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I INTRODUCCION

Una de las técnicas utilizadas actualmente para realizar
ensayos de revigorizacidén es el micreoinjerto. El gue es
definido por Kyte (1996), como una versidén microscédpica de
injerto, que ocupa patrones propagados vegetativamente in
vitro, al gue se le injertan pequefias porciones de tejidos,
que pueden ser un meristema o apice del vastago, los que se
denominan puas, esto se realiza en recipientes cerrados con
condiciones Optimas de ambiente y en un medio de cultivo

adecuado para la especie.

Esta técnica tiene capacidad potencial para inducir
reversidén de caracteristicas fenotipicas del estado adulto,
a estados més juveniles; haciendo posible la recuperaciédn
de explantes que, facilitan la manipulacidén de sus
capacidades morfogénicas (Pacheco, 1985a). Esto dltimo es
debido a que el establecimiento de explantes in vitro y la
induccién de embricides vy ©Oérganos adventicios, estéan
enormemente influenciados por el estado de desarrollo del
tejido usado como explante primaric, teniendo esto por
objetivo clonar materiales adultos seleccicnados (Hackett vy
Murray, 1993). Estos mismos autores plantean gue 1la
obtencidén de material juvenil desde plantas maduras puede
estar enfocado a dos wvias, al uso de partes juveniles de
plantas maduras, © al rejuvenecimiento de partes maduras de

plantas.

Ademas de revigorizar, ésta técnica ha sido utilizada como

una metodologia eficaz para la recuperacidén de plantas



libre de wvirus. Y debido al desarrollo de procedimientos de
microinjerto de &pices caulinares, actualmente se utiliza
en programas de limpleza de material vegetativo de

citricos.

Segln Pacheco (1995a), la técnica del microinjerto es una
metodologia vigente, debido, tanto al contenido practico,
como de investigacién basica que se le ha otorgado en estos
ultimos afics. La aplicacidén de esta técnica en el area
hortofruticola es importante, existiendo una serie de

investigaciones basadas en ella.

1.1 Partes de una planta involucradas en el microinjerto.

Segin Pacheco (1995b), las partes involucradas de una

planta en el microinjerto, son:

- La pua, gque corresponde a una yema de 3-5 mm, la cual
debe estar libre de enfermedades.

- El1 patroéon, es el soporte, donde se inserta la puta.

- El cambium, tejido delgado de la planta situado entre el
floema y xilema. Compuesto por células meristematicas.

- El callo, masa de <células de ©parénquima gque se
desarrollan alrededor de tejidos vegetales lesionados,

importantes para el procesc de cicatrizacion.

Es esencial que el cambium de la puia se cologue en contacto
con el cambium del patrdén, debido a gque sus células
meristematicas son capaces de dividirse y formar nuevas
células. En el sitio de contacto entre la pua y el patrén,

se forma una masa de células de parénguima denominado



calle, el cual es importante en 1la cicatrizacidén de un

injerto exitoso (Hartmann y Kester, 1998).

1.2 Obtencién de patrones.

Los patrones se obtienen a partir de la técnica de
micropropagacién in vitro. La micropropagacidn se define,
segin Debergh v Read (1981), comc las técnicas de cultivo
in vitro desarrolladas para la produccién en masa de
plantas, seleccionadas genotipicamente, a un precio
competitivo. Esto es, la produccidén de plantas a partir de
porciones muy pequefias de ellas, de tejidos o células
cultivadas asépticamente en un recipiente en que se puedan

controlar estrictamente las condiciones del ambiente y la

nutricién (Hartmann y Kester, 1998).

La propagacién vegetativa, cualquiera sea su modalidad,
implica una reanudacién de la mitosis vy, favoreciendo 1la
desdiferenciaciédn de <células de parénguima, producen
centros de actividad meristemdatica, 1lo gque permite la
expresién de potencialidades normalmente reprimidas en las

distintas especies (Margara, 1988).

Tebricamente, un explante simple puede producir un infinito
nimero de plantas. Los meristemas usados para obtener

explantes deben estar libre de virus (Kyte, 1996).

1.3 Funcién del medio de cultivo.
Segun Hartmann vy Kester (1998), existen dos funciones
principales del medio de cultivo. La primera €s

proporcionar 1os nutrientes bésicos para el crecimiento



continuado de los explantes aislados y los propagulos
subsiguientes. La segunda es dirigir el crecimiento vy

desarrollo mediante control hormonal.

El medio de cultivo que resulta satisfactorio para el
cultivo de tejidos de muchas especies de plantas con fines
de micropropagacidn, es el medio mineral Murashige y S5koog
(1962), conocido como medio MS, el cual es el mas utilizado
en trabajos de cultivo 1in vitro de tejidos vegetales.
Ademas, generalmente es necesaric una aplicacidén de
reguladores de crecimiento en los medios de cultivo, en la
regeneracidn in vitro de brotes 3% subsecuente
micropropagacién de plantas. Pero es posible que esta
aplicacién estimule el desarrollo anormal al alterar el
balance enddgeno de fitohormonas (Dantas de Oliveira,

1996) .

Los reguladores de crecimiento, producidos en la yema,
inducen la formacidén de tejidos vasculares en el callo. Mas
atin, el estimulo de esos Aplces para producir xilema puede
ser reemplazado por concentraciones apropladas de hormonas
como auxinas, citoguininas y giberelinas, asi como azucares

(Hartmann y Kester, 1988).

Se utilizard la especie Dianthus caryophyllus debido a la
capacidad de propagacidén a gran escala cultivando in vitro
explantes de puntas de tallo, para conocer las técnicas de
microinjerto in vitro, como método de rejuvenecimiento,
debido a 1l1la capacidad para revertir los procesos de

maduracidén bajo ciertas condiciones. Estoc hace posible la



recuperacién de explantos adultos a joévenes de muchas
especies de importancia econdmica, los gque facilitan 1la
manipulacién de sus capacidades morfogénicas, con el objeto

de clonar materiales adultos seleccionadoes.



ITI MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se desarrolld en el laboratorio de
Biotecnologia Forestal de la Facultad de Ciencias

Forestales de la Universidad de Concepcidn.

2.1 Material de origen.

Para la investigacidén se utilizaron claveles maduros de un
invernaderc de la octava regidén. Be selecciocnaron claveles
de una variedad «conocida siendo estos genéticamente

iguales.

2.2 Limpieza del material vegetal.

2.2.1 Aplicacién de fungicida. Los tallos de clavel, se
sumergieron sin hojas, en agua con fungicida Benomilo (2
gl™) durante 2 horas, posteriormente se lavaron con agua

corriente.

En una primera instancia los tallos, antes de realizar la
asepsia, fueron mantenidos durante aproximadamente 48 horas
en agua corriente. Teniendo e&n cuenta la baja viabilidad de
éstos, en los proximos tallos de clavel, se realizé 1la

asepsia inmediatamente después de aplicado el fungicida,

2.2.2 Asepsia material vegetal. En la camara de flujo
laminar se procedid® a realizar 1la asepsia superficial del
material vegetal. Se sumergieron los tallos en alcohol al
10% v/v por cinco minutos en agitacidén continua, luego se
procedié a lavar tres veces con agua destilada estéril por

cinco, tres y dos minutes cada lavado. Inmediatamente



después, los tallos fueron inmersos en una sclucidén de
hipoclorito de sodio al 15% v/v que contiene un 2% de cloro
activoe adicionandoseles wunas gotas de Tween 20 como
surfactante, esto se mantiene en constante agitaciédn por 10
minutos. Posteriormente se procedidé a lavar tres veces en
agua destilada estéril, en tiempos de cinco, tres y dos
minutos cada uno. En un ultimo cambio de agua, se dejan los

tallos para el inicio de los cultivos.

2.3 Medio de cultivo.

El medio de multiplicacién contiene sales 1inorganicas
complementado con 3% w/v de sacarosa (MS5-30), reguladores
de crecimiento en las siguientes concentraciones: 0,1 mgl™t
de ATIB, 1,0 mgl™ de BAP, ajustado a un pH 5,8 con NaCH vy
HC1 0,1 N, para adicionarles 7% w/v de agar-agar como
agente gelilicanle, anles del auioclavado. Las condiciones
de cultivo para los segmentos nodales, fueron 25°C vy
fotoperiodo de 16 h con luz blanca fria, con una intensidad

1
4

luminica de 45 pfm s .

El medio nutritivo fue esterilizado por 20 minutos a 121°C,

y a 1 atm de presidn.

2.4 Repique del material cultivado.

El material obtenido del cultivo de meristemos de material
adulto de clavel fue repicadc para obtener la maxima
cantidad de material utilizado como patrdé4n para poder
posteriormente microinjertar. Este material debe estar lo
suficientemente elongado, 10 mm a lo mencs, como para poder

-

realizar incisiones e insertar una puda; el material



repicado debe estar libre de contaminacidn antes de ser
utilizado como patré4n. En este caso se tomaron medidas de
asepsia para el explante, para los instrumentos ocupados y
para el cultivador, el gque debe cumplir con las normas de
asepsia y de seguridad del laboratorio. Al tener material
elongado, en un numero tal gque cumpla con el disefio

experimental propuesto, empieza la etapa de microinjerto,

2.5 Descripcién de la técnica de microinjerto.
Se realizaron injertos con una pta y con tres puas sobre el

patron.

2.5.1 Patrén con un micreoinjerto. Se realizan cortes en
los tallos a nivel internodal, en donde se inserta la pua,
que tendréd posicién apical, medico o basal, con didmetro
similar al patrdén. Esta debe tener el meristema apical
hacia arriba, y el corte de la puda hacla abajo en contacto

con el corte del patrédn.

2.5.2 Patrén con tres microinjertos. Se realizaron tres
cortes sobre el patrén para injertar la pua, en posicidn
apical, media vy basal. Estas deben estar en forma
helicoidal 3cobre el patrén para gque noc se produzca

interseccién del flujo de nutrientes entre los injertos.

Para ambos casos, la regidén cambial, tanto del patrdén como
de la yema debe tomar estrecho contacto, ademas el apice de
las yemas de la pua deben quedar hacia fuera del patrdn,
para que resulte un injerto exitoso (Hartmann y Kester,
1998).



2.5.3 Fotoperiodo de los explantes microinjertados. Los
explantes gque se encuentran bajo condiciones de oscuridad
{LO), son aquellos gue los primeros 21 dias realizado el
microinjerto se encuentran en total oscuridad, luego desde
el dia 22 al 40, son traspasadcs a 16 h luz por dia.
Aguellos explantes bajo condicidén 1luz (L1), son los que

durante los 40 dias estan bajo un fotopericdo de 16 horas.

El nuevo tejido de callo originado de la regidén cambial
estd formado por células de pared delgada, turgente, gue
con facilidad pueden secarse vy morir, por 1lo tanto, es
importante mantenerlos en el laboratorio bajo condiciones
6ptimas de humedad y temperatura y conservarlos libre de

organismos patdgenos.

2.6 Disefio experimental.
El disefic experimental utilizado fue el disefio factorial

aleatorio, para cada una de las etapas.

2.6.1 Patrén con wun microinijierto. Se evaluaron 1los
siguientes tratamientos a los 21 y 40 dias realizado el

microinjerto.

ALl: Injerto con posicién apical expuesto a luz.
ALO: Injerto con posicién apical en oscuridad.
ML1l: Injerto con posicidén media expuesto a luz.
MLO: Injerto con posicidén media en oscuridad.
BL1: Injerto con posicién basal expuesto a luz.

BLO: Injerto con posicidén basal en oscuridad.
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2.6.2 Patrén con tres microinjertos. Se analizan 1los
tratamientos de las distintas posicicnes de la pua sobre el
patrdén bajo condicidén luz y oscuridad, los gue fueron

evaluados a los 21 y 40 dias realizado el micr

@)

injerto.

Para ambos casos, las unidades muestrales fueron grupos de
tres tubos de cultivo, cada uno con cuatro repeticiones. Si
existe diferencia significativa entre las medias de los
tratamientos, éstas se identificaron mediante el test de

Duncan (Steel y Torrie, 1995).



III RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Efectos del método de asepsia wutilizado en los
meristemas de material adulto.

Antes del cultivo de meristemos de material adulto scobre el
medio, estos son esterilizados. Esta se realiza mediante la
destruccidén guimica de los microorganismes, utilizando
compuestos esterilizantes (Pierik, 1990). Ademés, es
necesario conocer el tiempo que regquiere la especie tanto
para conservarla en remojo con agua corriente, vy 1las
adecuadas concentraciones de alcohol y cloro, para no dafiar

los tejidos y obtener un cultivo exitoso.

3.1.1 Necrosis de material adulto por asepsia inadecuada.
Mantener los tallos de clavel por un tiempo de
aproximadamente 48 horas en agua corriente, para su
conservacioén, y una posterior asepsia con elevadas
concentraciones de alcohol y clore, como se muestra en 1la
Figura 1, resultdé ser que de un total de 30 explantes
cultivados en MS sin reguladores de crecimiento luego de
siete dias, sdlo el 0,8% se encuentra sano, lo gue quiere
decir gque el 99,2% estad contaminado, con bacterias u
hongos, y necrosados. Algo similar ocurre al cultivar en
medio MS con reguladores de crecimiento en donde el 100% de
los tubos estd contaminado con bacterias, y el 45% presenta
necrosis total. Estos resultados pueden ser explicados por
Jensen y Salisbury (1988), al mencionar que las células
vegetales, absorben agua hasta igualar el potencial hidrico
interno y del medio, guedando estas turgentes, luego al ser

sumergidas a alguna solucidén con el potencial hidrico
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menor, existe una salida de agua, y una entrada de soluto,
en este caso, alcohol y cloro, lo gue provoca intoxicacidn

del tejido.

100,0
~ 80,0 A
o sl
o 60,0 -
hin}
S
= 40,0 4
@
9
5 20,0 -
oy
0 !
Sanos Hongo Bacteria Necrosis
@MS s/H EmMS c/H
FIGURA 1. Porcentaje de contaminacién de explantes

cultivados en medio MS, con y sin hormconas (Apéndice 1).

Pe estos cultivos no se obtuvieron resultadoes.
Posteriormente se utilizd como medio para cultivar patrones

MS con reguladores de crecimiento.

3.1.2 Viabilidad de explantes para el repique de material.
La aplicacién del método de asepsia con una concentracidn
de alcohol al 10% v/v y una solucidn de cloro al 15% v/v,
luego de un remojo de dos horas en fungicida de 2 gl™, como
se observa en la Figura 2, a los 15 dias de cultivo se
midié el porcentaje de explantes vivos, dando un 81,8%
considerando los explantes sanos o 2 contaminados con
bacterias u hongos. De éstos el 40,5% esta contaminado con

bacterias, y el 9,1% contaminado con hongo. Los gue estan
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contaminados con Dbacteria, se dejan para que sigan
elongando, vy asi poder realizar un corte scobre 1la
superficie de contacto del explante con 1la bacteria, vy
sanarlo. No asi los gque estédn contaminados ccon hongo, estos
son desechados. Por 1lo tanto, el 60,3% es posible

repicarlos, involucrando a 1los sanos y contaminados con

bacterias.
80,0

50 60,0 -

® 40,0

R

®

1

5 20,0

O

i

0

au 0

15 dias 30 dias
Tiempo de mediciédn
B Sanos W Bacteria [OHongo

FIGURA 2. Porcentaije de explantes viables sanos Y

contaminados con bacterias, y no viables contaminados con
hongo, a 15 y 30 dias realizado el cultivo (Apéndice 1).

Luego de 30 dias de cultivo se encontrd que del total de
explantes cultivados el 60,0% estaba vivo. De éstos el
95,7% son explantes gue pueden ser repicados, estén sanos o
contaminados con bacterias. Se repica tantas veces Como sea
necesario para la obtencidén de un numero tal de explantes
libres de contaminacidn, que cumplan con el disefio

experimental propuesto.
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3.2 Patrén con un microinjerto.

El material vegetal libre de contaminacidn, obtenido en la

gtapa de repique, a los 30 dias de cultivo han alcanzado

(D

una longitud promedio de 39,3 mm, con un rango entre 55 vy
19 mm, siendo apropiados para usar como patrones. De éstos
se cortan trozos de tallo, y se realiza el microinjerto los
gue se cultivan en un medio M3 con reguladores de

crecimiento.

3.2.1 Crecimiento de la pua. Del analisis estadistico

de los promedios del incremento en longitud de la pla

btuviercn resultados con el test de

O

(Apéndice 1), se

e
R - 71 4 T+ PR ~ ~ ~r
ischer con el test de Duncan. Estos muestran, como se v

o

la Figura 3, el comportamiento del crecimientc de la pua
a los 21 y 40 dias, realizado el microinjerto, de todos los
tratamientos. BSe puede observar que existe diferencia
significativa del injerto basal con respecto a los otros
tratamientos, sin existir diferencia significativa con el

factor luz.
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21 dias 40 dias r
apical Ll O medio L1 B basal L1
B apical LO O medio LO basal 1O
FIGURA 3. Crecimiento de la pha en los distintos

tamientcs segin su posicidén sobre el patrdn ({(apical,
medio y basal) y por condiciones de luz (L1, luz; LO,
oscuridad}, a 1los 21 y 40 dias realizado el microinjerto
{(Apéndice 1).

Las diferencias de 1los tratamientos se observan en la
Figura 4. Se destaca gque la posicién basal tiene un
crecimiento mayor, en comparacidén con la posicidén apical vy
media, esto debido a la cercania con el medio nutritive,
por lo gue tiene disponible iones minerales, agua, C, O,
Ho, y otros elementos gue participan en forma activa en la
nutricién y por ende del crecimiento, ademas en esta

posicidén existe acumulacidén de reguladores de crecimiento

(I~

necesarios para el equilibrio de

(E)\
s

ste. La luz tambi
influye en el crecimiento, notandose la diferencia en los
explantes en oscuridad, cuyos entrenudos crecen
exageradamente, presentando ademas un color mas palido que
las expuestas a la luz, incluso luego de estar tres semanas

a la luz para gue recuperen la clorofila.
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FIGURA 4., D
40 dias re

apical en oscuridad; <¢) media en luz; d) media en
oscuridad; e) basal en luz; f) basal en oscuridad.

as posiciones de plas sobre patrones a 1los
o el microcinjertc. a) apical en luz; b)

Lo anterior, se puede analizar en forma mas acabada,

observandc la Figura 5, que representa el crecimiento de la

o3

plia segiin la posicién sobre el patrdén. A los 21 dias la puaa
injertada en posicién basal tiene 4,1 mm de longitud, es
significativamente mayor que el apical c¢con 2,4 milimetros.
A los 40 dias se observa diferencia significativa en 1la
posiciéon basal con 9,8 mm en comparacién con el apical y
medio. Esto puede ser explicado con el hecho gue el injerto

basal se encuentra mas proéoximo al medic nutritivo teniendo

mas contacto con nutrientes y reguladores de crecimiento,
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segun Barceld (1995), 1los nutrientes se absorben por el
tejido wvascular, por difusidn. Es importante mencionar con
respecto a la auxina, gue la elongacidén del tejido crece a
medida que 1o hace la concentraciédn de auxina hasta un
cierto valor maximo, ésta se acumula en la posicidn basal,

Il

O~

causando mayor elongacidédn de la plGa en ésta posici

12
b i
8 -
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21 dias 40 dias
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FIGURA 5. Crecimiento de 1la pua por posicidn scbre el
patrén ({apical, medic y basal} a 1los 21 y 40 dias de
realizado el microinjerto (Apéndice 1).

En la Figura 6, se presenta el crecimiento de la pua con
respecto al factor luz a los 21 y 40 dias realizado el
microinjerto. A 1los 21 dias no existe diferencia
significativa, pero los explantes en oscuridad presentan un
maycr crecimiento. Asi éstos presentan un crecimiento de
3,6 mm y los expuestos a la luz 2,6 milimetros. A los 40
dias ocurre un situacioén similar, presentando un

a
crecimiento de 7,5 mm los explantes en oscuridad, y 1los

expuestos a un fotoperiodo de 16 h un crecimiento de 5,9
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milimetros. Esto es si se sabe que en oscuridad existe un
alargamiento celular debido a la activacidn de la sintesis

de auxina (Barceld, 1895).

A los 21 dias realizado el micreinjerto, el shock qgue
pueden haber tenido 1los explantes traspasados de 1la
oscuridad a 16 h de fotoperiodo, a los 40 dias se recuperan
muy bien, notandose en el desarrollo de 1la clorofila
influyendo indirectamente sobre el crecimiento por la

fotosintesis ({Barceld, 1993).

(o)

Crecimiento

21 dias | 40 dias

B 11 m|m 10

FIGURA 6. Crecimiento de la pua por factor luz, L1 (16 h
fotoperiodo} y LO {(oscuridad), a los 21 vy 40 dias realiza
el microinjerto (Apéndice 1).

Aungue no exista diferencia significativa entre 1los
tratamientos, las respuestas gue tengan los explantes, son
importantes, vya gJgue, nos permite decidir cual es el

tratamiento efectivo para realizar el microinjerto, debido
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gque esto nos puede significar la obtencidédn de wéas

explantes.

3.2.2 Namero de verticilos nuevos. En la Figura 7, es
posible observar a los distintos tratamientos para el
namero de nuevos verticilos a los 21 v 40 dias realizado el
microinjerto. A 1los 21 dias de medicidén existe diferencia

significativa entre los tratamientos con injerto basal con
el resto de los tratamientos, sin existir diferencia en el
factor luz. El injerto apical en oscuridad tiene diferencia
significativa con el expuesto a la luz y los injertados en
posicién media, siendo superior con 1,7 verticilos como
promedio, influyendo en éste la posicidn en un punto de
llegada de nutrientes y agua desde el medio de cultivo
hacia la pua injertada. En el caso del injerto basal, el
expuesto a la luz es superior en numeroc de verticilos,
producto de que existe una mayor acumulacidén de auxina

tanto enddbégena como exdgena en ese punto.

A los 40 dias los injertos con posicidn basal siguen siendo
significativamente superiores, con el expuesto a la luz
maycr. El apical y el medic en oscuridad formaron pocos
verticilos desde los 21 dias, se le puede atribuir al shock

de trasplante a la luz.
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FIGURA 7. Namero de nuevos verticilos de la pia en los
distintos tratamientcs pcr posicidn del injerto n el
patrdé4n y condiciones de luz (L1; LO), a los 21 y 40 dias
realizade el microinjerto (Apéndice 1).

Al observar 1la Figura 8, en donde se muestran 1los
tratamientos a los 40 dias luego de haber realizado el
microinjertc, se comprueba lo dicho anteriormente, el basal
presenta mayor numero de verticilos, que el apical y medio,
siendo el medio el gque presenta el menor numerc, esto
debido a gue no se encuentra en un punto de llegada de
nutrientes vy reguladores de crecimiento, para una mayor
formacidén de verticilos. Los explantes en oscuridad tienen
un aspecto decolorado producto de la falta de clorofila,
junto con esto una mayor sintesis de auxina, dando como

resultado un mencor numero de verticilos.
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FIGURA 8. Tratamientos de la pua en distintas posiciones
sobre el patrén, y expuestas o nc a la luz. a) apical con
luz; b) apical en oscuridad; c¢)} media con lu d} media en

Z;
oscuridad; e) kasal con luz; f) basal en oscuridad.
Si se analiza por posicidén del injerto, como se observa en
la Figura 9, se observa una situacién similar a los 21 y 40
dias de cultivo, en donde existe diferencla significativa
del injerto basal con las otras posiciones de injerto con

2,3 y 4 verticilos respectivamente como promedio. El

injerto apical Y% medio no presentan diferencia

9]

significativas. El basal, tilene mayor crecimiento y mayor
numero de verticilos, debido a la acumulacién de
nutrientes, auxina y citoguinina en ésta posicidén. La

posicidén media es menor debido a que no se encuentra en un
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punto de llegada de 1los nutrientes vy reguladores de

crecimiento.
b .
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FIGURA 9. Numero de nuevos verticilos de la pua por
pcsicicén del injerto n el patrén a los 21 y 40 dias
realizado el microinjerto (Apéndice 1).

El factcor luz no presenta diferencia significativa entre
sus tratamientos, como se observa en la Figura 10, a los 21
dias el nlmero de verticilos en el tratamiento en oscuridad
tiene 1,8 verticilos, y el expuesto a la luz 1,5 verticilos
promedio, Asi a los 40 dias, los tratamientos expuestos a
un fotoperiocdoe de 16 h tienen 2,9 wverticiles, vy 1los gque se

o.

encuentran en oscuridad tienen 2,5 verticilos promedi
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FIGURA 10. Namero de nuevos verticilos de la pua por factor
luz {(L1; LO), a los 21 y 40 dias realizado el micreinjerto
(Apéndice 1).

El efecto directo que tiene la luz sobre las plantas en
oscuridad, es el crecimiento exagerado del entrenudo,
influenciade por la cantidad de auxina, produciendo un
maycr crecimiento y un menor numerc de verticiles {Barceld,

1995).

Aunque no sea significativa la diferencia, es importante
conocer cual es la técnica gue influya en la produccidn de
mayor numerc de verticilos sobre la pia, debido a gque cada

verticilo puede originar un explante.

3.2.3 Numero de brotes nuevos. La Figura 11, muestra el
numero de brotes de la pla a los 21 v 40 dias realizado el
micreinjerto. A los 21 dias existe diferencia significativa
entre los tratamientos con injerto en posicidén media con

los de posicién apical y basal, sin existir diferencia
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significativa en el factor luz. A losg 40 dias de medicién
existe diferencia significativa entre el basal con
exposicién a la luz con el resto de los tratamientos,
siendo este superior. La posicidén apical expuesta a la luz

es superior, sin tener diferencia significativa con el

O

apical en oscuridad y la posicidén media.

o3

Numero de brotes
N
1

21 dias 40 dias

apical L1 0 medio L1 B basal L1
apical LO B medio LO 3 basal LO

|

FIGURA 11. Namero de brotes de la pua en los distintos
tratamientos por injerto vy por luz (L1l; LO), a los 21 y 40
dias realizado el microinjerto (Apéndice 1).

Se demuestra gque en presencia de luz existe mayor
produccidn de células dando origen a nuevos brotes. Lo
anterior se puede observar en la Figura 12, es posible
diferenciar el mayor numero de brotes del tratamiento con
injerto basal expuesto a la luz, debidc a la cercania con
gl medio nutritivo existiendo mavyor disponibilidad de
elementos necesarios para el crecimiento vy divisidn
celular, ademds la luz influye en el crecimiento en forma

indirecta por 1la fotosintesis y existe una proporcidn
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adecuada de auxina y citoquinina permitiendo un crecimiento

y desarrcllo de brotes.

FIGURA 12. Tratamientos de la pua en distintas posiciones
sobre el patrébdn, vy expuestas © no a la luz. a) apical con
1 ical en oscuridad; ¢} media con luz; d) media en

luz; b} api
)
r

oscuridad; e) basal con luz; f) basal en oscuridad.

En la Figura 13, se muestran los numeros de brotes en la
pla en distintas posiciones sobre el patrdn. A los 21 dias
no existe diferencia significativa entre la posicidén apical
y basal. A los 40 dias existe diferencia significativa
entre el basal con las otras posiciones, con 3,8 brotes

como promedio. La induccién de brotes en ésta posicidédn es

m

mayor, deblido a que la relacidn entre la citoquinina y la

auxina es elevada (Barceld, 1995). Ademas cabe sefialar que
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el injerto con posicidn media se encuentra en un lugar de
paso de nutrientes desde el medio de cultivo hacia puntos
de llegada, por 1o que se puede atribuir al menor ntmero de

brotes formados.
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FIGURA 13. Numero de brotes de la pua por posicidén del
injerto n el patrén a los 21 y 40 dias realizado el
microinjerto (Apéndice 1).

Los tratamientos segun el factor luz, como se muestra en la
Figura 14, a los 21 dias no existe diferencia significativa
entre lcs tratamientos. A los 40 dias, los expuestos a la
luz son significativamente mayor con 2,7 brotes como
promedio. En presencia de luz existe menor sintesis de
auxina en comparacidn con 1los explantes en oscuridad, por
lo que la relacidén entre citoquinina y auxina es mayor,
promoviendo la divisién celular formando un mayor numero de

brotes.
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FIGURA 14. Nimero de brotes de la pua por factor luz (L1
L0}, a los 21 y 40 dias realizadc el microinjerto (Apéndic
1).

.
’
S

3.3 Patrén con tres microinjertos.

Microinjertar tres puas en un mismo patrén, es una
alternativa, en el caso de dque el material como patrdn sea
es5casc, ¢ para ocupar menos medio de cultivo y espacio. En
lcs puntos siguientes se analizaran 1los resultados de
crecimiento, namero de verticilos y nimero de brotes con el
test de Duncan.

3.3.1 Crecimiento de 1la pua. En la Figura 5, se

1
muestra el comportamiento en crecimientc de la pua
t

O

injertada en distintas posiciones sobre el pa

ron a
distintas condiciones de luz. A los 21 dias se puede ver

que la posicidén de injerto basal en oscuridad, presenta
diferencias significativas con el resto de los tratamientos
“

con 8,1 mm de longitud. A los 40 dias cada posicién

presenta diferencias significativas por exposicién a la



28

luz, siendo mayor los explantes en oscuridad para la
posicion apical, media y basal. Esto debidc a gue en
oscuridad se induce la sintesis de auxina, causando mayor
elongacidén celular, por ende, de los tejidos. La posicidn
basal, es significativamente mayor, existiendo una mayor

acumulacién de auxina enddgena vy exd
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FIGURA 15. Crecimiento de la pua en distintas posiciones
sobre el patrén y condicicnes de luz a los 21 y 40 dias
realizado el microinjerto (Apéndice 1).

Se observa en la Figura 16 el mayor crecimientc del injerto
basal en oscuridad y expuesto a 16 h 1luz, 1los gue se
encuentran mas cerca del medio nutritivo. Es probable que
la notoria diferencia con las posiciones apical y media, se
deba a la profundidad del corte en posicidédn basal sobre el
patrdn, interrumpiendo el flujo de nutrientes por el tejido
vascular, impidiendo un desarrcollo adecuado de la plGa, y en

algunos casos guede en estado latente, o© inclusc 1la
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necrosis del tejido. Ademds es posible ver la diferencia
entre los expuestos a 16 h 1luz con 1los expuestos en
oscuridad presentando 108 Gltimos un crecimiento
significativamente superior, debido a la mayor sintesis de

auxina causante de la elongacidn de los tejidos.

FIGURA 16. Tratamientos de la pua en distintas posiciones
sobre un patrén comin, expuestas a la luz vy en oscuridad.
a) patrén con puas injertadas en posicidn apical, media y
basal en 16 h 1luz; b) patrdn con plas injertadas en
posicién apical, media y basal en oscuridad.

En la Figura 17, se analiza el crecimiento de la pua segun

la posicidédn sobre el patrén. A los 21 y 40 dias existe

9}

diferencia significativa entre el basal con los otros tipo
de injerto con 5 mm a los 21 dias y 11 mm a los 40 dias. Es
importante sefialar que el elevado crecimiento que se
produce en el injerto basal se explica debido a que se
encuentra més cerca del medico nutritivo, ademéds, en é&sta
posicién existe wuna acumulacidédn de auxina, la que es
trasiocada en el tallo en forma polar, y en cortas

distancias hacia arriba (Hartmann vy Kester, 1998). Otra
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razdédn asociada a esto, es la profundidad del corte para
injertar la pla en posicidn basal, la gue puede impedir el
paso del flujo de nutrientes vy agua hacia las puas

superiores.

o b
12 77

(mm)

Crecimiento

21 dias 40 dias

| L]

apical medio L pasal

FIGURA 17. Crecimiento de la pua segun posicién del
injerto, a 1los 21 y 40 dias realizadec el micrcinjerto
(Apéndice 1).

La Figura 18 muestra el crecimiento de los injertos segun
las condiciones de 1luz, a los 21 dias existe diferencia
significativa, con un mayor crecimiento en los tratamientoes
en oscuridad. A los 40 dias existe una diferencia notoria
entre las dos condiciones de luz, con 7,6 mm los explantes
en oscuridad, v 4,14 mm los expuestos a un fotoperiodo de
16 horas. Los injertos en oscuridad, tienen un alargamiento
celular de 1las puas, por el aumento de la sintesis de

auxinas enddgenas.
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FIGURA 18. Crecimiento de la pla segin condiciones de luz,
L1 yv LO a los 21 y 40 dias realizado el microinjerto
(Apéndice 1).
3.3.2 Namero de verticilos nuevos, La Figura 19 muestra

el numero de nuevos verticilos para distintas posiciones de

injerto sobre un patrdn a distintas condiciones de luz,

[91]
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existe diferencia significativa entre ellos. A los 40 dias
existe diferencia significativa entre el injerto

el medic, siendc mayor el basal con 3,0 verticilos como

promedio.

Afirmandc esto con 1la Figura 16, donde el nlamero de
verticilos es mayor en la posicidn basal, por la falta de
nutrientes del medio hacia 1los injertos superiores. Se ve
ademas, el mayor numero en injertos expuestos a la luz, en
donde existe traslocacidn de auxina a puntos de
crecimientc, provocando maycor formacidén de verticilos vy

menor elongacidén celular.
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21 dias 40 dias

Numerc de verticilos

apical Il O medio L1 M basal L1
B zpical LO 3 medio LO B2 Dbasal LO

FIGURA 19. Nuamero de nuevos verticilos de 1la pua en
distintas posiciones scbre el patrdn a iistintas
condiciones de luminosidad, L1 y LO, a los 21 y 40 dias
realizado el microinjertc (Apéndice 1).

De acuerdo con la posicién de la pua sobre el patrdn, como
se observa en la Figura 20, el injerto apical supera al
medic vy basal con 1,4 verticilos promedio, sin tener
diferencias significativas, a los 21 dias. A los 40 dias,
existe diferencia significativa entre el basal y el medio,
teniendo el basal 3,6 verticilos promedic. El1 apical con
2,5 verticilos promedio se puede decir gque existe mayor

cantidad de <citoguinina lo cual promueve la divisidn

celular formando verticilos. El basal se explica porgue
estd méds en contacto con el medio nutritivo, teniendo
acceso casi directo con nutrientes y reguladeores de

9]

recimiento, causando la mayor produccidén de verticilos vy
crecimiento. En el caso de la posicidn media, el gue tiene

el menor numero de verticilos, por encontrarse en un lugar

de paso donde los nutrientes no llegan en forma directa.
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FIGURA 20. Nimero de nuevos verticilecs de la puaa segun
posicién scobre el patrdn, a los 21 y 40 dias realizado el
microinjerto (Apéndice 1).

En la Figura 21, sSe muestra la produccidén de nuevos
verticilos segin la exposicién a la luz, no existiendo
diferencia significativa entre ellas. A los 21 dias, cuando
aun los explantes se encuentran en oscuridad superaron a
los expuestos a la luz con 1,3 verticilos promedio. A 1los
40 dias los expuestos a 1la 1luz (L1l) superaron a 1os
expuestos en oscuridad (LO), con 2,9 verticilos promedio.
En oscuridad la auxina no es traslocada, produciendo
elongacidén del tejido, por lo gue los entrenudos son mas
largos, reduciendo asi el numero de verticiles. Se debe
tomar en cuenta que cada verticilo es importante, pueés

origina un nuevo explante.
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FIGURA 21, Namero de nuevos verticilos de la pua segu
condiciones de luz, Ll y LO a lcs 21 y 40 dias realizado e
microinjerto (Apéndice 1).

3

3.3.3 Numero de brotes nuevos. El nuimero de brotes para
los tratamientos con diferentes posiciones de la pGa en el
patrdén y exposiciones de la luz, como se observa en la
Figura 16 y 22, a los 21 dias nc existe diferencia
significativa para ninguan tratamiento. A los 40 dias exis
diferencia significativa entre el injerto basal con 1
otras posiciones, siendo significativamente mayor el
expuesto a 16 h de fotoperiodo. El1 injerto en posicién
basal intercepta los nutrientes  hacia los injertos
superiores, por lo gue tiene un mayor desarrcollo reflejadc

€N un mayor numero de brotes.
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de brotes

Numero

21 dias 40 dias

apical L1 ) medio L1 M pasal L1
B .pical LO I medio LO pasal 1O |

FIGURA 22. Namero de Dbrotes de 1la pua en distintas
posiciones sobre el patrdén con exposicicnes de luz, L1 vy
LO, a los 21 y 40 dias realizado el micrcinjerto (Apéndice
1).

En la Figura 23, estan representados los tratamientos por
posicién de la pua en el patrdédn. A los 21 dias no hay
diferencia significativa entre los tratamientos. A los 40
dias, hay diferencia entre el basal con 3 brotes promedio,
con el apical y medio con 0,8 brotes promedic cada uno. ElL
mayor numero de brotes en el basal es principalmente por la
acumulacién de reguladores de crecimiento y nutrientes en
ésta posicidén, ademds la profundidad del corte en 1la
pesicidén basal del patrdén limita el paso de nutrientes
hacia puas superiores, lo que se puede notar por la

diferencla en el numero de brotes.
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FIGURA 23. Numero de brotes de la pla seglin posicidén sobre

el patrdn, a los 21 y 40 dias realizado el microinjerto

(Apéndice 1}.

En la Figura 24, se muestran los tratamientos por
exposicidén a la luz. A los 21 dias no existe diferencia
significativa. A los 40 dias existe diferencia, el expuesto
a la luz es mayor con 1,92 brotes promedio en comparacién
con 1,2 brotes promedio del expuesto en oscuridad. La
relacié4n entre la citogquinina y auxina, en este caso es
importante, debido a que si ésta es alta existe una
induccién de brotes, por lo que se puede decir que en luz,

la cantidad de auxina es menor {Hartmann y Kester, 1298).
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FIGURA 24. Namero de brotes de la pla segun condiciones de
luz, L1 v LO, a les 21 y 40 dias realizade el micrcinjerto
(Apéndice 1).

3.4 Viabilidad de patrones con injertos simples y triples.
3.4.1 Viabilidad de la pua. Al observar la Figura 25,
que representa la viabilidad de la pda en 1os distintos
tratamientos, se puede decir gque existe una diferencia
notable entre los tratamientos de patrones con injerto
simple con 1los tratamientos de patrones con injertos
triples. Es asi como en estos Gltimos, los expuestos a un
fotoperiodo de 16 h tienen una viabilidad de 20%, y los en
oscuridad wuna viabilidad de 60%. En el casc de locs
tratamientos con injertos simples, podemos decir que existe
una alta wviabilidad, superior al 70% en todos los casos,
alcanzandc el 100% en el injerto basal. Estos porcentajes
son independientes al factor luz, debido a que en el caso
del injerto apical y basal es superior en el expuesto a la

luz, y en el injerto medioc ocurre lc contrario.
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FIGURA 25. Porcentaje de viabilidad de la pla en patrones
con injertes simples y triples, para las iistintas
condicicones de 1luz (L1 v LO), al final del periocdo de
medicidén {62 semana) {(Apéndice 1).

Esta condicidén de viabilidad de la pua, depende de varios
factores, siendo uno de los mas importantes el factor
humano, debido a que en toda la etapa de inijerto, desde el
microinjerto en si, hasta su crecimiento sobre un patrén
libre de brotes, el injertador estid en directo contacto con
el explante injertado, vy este desencadena una serie de
otros factores. La eleccidén de un patrdén y una pla con
similares didmetros, para gque no exista desprendimiente de
la pta; el corte scbre el patrén y la puaa tomando contacto
con el tejido wvascular, para gque exista conexidn entre
ellos y se produzca un flujo de nutrientes; en el caso de
los injertos triples, que el corte no sea tan profundo para
asegurar la nutricidn de todas las puas; el sumo cuidado al
sacar el explante injertado del tubo de ensayo y eliminar

los posibles brotes sobre el patrdn, son factores que



39

influyen directamente sobre la viabilidad de la pua. Es asi
como en los injertos triples, 1la manipulacidén es mas
complicada, por lo gque reguiere mas cuidado gque los

injertos simples, en donde podemos asegurar en la mayoria
de 1los <casos gque a la pua 1le 1llegard nutrientes vy

reguladores de crecimiento del medio de cultivo.

3.4.2 Viabilidad del patrén. La viabilidad, en el caso
de los tratamientos con injertos triples, es menor con un

40% para los expuestos a 1la luz, y un 30% 1los gue

4]
¢
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encuentran bajo la condicidn oscuridad, como 3e observa

3

(]

la Figura 26. Para el resto de 1los tratamientos con
injertos simples, la viabilidad del patrén no se podria
definir como alta, teniendo en el caso del injerto apical
un 55% y 34% para el caso de expuesto a la luz y en
oscuridad respectivamente, el injerto medic un 36% y 80%, y

el basal un 70% y 60%.

Hay que tener en cuenta gque el patrén tiene la funcidn de
un tubo gue transporta nutrientes y agua desde el medio de
cultivo hacia la pta. Por ésta razdédn el patrdn debe estar
libre de yemas y brotes para no entorpecer el crecimiento
de la pua sobre éste, siendo necesario eliminarlas causando
heridas. Sumado a esto el corte aplicado para injertar la
pia, que en el caso del tratamiento injertos triples, es
tres veces mayor que en el simple, provoca oxidacién y

necrosis.



40

(%)

Viabilidad

A M B AMB

= m 10
FIGURA 26. Porcentaje de viabilidad del patrén con injertos
simples y triples, para distintas condicicnes de luz (L1 y

L0), al final del periodo de medicidn (6* semana) (Apéndice

3

).



IV CONCLUSIONES

El injerto basal tiene mayor efecto revigorizante debido a

su posicibn proximal al medio de cultivo.

La mayor elongacién de la pla se logra en oscuridad, puesto
gue la ausencia de luz induce la sintesis de auxina

endégena.

El mayor nlmero de verticiles y brotes en las puas, se

obtiene en cultivo bajo fotoperiodo de 16 horas.

La viabilidad de la pta es mayor en injertos simples,

debido a que existe mejor manejo y control del cultivo.

La viabilidad del patrdén es afectada negativamente por 1las
heridas gue se le infieren, provocando oxidacidn y necrosis
del mismo. Por esta razén, para las condiciones ensavadas,

el microinjerto triple es poco aconsejable.



V RESUMEN

El microinjerto es una técnica utilizada actualmente en
ensayos de revigorizacién, orientados principalmente a la
clonacién de materiales adultos seleccicnados libres de

contaminacion.

El material wvegetal adulto de clavel es propagado
vegetativamente in wvitro, cultivado en un medic MS con
reguladores de crecimiento. Luego de obtener un namero
indefinido de explantes se puede microinjertar. Una de las
partes involucradas en el microinjerto es el patrén,
cumpliendo 1la funcién de transportar nutrientes y agua
desde el medio de cultivo hacia la pua injertada. La pua es
obtenida de yemas meristemd&ticas apicales, las que pueden
estar solas o acompafiadas de tejido wvascular. La regidn
cambial, de ambas partes, debe estar en estrecho contacto
para poder lograr una cicatrizacidn exitosa. Es importante

que el microinjerto se realice en un medio esterilizado.

En el presente estudio se demostrd que la técnica de
micrcoinjerto es factible de realizar, utilizando patrones
con uno o mas injertos. Su efectividad va a depender de la
posicidén de la pla sobre el patrdén y de la presencia de
luz. En patrones con un microinjerto la viabilidad de 1la
pua fue superior al 80%. Ademds la posicién basal de la pua
sobre el patrdén expuesta a 16 h 1luz, presenta mayor
crecimiento, mayor formacidén de verticiles vy Dbrotes,
variables con la que se puede medir el grado de

vigorizacidn.



VI SUMMARY

The micrografting is a technique ©presently wused in
rejuvenation tests, orientated principally to c¢leonal
propagaticon of selected adult materials, free of

contamination.

The vegetal adult material carnation is propagated
vegetatively in vitro, cultivated in a MS medium with
growth regulators. It 1is possible to micrografting after
cbtaining an indefinite number of explants. One of the
parts involved in the micrografting is the rootstock. The
rootstock has the function of transporting nutritients and
water from the culture medium to the graft. The graft is
obtained from apical buddings, which can be alone or
accompanied by wvascular tissue. The cambium zones must be
closely connected in order to have a successful
cicatrization. It is important the micrografting to be done

in a sterilized medium.

In the present study it was demonstrated that the
micrografting technigue 1is guite feasible to be done by
utilizing rootstocks with one or more graftings. Its
effectiveness will depend on the positiocn of the graft upon
the rootstock as well as the presence of light. In patrons
with one micrografting the wviability of the graft was
higher than 80%. Again, the basal position of the graft
upon the rootstock exposed to 16e h of light presents a
higher growth, a better development of buds and shoots.
These are variables with which the degree of wvigorization

can be measured.



VII BIBLIOGRAFIA

1. Barceldé, J., G. Nicolas, B. Sabater y R. Sanchez. 1995,

Fisiologia Vegetal. Piramides S.A. Madrid, Espana.

2. Dantas de Oliveira, A. 1996. Incidencia del Ambiente
Sobre la Nutricidén v el Metabolismo de Reguladores
en Plantas Micropropagadas. Tesis Doctoral.

Universidad de Oviedo. Espafia.

3. Debergh, P. vy P. Read. 1991. Micropropagation. En
Micropropagation. Tecnology and Application
(Debergh P.C. vy Zimmerman R.H., eds), pp. 1-13.

Kluwer Academic Publ.,Dordrecht.

4. Hackett, W. vy J. Murray. 1993. Micropropagation of
woody plants. Maturation and rejuvenation in woody
species. (Ahuja M.R.,ed.}, pp.93-105. Kluwer

Academic Publishers. Netherlands.

5. Hartmann, H. y D. Kester. 1998. Propagacién de Plantas.
Principios y practicas. Cia. Editorial Continental

3.A. de C.V. México. 760 pags.

6. Jensen, W. y ¥F. Salisbury. 1988. Botanica. Editorial

McGraw-Hill. Segunda edicidén. México.

7. Kyte, L. y J. Kleyn. 1996. Plants From the Test Tubes:
an introduction to micropropagation. Editorial

Portland. Estados unidos.



45

8. Margara, J. 1988. Multiplicacidédn Vegetativa y Cultivo
in vitro., Los meristemos y la organogénesis.

Fditorial Mundi-Prensa. Madrid, Espafia.

9. Pacheco, J. 1995a. El1 Microinjerto como Método de
Revigorizacion de Material Adulto de Pinus spp.

a

-

En: Cultivo in vitro de plantas: introduccidén a
biotecnologia. 1995, Universidad de Oviedo,

Espaifa.

10. Pacheco, J. 1995b. Revigorizacidn de material adulto de
Pinus nigra ARN: Criterios morfoldgicos V%
moleculares. Tesis de doctorado. Universidad de

Oviedo, Espafia.

11, Pierik, R. 1990. Cultivo in vitro de plantas
superiocres. Ediciones Mundi-Prensa. Tercera

Edicidén. Madrid, Espafia.

12, Steel, R. y J. Torrie. 1995. Biocestadistica: Principios
y Procedimientos. Editorial Mc Graw-Hill, 1Inc.

México, D.F. México.



VIIT APENDICE



47

TABLA 1. Porcentaje de contaminacién en el cultivo de
material adulto, en un medio con y sin reguladores de
crecimiento.
MS sin MS con
Condicidn explante reguladores | reguladores
(%) (%)
Sano 0,83 Q,
Contaminado Bacteria 5,00 1,
Hongo 93, 33 100, 00
Necrosis Total 43,33 45,00
Basal 21,67 27,50
TABLA 2. Porcentaje de explantes vivos, vivos sanos,

contaminados con hongos y/o bacteria,

repique, de material adulto cultivado en un medic MS

reguladores de crecimiento.

y viables para el

con

Condicidén explante Periodo de medicidn (dias)
15 30
Sanos 29,30 % 2,30 %
Bactceria 35,02 % 58,44 %
Hongo 30,20 % 38,80 %
Vivos sanos y bacterias 60,30 % 57,14 %
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TABLA 3. Datos de crecimiento (mm), para injertos simples
con distintas condiciones de luz, a los 21 vy 40 dias
realizado el injerto.
Injerto Luz Replica 21 dias 40 dias
1 1,47 2,13
Apical Li 2 4,00 7,17
3 2,97 5,30
1 2,00 4,50
Lo 2 1,33 4,00
3 2,67 6,00
1 0,90 4,40
Medio L1 2 2,23 3,23
3 1,33 5,00
1 4,83 F,17
LO 2 2,33 6,00
3 4,33 0,6/
1 1,33 7,00
Basal L1 Z 5,00 7,00
3 3,98 12,23
1 3,67 9,33
LO 2 5,33 12,33
3 5,50 11,17
TABLA 4. Modelo lineal general utilizado para definir las

diferencias

para crecimiento en injerto simple.

significativas de los distintos tratamientos,

Tiempo (dias) Fuente Valor £ Pr > £
21 Injerto 3,53 00,0622
21 Luz 2,89 0,1148
21 Injerto*luz 2,66 g,1108
40 Injerto 13,38 g, 0009
40 Luz 3,11 0,1031
40 Injerto*Luz 0,8169 0,4649
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TARLA 5. Test mialtiple de Duncan, para la variable
crecimiento, con un alfa de 0,05, y grado de 1libertad 18,

en injerto simple.

21 dias Duncan 40 dias Duncan
Apical L1 2,8133 A 4,8667 A
Apical 1O 2,0000 A 4,8333 A
Medio L1 1,4867 AB 4,2100 A
Mcdio L 3,8300 AB 6,6133 A
Basal L1 3,4367 B 8,7433 B
Basal LO 4,8333 B 10,9433 B

TABLA 6. Datos de numero de nuevos verticilcos, para
injertos simples con distintas condiciones de luz, a los 21

v 40 dias realizado el injerto.

[

Injerto Luz Replica 21 dias 40 dias
1 0,33 2,00
Apical L1 2 2,00 3,00
3 0,33 2,33
1 1,50 2,00
LO 2 2,00 3,00
3 2,00 2,67
1 1,00 1,50
Medio Ll 2 0,33 0,67
3 1,33 3,33
1 1,33 1,67
L0 2 0,67 0,67
3 1,00 1,33
1 2,33 4,33
Basal L1 2 2,33 4,00
3 3,67 5,00
1 1,00 1,67
LO 2 2,00 4,33
3 2,67 4,67
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TABLA 7. Modelo lineal general utilizado para definir las
diferencias significativas de los distintos tratamientos,

para numerc de verticilos en injerto simple.

Tiempo Fuente Valor £ Pr > £

(dias)
21 Injerto 6,820 0,0105
21 Luz 0,034 0,8577
21 Injerto*luz 2,820 00,0989
40 Injerto 9,990 0,0028
40 Luz 1,030 0,3308
40 Injerto*Luz 0,430 00,6605

TABLA 8. Test maltiple de Duncan, para la variable numero

de verticilos, con un alfa de 0,05, y grado de libertad 18,

en injerto simple.

21 dias Duncan 40 dias Duncan
Apical L1 0,89 A 2,44 A
Apical LO 1,83 A 2,56 A
Medio L1 0,89 A 1,83 A
Mcdic LO 1,00 A 1,22 A
Basal Ll 2,78 4,44
Basal LO 1,89 B 3,56 B




TABLA 9.

simples con distintas condiciones de 1luz,

dias realizado el injerto.

Datos de numero de nuevos brotes,
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para injertos

a los 21 vy 40

Injerto Luz Replica 21 dias 40 dias
1 0,33 2,00
Apical L1 2 0,33 2,00
3 1,060 2,67
1 0,00 0,50
LO 2 0,67 2,00
3 0,67 0,67
1 0,00 0,00
Medio L1 2 0,00 1,67
3 0,00 1,00
1 0,00 1,67
L0 2 0,00 0,33
3 0,00 1,67
1 1,00 3,67
Basal L1 z 0,07 5,67
3 1,00 5,67
1 0,33 1,33
L0 2 0,67 3,33
3 1,33 3,00

TABLA 10. Modelo lineal general utilizado para definir las

diferencias significativas de los distintos tratamientos,

para numerc de brotes en injerto simple.

Tiempo (dias) Fuente Valor £ Pr > f
21 Injerto 10,660 0,0022
21 Luz 0,240 0, 6300
21 lnjerto*luz 0,061 00,9409
40 Injerto 16,030 Q,0004
40 Luz 7,010 0,0212
40 Injerto*Luz 3,790 0,0531




TABLA 11.

de brotes,

injerto simple.

Test miltiple de Duncan,

con un alfa de 0,05, v grado de libertad 18,
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para la variable numero

en

21 dias Duncan 40 dias Duncan
Apical L1 0,55 B 2,22 A
Apical LO 0,45 B 1,06 A
Medio L1 0,00 A 89 A
Medio LO 0,00 D 1,22 n
Basal L1 0,89 B 5,00 B
Basal LO 0,78 B 2,55 A
TABLA 12. Datos de crecimiento (mm), para injertos triples
con distintas condiciones de 1luz, a los 21 y 40 dias
realizado el injerto.
Injerto Luz Replica 21 dias 40 dias
1 6,83 1,83
Apical Ll 2 1,00 2,00
3 1,38 1,63
1 1,33 5,67
LO 2 0,33 0,67
3 2,88 4,38
1 1,83 1,33
Medio Ll 2 1,17 1,50
3 0,97 3,97
1 2,00 4,67
LO 2 1,00 5,67
3 3,33 6,00
1 2,00 7,00
Basal Ll 2 2,00 7,00
3 2,00 11,00
1 9,17 15,50
LO 2 8,50 17,00
3 6,50 8,50




TABLA 13.

diferencias

para crecimiento en injerto triple.
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Modelo lineal general utilizado para definir las

significativas de los distintos tratamientos,

Tiempo (dias) Fuente Valor F PR > F

21 Injerto 28,82 0,00003

21 Luz 30,46 0,00013

21 Injerto*luz 17,04 0, 00031

40 Injerto 20,59 0,00013

40 Luz 8,94 0,11258

40 Injerto*Luz 0,83 0,46085
TABLA 14, Test multiple de Duncan, para la variable
crecimiento, con un alfa de 0,05, y grado de libertad 18,

en injerto triple.

21 dias Duncan 40 dias Duncan
Apical L1 1,07 A 1,82 A
Apical LO 1,51 A 3,57 A
Medio L1 1,32 A 2,2 A
Mcdio LO 2,11 A 5,45 A
Basal L1 2,00 A 8,33 B
Basal LO 8,06 B 13,67 B




TABLA 15.

injertos triples con distintas condiciones de 1luz,

Datos

de namero

y 40 dias realizado el injerto.

de

nuevos

verticilos,
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para

a los 21

Injerto Luz Replica 21 dias 40 dias
1 0,33 2,00
Apical Ll 2 2,00 3,00
3 0,33 2,33
1 1,50 2,00
LO 2 2,00 3,00
3 2,00 2,67
1 1,00 1,50
Medio L1 2 0,33 0,67
3 1,33 3,33
1 1,33 1,67
L0 2 0,67 0,67
3 1,00 1,33
1 1,00 6,00
Basal L1 2 1,00 3,00
3 1,00 4,00
1 1,33 3,00
L0 2 1,50 4,50
S 0,50 1,00

TABLA 16. Modelo lineal general utilizado para definir las

diferencias significativas de los distintos tratamientos,

para ntmero de verticilos en injerto triple.

Tiempo (dias) Fuente Valor F PR > F
21 Injerto 1,00 0,3852
21 Luz 2,46 0,1426
21 Injerto*Luz 1,25 C,3202
40 Injerto 4,73 0,030¢
40 Luz 1,49 00,2462
40 Injerto*Luz 0,73 0,5020
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TABLA 17. Test multiple de Duncan, para la variable numero
de wverticilos, con un alfa de 0,05, y grado de libertad 18,

en injerto triple.

21 dias Duncan 40 dias Duncan
Apical L1 0,89 A 2,44 AB
Apical LO 1,83 A 2,56 AR
Medio L1 0,89 A 1,83 A
Medic LO 1,00 A 1,22 N
Basal L1 1,00 A 4,33 B
Basal LO 1,11 A 2,83 B

Tabla 18. Datos de numero de nuevos brotes, para injertos
triples con distintas condiciones de 1luz, a los 21 y 40

dias realizado el injerto.

Injerto Luz Replica 21 dias 40 dias
i 0,67 1,33
Apical L1 2 0,00 0,33
3 0,75 1,00
1 0,00 0,67
LO 2 0,00 0,67
3 0,75 1,00
1 0,67 0,67
Medio Ll 2 0,67 1,33
3 0,00 0,67
1 0,00 1,00
LO 2 0,33 0,67
3 g, 00 C,33
1 0,00 5,00
Basal L1 2 0,00 3,00
3 2,00 4,00
1 0,33 2,67
L0 2 0,00 2,50
3 1,00 1,00
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TABLA 19. Modelo lineal general utilizado para definir las

diferencias significativas de los distintos tratamientos,

para numero de brotes en injerto triple.

Tiempo {dias) Fuente Valor F PR > F
21 Injerto 0,34 0,7187
21 Luz 0,86 0,3715
21 Injerto*Luz 0,02 0,9821
40 Injerto 24,73 0, 0001
40 Luz 64,7 0,0258
40 Injerto*Luz 3,97 0,0475
TABLA 20. Test multiple de Duncan, para la variable numero

de brctes, con

injerto triple.

un alfa de 0,05,

y grado de libertad 18,

21 dias Duncan 40 dias Duncan
Apical L1 0,47 A 0,89 AB
Apical LO 0,25 A 0,78 A
Medio L1 0,45 A 0,89 AB
Mcdio LO 0,11 A 0,67 N
Basal L1 0,67 A 4,00
Basal LO 0,44 A 2,06 B

en
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TABLA  21. Viabilidad de la paa en los distintos
tratamientos, para injerto simple como para injerto triple,

en la sexta semana de medicién.

Apical Medio Basal Triple
Luz 90% 80% 100% 20%
Oscuridad 70% 90% 90% 60%

TABLA 22. Viabilidad de los patrones en los distintos
tratamientos, tanto en injerto simple como en injerto

triple, en la sexta semana de medicién.

Apical Medio Basal Combinado
Luz 56% 40% 70% 40%

Oscuridad 38% 80% 603 30%




