de contaminantes superficiales y endégenos, hongos o bacterias
presentes en los espacios intercelulares los cuales aparecen bajo las condiciones favorables

que presenta el cultivo in vitro Lovato et al., (1998).

Otro punto significativo en la investigacion que permitié la obtencién de resultados positivos
fue la seleccion de plantas jovenes, ya que poseen mayor capacidad de regeneracion y, bajo
condiciones controladas son mas viables para la reproduccion in vitro (Beraud y Ulloa, 2015;
Cain y Shelton, 2000). La composicién del medio de cultivo fue fundamental ya que es el
area donde se desarrollaron los explantes extraidos de la plantas donadoras seleccionadas,
este medio de cultivo se lo formo con todos los macro y micro nutrientes ademas de otros
elementos como vitaminas, fuentes de hierro y algun tipo de controlador bacteriolégico y
fangico, cada elementos constituyente se agrego en cantidades exactas para que el medio de
cultivo cumpla su funcion (tabla 2), se utiliz6 el medio de cultivo MS ( Murashige y Skoog),
el cual es el mas utilizado y adaptable para la mayoria de especies perennes y no perennes

como lo afirma Lee-Espinosa et al., (2009).
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En cuanto al proceso de encapsulacion, en la preparacion del hidrogel se utiliz6 componentes
que concuerdan con (Cruz, 2008), como son el medio MS maés alginato de sodio. Los mejores
resultados se obtuvieron en el tratamiento 2 donde las yemas reposaron por 20 minutos en
la solucion de CaCly, la dureza de las perlas depende principalmente de la cantidad de iones
de sodio intercambiados con iones de calcio, y el tiempo de complicacién deberia
optimizarse para formar perlas uniformemente esféricas y firmes (Cansiong, 2019). En
cuanto al tiempo de inmersion de las yemas en cloruro de calcio fue 6ptima ya que se obtuvo
un alto porcentaje (70%) de germinacion, lo cual concuerda con otros autores como
(Cansiong, 2019), quien expresa que la inmersién de las yemas durante 20 minutos en el

cloruro de calcio es una forma eficiente de encapsulacion.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



5.1. Conclusiones

El mejor tratamiento de desinfeccion fue el nimero dos, que consistio en la
aplicacion de hipoclorito de sodio al 20% durante 20 minutos, etanol al 75% durante
un minuto, gentamicina en una concentracién de 160 mg/L y povidyn al 50% durante
10 minutos, acido ascorbico a 1 mg/L durante un minuto y 1 g/L de bicarbonato de
sodio durante 20 minutos, logrando obtener un promedio de 6.33 explantes sanos en
promedio, ademas, se determind que, para establecer las yemas axilares de C.
alliodora (laurel) se debe utilizar un correcto protocolo de desinfeccion ya que es el
paso principal para lograr una correcta desinfeccion y una futura germinacion de los
explantes, previa la correcta seleccion de la planta donadora. Es importante
mencionar que ninguno de los tratamientos utilizados demostr6 en ningln caso

contaminacion por bacterias de ningun tipo.

Para obtener resultados con éxito en cuanto al establecimiento in vitro, lo
fundamental es seleccionar correctamente el material genético con el que se va a
trabajar, los mas ideal es utilizar plantas jovenes, con caracteristicas sobresalientes,
en esta investigacion fueron de dos meses, la inmadurez de los tejidos y su mejor
capacidad adaptativa hace de dichas plantas los mejores prospectos al momento de

su propagacion.

Las yemas axilares de C. alliodora (laurel) respondieron de manera favorable en el
tratamiento 2 (20 minutos de exposicién de las capsulas de alginato de sodio en
cloruro de calcio), logrando germinar a diferencia del tratamiento 1 (10 minutos de
exposicion de las capsulas de alginato de sodio en cloruro de calcio) no logr6 obtener

germinacion.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda utilizar este tipo de metodologia de propagacion in vitro de especies
forestales, en aquellas que sean altamente comerciales y sobre todo las cueles se

encuentren en peligro de extincion.

Es crucial continuar con investigaciones acerca del correcto y especifico protocolo
de seleccion y desinfeccidn del material genético de C. alliodora para una excelente
propagacion, que lleve a obtener resultados 6ptimos, que logren ser econémicamente
viables y que faciliten la reproduccion de la especie en cuestion, mediante métodos
no tradicionales, se recomienda ademas, realizar esta metodologia de propagacion in
vitro en laboratorios o areas extremadamente libres de contaminacion, exclusivos

para la manipulacion del material a propagar para obtener resultados con éxito.

Hay que prestar especial atencion a la edad de las plantas donadoras, debido a que
los tejidos de plantas jovenes han demostrado tener mejores efectos en cuanto a su
propagacion que arboles maduros, en su defecto es prudente usar ramas y hojas

jovenes de arboles desarrollados.
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CAPITULO VII
ANEXOS



7.1. Anexos

Anexo 1. Actividades realizadas en el laboratorio.

Fotografia 3. Extraccion y desinfeccién de Fotografia 4. Establecimiento in vitro.

yemas axilares.
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Fotografia 5. Explantes establecidos.

Fotografia 6. Encapsulacion explantes.

Fotografia 7. Germinacion explantes Fotografia 7.1. Germinacion explantes
Establecidos. Establecidos.
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Anexo 2. Tratamientos de desinfeccion y plantas utiles.

VARIABLES
Repeticion Tgﬁ;‘f Gren”;f‘l_m_iiiga Povidyn % -
Tratamiento 30 min min S
1 R1 10 0 10
R2 10 10 0
R3 10 10 10
SUMA 30 20 20
PROMEDIO 10 6,67 6,67
VARIABLES
. Acido
Pni s NaClO | Gentamicina . e NaHCO3 | EtO H
_ Repeticion | 5= | miL - 10 Po"s'dr‘r’]ri‘n% ; ;Scf[kf'ig giL-20 | %-1
Tratamiento 30 min min gmin min min
2 R1 10 10 10 10 10 10
R2 5 0 5 0 5 5
R3 5 5 5 0 5
SUMA 20 15 20 10 20 15
PROMEDIO 6,67 5 6,67 3,33 6,67 7,5
VARIABLES
NaClO .. Acido
Repeticion | 30-40 % SRR Povidyn % - | ascorbico NaHCO3 | EtO H
: 510 | MIL-10 0 Temin | mg-10| 9020 %1
Tratar:?lento o min gmin min min
R1 5 5 5 0 0 0
R2 10 10 0 0 0 10
R3 5 0 0 0 0 5
SUMA 20 15 5 0 0 15
PROMEDIO 6,67 5 1,67 0 0 5
VARIABLES
Tratamiento 10 min min 2l
4 R1 10 5 5
R2 10 5 0
R3 10 0 0
SUMA 30 10 5
PROMEDIO 10,00 3,33 1,67
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VARIABLES
- Acido
Repeticion 2N ?%/IOO_ Coa (Clo) G;”J?F _'Cllg 21 ascérbico
Tratamiento 15 min | 2% -1min min mg:rll_ir—] 40
2 R1 5 5 5 5
R2 5 0 5 5
R3 0 10 0 0
SUMA 10 15 10 10
PROMEDIO 3,33 5,00 3,33 3,33

Anexo 3. Analisis de varianza por cada variable evaluada.

Analisis de la varianza

Hongo dia 4

Variable N R® R® A3 CW
Hongo dia 4 15 0,4% 0,29 33,27

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 11,07 4 2,77 2,44 0,1151
Tratamiento 11,07 4 2,77 2,44 0,1151
Exrxorx 11,33 10 1,13
Total 22,40 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,86070
Error: 1,1333 gl: 10
Tratamiento Medias n E.E.

1,00 4,67 3 0,61 A
5,00 3,67 3 0,61 &
4,00 2,67 3 0,61 &
3,00 2,67 3 0,61 A
2,00 2,33 3 0,61 1

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Bacteria dia 4

Variable N Rf R® Aj CV
Bacteria dia 4 15 sd sd sd

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo. 0,00 4 0,00 =sd sd
Tratamiento 0,00 4 0,00 =sd sd
Error 0,00 10 0,00
Total 0,00 14
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Fenolizados

Variable N R® R® A7 CWV
Fenolizados 15 0,80 0,72 23,48

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo. 44,40 4 11,10 9,79 00,0017
Tratamiento 44,40 4 11,10 %,79 0,0017
Error 11,33 10 1,13
Total 55,73 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,86070
Error: 1,1333 gl: 10
Tratamiento Medias n E.E.

4,00 6,33 3 0,61 A
5,00 5,33 3 0,61 &
1,00 5,33 3 0,61 2
3,00 4,33 3 0,61 A
2,00 1,33 3 0,61 B

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Sanos

Variable N Rf Rf A3 CV
Sanos 15 0,92 0,89 36,02

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl CM F p-valor
Modelo. 76,27 4 19,07 28,60 <0,0001
Tratamiento 76,27 4 19,07 28,60 <0,0001
Error 6,67 10 0,867
Total 82,93 14

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=2,19405
Error: 0,6667 gl: 10
Tratamiento Medias n E.E.

2,00 6,33 3 0,47 A

3,00 3,00 3 0,47 B
5,00 1,00 3 0,47 B C
4,00 1,00 3 0,47 B C
1,00 0,00 3 0,47 c

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

40



