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RESUMEN

La presente investigacion se realizd con el propdésito de determinar la concentracion del medio
de cultivo Murashigue y Skoog (MS) y la fitohormona 6-BAP, para micropropagar clonalmente
in vitro de Azadirachta indica A. Juss “neem”, arbol utilizado como bioinsecticida vegetal en
la agricultura orgéanica, la investigacion se desarrollé con plantulas obtenidas mediante
germinacion in vitro. En la etapa de multiplicacion se utilizaron segmentos nodales de
aproximadamente 0.8 — 1 cm de longitud con al menos una yema, segmentos que fueron
introducidos en tres concentraciones del medio de cultivo MS (100%, 50% y 25%)
suplementado con 3 concentraciones de 6-BAP (0.1, 0.5 y 1.0 mg/L), en 5 repeticiones por
tratamiento. Mejor resultado se logrd obtener en el tratamiento 2 con el MS al 100%
suplementado con 0.5 mg/L de 6-BAP, donde se obtuvo un total de 105 brotes, con una tasa de
velocidad de multiplicacion (TVM) de 0.36 explantes/dia y con un coeficiente de
multiplicacion (CM) de 2.31 brotes/explante. En el tratamiento 4 con el MS al 50%
suplementado con 0.1 mg/L de 6-BAP se obtuvo 26 brotes con una TVM de 0.08 explantes/dia
y un CM de 1.58 brotes/explante y en el tratamiento 7 con el MS al 25% suplementado con 0.1
mg/L de 6-BAP solo se obtuvo 19 brotes con una TVM de 0.05 explantes/dia con un CM de
1.50 brotes/explante. Estos resultados muestran, Azadirachta indica A. Juss “neem” requiere

un medio rico en minerales y no mayor a 0.5 mg/L de 6-BAP, para formar nuevos brotes.

Palabras clave: Azadirachta indica, bioinsecticida vegetal, in vitro, micropropagacion clonal,

6-BAP.



ABSTRACT

The present research was carried out with the purpose of determining the concentration of the
Murashigue and Skoog (MS) culture medium and the phytohormone 6-BAP, to clonal
micropropagation in vitro Azadirachta indica A. Juss "neem", a tree used as a plant
bioinsecticide in organic agriculture, the research was developed with seedlings obtained by in
vitro germination. In the multiplication stage, nodal segments of approximately 0.8 - 1 cm in
length with at least one bud were used. These segments were introduced in three concentrations
of MS culture medium (100%, 50% and 25%) supplemented with 3 concentrations of 6-BAP
(0.1, 0.5 and 1.0 mg/L), in 5 replicates per treatment. The best results were obtained in
treatment 2 with 100% MS supplemented with 0.5 mg/L 6-BAP, where a total of 105 shoots
were obtained, with a multiplication rate (TVM) of 0.36 explants/day and a multiplication
coefficient (CM) of 2.31 shoots/explant. In treatment 4 with 50% MS supplemented with 0.1
mg/L 6-BAP, 26 shoots were obtained with a TVM of 0.08 explants/day and a CM of 1.58
shoots/explant and in treatment 7 with 25% MS supplemented with 0.1 mg/L 6-BAP only 19
shoots were obtained with a TVM of 0.05 explants/day and a CM of 1.50 shoots/explant. These
results show that Azadirachta indica A. Juss "neem" requires a medium rich in minerals and

no more than 0.5 mg/L of 6-BAP to form new shoots.

Keywords: Azadirachta indica, clonal micropropagation, in vitro, plant bioinsecticide, 6-

BAP.



I.  INTRODUCCION

Azadirachta indica A. Juss (1830) “neem” es un arbol originario de la India, de la familia
Meliaceae y contiene un metabolito secundario conocido como azadiractina, principio activo
que altera el equilibrio hormonal de los insectos inhibiendo su reproduccion y desarrollo que
es ampliamente utilizado como bioinsecticida en la agricultura. Asimismo, esta planta es
utilizada en la medicina tradicional como antihelmintico, astringente y otros; el aceite obtenido

de las semillas es utilizado en el desarrollo de diversos productos cosmetoldgicos.

Actualmente los insecticidas sintéticos aplicados en los cultivos agricolas son de alta
toxicidad debido a que estos contienen principios activos organofosforados y organoclorados,
sustancias altamente peligrosas, no compatibles con la célula animal, por consiguiente, causan
dafio a la salud humana y al ambiente. Para mitigar las consecuencias negativas de los
mencionados insecticidas, actualmente paises como India, México, Cuba vienen desarrollando
bioplaguicidas y/o bioinsecticidas basados en principios biol6gicamente activos de esta planta
como una alternativa para el desarrollo de una agricultura organica, ecoldgica y amigable en el

Peru.

La produccion de este bioinsecticida requiere de grandes extensiones de cultivo de neem
(materia prima y/o biomasa), que a su vez demanda gran cantidad de plantones (material de
siembra) de alta calidad; por otra parte, el cultivo de “neem” actualmente se encuentra en etapa

de introduccidn al pais como material genético en las regiones de Lima (Huaral), Trujillo,



Piura; mediante semilla botanica, que suele perder su viabilidad rapidamente por lo que se

considera como semilla recalcitrante.

La biotecnologia, en especial el cultivo in vitro de tejidos vegetales es una tecnologia
ampliamente utilizada a nivel mundial en la micropropagacion clonal de plantas de alto valor
economico (forestales, frutales, medicinales, ornamentales), plantas libres de enfermedades

patdgenas (virus principalmente) y en la conservacion de especies en peligro de extincion.

Por consiguiente, la determinacion de la concentracion de la fitohormona 6-BAP en el
medio de cultivo Murashige y Skoog permitird la micropropagacion clonal in vitro de

Azadirachta indica A. Juss “neem”.

1.1.  Planteamiento del problema.

En el Peru la agricultura representa la mayor proporcién de uso de la tierra por el hombre,
como tal es una de las principales fuentes de contaminacién ambiental por plaguicidas y

fertilizantes de origen quimico.

El uso intensivo e indiscriminado de los plaguicidas (organoclorados, organofosforados y
carbamatos) difundidos a nivel mundial como modelo tecnologico de la “revolucion verde”, en

la actualidad es cuestionada y restringida su venta, en los mismos paises donde fueron



desarrolladas, debido a sus comprobados efectos e impactos negativos en la salud del hombre

y el medio ambiente.

Sin embargo, en nuestro pais, a pesar de la creciente preocupacién global en los ultimos
afios en relacién a los impactos negativos por el uso irracional de plaguicidas nocivos, y a pesar
de una mayor conciencia y demanda en el mercado mundial por los productos ecol6gicos, aun

no se ha limitado y menos se ha prohibido la venta de estos agroquimicos.

Al contrario, segun estudios realizados por el Instituto Laboral Andino (ILA), a finales del
2000 aumentd la demanda mundial por ingredientes activos de plaguicidas en 4%, y la mayor
demanda de agroquimicos (70%) se concentrd principalmente en plaguicidas o insecticidas;
muy lejos de la demanda por los bioplaguicidas, a pesar de ser una alternativa menos peligrosa
y mas segura (ecoldgica) que los plaguicidas clorados y fosforados. Para el mismo periodo se
estimo que la mayor tasa de crecimiento en el consumo de plaguicidas estaria en primer lugar
en América Latina, con 5,5%, seguida por Africa y Medio Oriente con 5% y de Europa

Occidental con 4,5%, (ILA, 2006).

Por otra parte, la produccion de un bioinsecticida requiere de gran cantidad de plantas
(materia prima) con contengan el principio activo (azadiractina), como el caso de Azadirachta
indica “neem”, que se encuentra en etapa de introduccion al pais para tales propositos. Producir
materia prima (neem) en el campo de cultivo demandaria contar con miles de plantones de alta
calidad y de mucho tiempo, sin embargo, la aplicacion de la biotecnologia (micropropagacion

clonal in vitro) permitiria lograr desarrollar un bioinsecticida en menor tiempo. Motivo por el



cual, se plantea establecer un medio de cultivo que permita producir plantulas del neem
masivamente y con ello la formulacién de un bioinsecticida que cause el menor dafio posible
al medio ambiente, a la salud humana y que sustituya gradualmente a los insecticidas

convencionales utilizados en el pais.

1.2.  Formulacion del problema

¢Cudl es la concentracion de la fitohormona 6-BAP (0.1, 0.5y 1.0 mg/L) en el medio de
cultivo Murashige y Skoog (100%, 50% y 25%) que permite obtener mayor tasa de

micropropagacion clonal in vitro de Azadirachta indica A. Juss “neem”?

1.3.  Justificacion de la investigacién

Histéricamente las plagas han representado un problema serio para los agricultores. Las
plagas merman la produccion de alimentos y son los responsables de la transmision de
enfermedades que también ocasionan la perdida de los alimentos. Las pérdidas ocasionadas

por plagas en cultivos son de 20-30% de la produccién (Davies et al., 1982).

Algunas alternativas viables para reducir el ataque de los cultivos por plagas, han sido

controles quimicos, bioldgicos y fisicos. Existe informacion por parte de agricultores acerca
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del uso de plaguicidas de origen vegetal, que, bien elaborados y aplicados dan buenos

resultados.

Por otra parte, en nuestro pais existe una herencia milenaria sobre el uso de las plantas en
agricultura y la medicina. Nuestros antepasados practicaban en forma efectiva la medicina
boténica, conocian plantas venenosas que usaban para la caza y pesca. Algunas plantas
utilizadas por su poder insecticida son Physostigma venenosum Balf. (Fabaceae) y
Chrysanthemum cinerariaefolium Trevir. (Asteraceae) las cuales fueron precursoras de los
famosos plaguicidas carbamatos y piretroides respectivamente. El piretro se conocia desde 400
afios A.C. con nombre de “Polvo de Persia” por su accion repelente y toxica para artropodos
(Barthel, 1973). Otras plantas son de las leguminosas del género Derris y Lonchocarpus que
en nuestro medio se conocen como “barbasco”, cuyas raices contienen los principios
bioldgicamente activos conocida como rotenona y por sus propiedades toxicas para peces.
Estos conocimientos fueron desplazados por insumos quimicos sintéticos (agroquimicos) entre

ellos los plaguicidas organoclorados, organofosforados y carbamatos. (Melara et al., 1996)

Sin embargo, el uso de estos plaguicidas ha convertido a los agricultores en dependientes
de estos productos, para proteger sus cultivos. Al mismo tiempo el mal uso y abuso de estos
agroguimicos ocasiona problemas como la contaminacién ambiental, resistencia a plagas,

pérdida de organismos benéficos, problemas de salud (cancer) y fuga de divisas del pais.

Los problemas mencionados, han despertado un gran interés entre los investigadores para

buscar diferentes alternativas y controlar las plagas, entre ellas los bioinsecticidas de origen

11



botanico mediante técnicas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro de Azadirachta indica

“neem”.

1.4.  Objetivo General

e Estandarizar la concentracion de la fitohormona 6-bencil-amino-purina (6-BAP) en el
medio de cultivo Murashige y Skoog para la micropropagacion clonal in vitro de

Azadirachta indica A. Juss “neem”.

1.5.  Objetivo Especificos

e Determinar el nimero de brotes en la micropropagacion clonal in vitro de Azadirachta
indica A. Juss “neem” en el medio de cultivo Murashige y Skoog (100%, 50% y 25%)

suplementado con 6-BAP (0.1, 0.5y 1.0 mg/L).

e Determinar la tasa de multiplicacion en la micropropagacion clonal in vitro de
Azadirachta indica A. Juss “neem” en el medio de cultivo Murashige y Skoog (100%,

50% y 25%) suplementado con 6-BAP (0.1, 0.5y 1.0 mg/L).

e Determinar el coeficiente de multiplicacién en la micropropagacién clonal in vitro de
Azadirachta indica A. Juss “neem” en el medio de cultivo Murashige y Skoog (100%,
50% y 25%) suplementado con 6-BAP (0.1, 0.5y 1.0 mg/L).

12



Il. MARCO TEORICO

2.1. Planta de neem:

Azadirachta indica A. Juss “neem” pertenece a la familia Meliaceae, es una especie
arbdrea, de hoja perenne, de finalidad multiple, natural del subcontinente indio y del sudeste
de Asia donde se ha venido utilizando tradicionalmente durante siglos. La adaptacion de la
especie a los climas calidos y secos ha hecho de ella una de las especies mas cultivadas en
zonas éaridas y semidaridas, tanto en su ambito natural como fuera del mismo, en Africa,

América Latina y el Caribe (FAO, 2007).

2.1.1. Azadiractina

Es un metabolito natural efectivo como insecticida, acaricida, nematicida,
fungicida y bactericida cuya mayor concentracién se encuentra en las semillas (Gera et.
al. 1998; National Research Council, 1992). La actividad insecticida de la azadiractina
(CssH440156), en dosis 100 pg/g, inhibe la oviposicion y el proceso de metamorfosis, y
presenta efectos antialimentarios en lepiddpteros, homopteros, coledpteros, dipteros,
hemipteros, himenopteros y tisandpteros (Morgan y Thornton, 1973; Thompson, 1994).
Esto se debe a que su estructura es similar a la hormona de insectos llamada “ecdisona”,
la cual controla la metamorfosis en el paso de larva a pupa y adulto. Ademas, su

principal ventaja radica en ser de baja toxicidad para mamiferos (Gershenzon y Croteau,

13



1991). La azadiractina tiene la capacidad de biodegradarse con facilidad y no contamina

el ambiente (Cruz, 1998).

2.2.  Fitohormonas

Las fitohormonas son moléculas producidas en concentraciones muy bajas, pero capaces
de regular una variedad de procesos celulares en las plantas. Trabajan como mensajeros
quimicos para comunicar las actividades celulares en plantas superiores (Vob et. al., 2014).
Las fitohormonas desempefian un papel clave coordinando varias vias de transduccion de
sefiales durante la respuesta al estrés abiotico. Regulan tanto los estimulos externos como

internos de la planta (Kazan, 2015).

Algunas fitohormonas son:

Las giberelinas (GAs) son un gran grupo de acidos carboxilicos diterpenoides tetraciclicos,
estos muestran efectos positivos sobre la germinacion de las semillas, la expansion de las hojas,
la elongacion de los tallos, la iniciacion de flores, tricomas y el desarrollo de frutos (Wani et.
al., 2016). Son esenciales para las plantas a lo largo de su ciclo de vida para las funciones
estimuladoras del crecimiento. También promueven las transiciones de fase de desarrollo

(Colebrook et. al., 2014).

14



Las citoquininas (CKs) son derivados de la base purica adenina (6-aminopurina), ellas
pueden encontrarse en las plantas como bases libres o formando conjugados con diversos
compuestos quimicos que su unen al anillo de purina (Azcén-Bieto y Talon, 2003). También
son considerados como los reguladores de crecimiento y desarrollo de la planta, ademas los

niveles reducidos de las CKs aumentan la dominancia apical (Wani et. al., 2016).

2.3.  Micropropagacion clonal:

Segun Krikorian (1991) se define como cualquier procedimiento aséptico que comprenda
la manipulacion, en las plantas, de 6rganos, tejidos o células que produzcan poblaciones de

plantulas.

Villalobos y Thorpe (1991) definen la micropropagacién clonal cuando un indculo con
potencialidad de diferenciacion se incuba en condiciones favorables (balance hormonal

apropiado) y regenera un nuevo individuo.

Para realizar la micropropagacion clonal se utiliza como medio base Murashigue y Skoog
(MS) que es un medio de cultivo altamente concentrado conformado por macroelementos,

microelementos y vitaminas (Murashigue y Skoog, 1962).
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ANTECEDENTES

Swapan et. al. (1982). Utilizaron semillas y segmentos nodales de (1-1.5cm) para la
micropropagacion del arbol Dalbergia sissoo, estos explantes previamente esterilizados
fueron cultivados en medios MS y B5 con 20g/l de sacarosa y 5mg/L de &cido
ascorbico; todos los medios fueron suplementados con varias concentraciones de
hormonas como auxinas (IAA, IBA, IPA 'Y ANA), citoquininas (6-BAP y Kin) y la
giberelina GA3. ElI medio que presento mayor crecimiento en los explantes fue

MS+Kn+6-BAP produciendo el 80-90% de brotes antes de los 25-30 dias.

Jaiswal y Amin (1987). Usaron explantes de Psidium guajava L. previamente
esterilizadas con HgCI2 al 0.05% para después realizar el ensayo de micropropagacion
y sembrandolas en un medio MS suplementado con varias concentraciones y
combinaciones de 6-BAP, IAA, GA3 y para enraizamiento IBA, NAA y Carbon
activado. El medio que presento mayor porcentaje de brotes fue MS + 6-BAP (1mg/L)
y el medio que presento mayor porcentaje de enraizamiento fue ¥ MS suplementado

con IBA (0.2mg/L) + NAA (0.2mg/L) + Carbdn activado.

Kantharajah y Dodd (1990). Germinaron las semillas de maracuya (Passiflora edulis
var. Norfolk Island) previamente esterilizadas con una solucion de hipoclorito de sodio
al 10 % en el medio de Murashige y Skoog (MS) e incubadas en un ambiente
controlado. Luego para el ensayo de micropropagacion utilizaron una combinacion de
suplementos y hormonas conformado por 1, 2 y 3 mg/L de 6-BAP (6-

benzilaminopurina) y 2 y 3 % de sacarosa con y sin agua de coco (200ml/L). Los
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segmentos nodales fueron de 3mm y cada 4 semanas fueron transferidos a un medio
MS con 2% de sacarosa sin hormonas. La concentracion mas efectiva para una

produccidn de brotes fue de 2mg/L de 6-BAP suplementado con agua de coco.

Ramesh y Padhya (1990). Realizaron la micropropagacion in vitro de neem a partir
de discos de hojas previamente esterilizados con cloruro de mercurio (0,05%), luego
los explantes fueron sembrados en un medio de cultivo Wood and Braun (WB)
suplementado con varias concentraciones de fitohormonas: Kin, 6-BAP, Ad sul, IAA,
IBA, ANA y GA3. Todos los explantes fueron incubados en un cuarto de cultivo en
condiciones controladas. Los mejores explantes crecieron a partir de las hormonas GA3
e IAA generando una produccién de 12 a 15 plantas por cada disco de hoja en un tiempo

de 6 meses.

Sahoo et. al. (1997). Realizaron un protocolo de propagacion in vitro de Ocimun
basilicum L. mediante la proliferacion de yemas axilares; lo explantes fueron
previamente esterilizados con hipoclorito de sodio al 7%, luego sembradas en medio
MS suplementado con las hormonas Benziladenina (BA) (0, 0.1, 0.25,0.5,1.0y 2.0) y
Acido Giberélico (GA3) (0.1,0.2, 0.4, 0.6 y 0.8). El mayor porcentaje de crecimiento
resulté el medio MS + BA(1.0mg/L) + GA3(0.4mg/L). Para el enraizamiento los
explantes fueron subcultivados a el medio MS a media concentracion suplementado

con IAA, IBA o ANA (0.5-1.0 mg/L).

Agarwal y Kamal (2004). Utilizaron semillas de Momordica charantia L. previamente

desinfectadas con bavistin y cloranfenicol para luego esterilizarlas con Cloruro de
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Mercurio al 0.1% y sembrarlas en el medio MS. Después de 5 semanas las plantas
germinadas fueron transferidas a un medio MS con varias concentraciones y
combinaciones de fitohormonas: 6-BAP. Kin, NAA, IBA, IAAy 2,4 D. El medio que

generd mayor cantidad de brotes fue MS+6-BAP(2mg/L).

Bicca et. al. (2003). Realizaron un ensayo de germinacion de semillas de Ocimun
basilicum esterilizadas previamente con hipoclorito de sodio, luego fueron sembradas
en el medio de cultivo MS simple, después de 12 dias los explantes germinados fueron
subcultivados a un medio MS con diferentes concentraciones de 6-BAP y ANA.
Resultando que a mayor concentracion de 6-BAP (1 —5mg/L), mayor numero de brotes

por explantes.

Capote y Estrada (2004). Realizaron la propagacion in vitro de neem a partir de zonas
apicales de plantas jovenes de invernadero, las cuales fueron esterilizadas con
hipoclorito de sodio al 2.5%, posteriormente los explantes fueron sembrados en un
medio MS suplementado con 6-BAP y KIN, los cultivos fueron mantenidos en
condiciones controladas por 45 dias. El porcentaje de multiplicacién de los mejores

explantes fue de 3.2 nudos/brote.

Chaturvedi et. al. (2004). Realizaron el ensayo de micropropagacién clonal a partir de
explantes nodales de Azadirachta indica “neem” previamente esterilizados con cloruro
de mercurio al 0.15% y luego sembrado en un medio MS suplementado con

combinaciones de 6-BAP, GA3 y CH y luego de 5 semanas los explantes fueron
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subcultivados a un medio de enraizamiento MS suplementado con IBA. Resultaron
como mejores concentraciones para la micropropagacion MS + 6-BAP (1uM) + CH

(500mg/L) y para el enraizamiento 1/4MS + IBA (1uM).

Quraishi et. al. (2004). Realizaron la micropropagacion clonal del neem a partir de
explantes nodales de un arbol juvenil, después los explantes fueron lavados y
esterilizados con agua y cloruro de mercurio (0,1%) respectivamente. Luego los
explantes fueron introducidos a un medio de cultivo MS suplementado con 6-BAP +
PVP-40 e incubados en un cuarto de cultivo. Después de 30 dias los explantes crecidos
fueron retirados y sembrados en el medio de cultivo DKW + 6-BAP por 45 dias. Los
nuevos brotes fueron registrados cada 45 dias en un total de 6 subcultivos (255 dias).
Posteriormente se realizo el enraizamiento con el medio DKW a media concentracion
suplementado con IBA. Finalmente, los explantes enraizados fueron llevados a

invernadero por 2 meses.

Rashmi et. al. (2004). Desarrollaron la micropropagacién del arbol Acacia magnium
Willd. Los explantes fueron esterilizados con cloruro de mercurio al 0.1% y luego
cultivados en el medio basal MS suplementado con diferentes concentraciones de
hormonas de 6-BAP (0, 0.5, 1.0, 1.5 Y 2.0 mg/L), Kinetina (0, 0.5, 1.0, 1.5 Y 2.0 mg/L),
sulfato de adenina (0, 50, 100 mg/L), IAA (0, 0.05, 0.10, 0.25 mg/L) y GA3 (0, 0.5,
1.0, 1.5 Y 2.0 mg/L). ElI medio mas efectivo para la multiplicacion de explantes fue

MS+ 6-BAP(1.5mg/L) + IAA (0.05mg/L) + Sulfato de adenina (100mg/L).
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Bharalee et. al. (2005). Utilizaron brotes de rizoma de Curcuma caesia Roxb y
Curcuma cedoaria Rosc previamente esterilizados con Tween-20 (0.1%) y Cloruro de
Mercurio (0.1%), posteriormente realizaron el ensayo de micropropagacion utilizando
el medio MS suplementado con las hormonas 6-BAP, ANA, y Kin en diferentes
concentraciones y combinaciones. La mayor taza de multiplicacion de brotes por
explante fue el medio MS+6-BAP(4.0mg/L) + ANA(1.5mg/L) para Curcuma caesia y

MS+6-BAP(1.0mg/L) + ANA(0.5mg/L) para Curcuma cedoaria.

Dhillon et. al. (2005). Realizaron la induccion del callo y la regeneracién a partir de
anteras de Azadirachta indica; Para el ensayo induccion del callo utilizaron las yemas
florales que fueron colectadas de un &rbol de neem en Hisar - India, luego se
esterilizaron con alcohol por 10 segundos, inmediatamente se aplicd 0,1% cloruro de
mercurio por 5 a 7 minutos y por ultimo se enjuagd con agua destilada esterilizada 5 a
6 veces. Posteriormente las anteras fueron retiradas de las yemas y se sembraron en el
medio de cultivo Murashigue y Skoog (MS) suplementado con diferentes
concentraciones y combinaciones de fitohormonas: 2,4 &cido diclorofenoxiacético
(2,4-D), Acido naftaleno acético (ANA) y Kinetina (Kin); el mejor medio para el
crecimiento de callo fue ANA (2.0ppm) + Kin (2.56ppm) con un promedio de 37%.
Para la regeneracion se utilizaron los callos desarrollados del anterior ensayo que fueron
cultivados en un medio MS con las fitohormonas: Benzil amino purina (6-BAP),
Kinetina (Kin), Acido Indol acetico (IAA), Acido giberélico (GA3) y caseina
hidrolizada (CH). Todos los cultivos fueron mantenidos a 25°C con un fotoperiodo de
16 horas. EI mejor tratamiento para la proliferacion de callo fue MS + 6-BAP (1ppm)

con un promedio de 3.8%.
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Hiregoudar et. al. (2006). Realizaron el ensayo de micropropagacion clonal de Vitex
trifolia L. a partir de segmentos nodales previamente esterilizados con Cloruro de
Mercurio al 0.1%, inmediatamente fueron cultivado en el medio MS suplementado con
diferentes concentraciones de 6-BAP, Kkinetina, thidiazuron, adenina y 2-iP. Luego de
tres semanas los explantes fueron subcultivados en un medio MS con citoquininas,
después para el ensayo de enraizamiento se utiliz6 el medio MS suplementado con
ANA. Por ultimo las plantulas enraizadas fueron transferidas a invernadero con un 90%

de sobrevivencia.

Rajasekhar et. al. (2006). Realizaron la micropropagacion clonal a partir de semillas
de neem previamente esterilizadas con cloruro de mercurio (0.1%) y sembradas en un
medio MS a media concentracion sin hormonas, después de 15 a 20 dias las plantulas
germinadas fueron llevadas a un medio de MS modificado suplementado con varias
combinaciones 6-BAP y TDZ. Luego para el enraizamiento utilizaron MS a media
concentracion suplementado con IBA. Finalmente, las plantulas enraizadas fueron

Ilevado a la aclimatacion obteniendo un 80% de supervivencia.

Baksha et. al. (2007). Desarrollaron la micropropagacion clonal in vitro de Rauvolfia
serpentina a partir de brotes apicales de la planta (arbol), previamente esterilizada con
cloruro de mercurio al 0.1% los cuales fueron sembrados en un medio MS
suplementado con 4.0 mg/L 6-BAP y 0.5 mg/L de IAA. Despues para el ensayo de

enraizamiento utilizaron medio MS a media concentracion suplementado con 0.5 mg/L
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de ANA. Por ultimo las plantulas fueron trasplantadas a campo con un 80% de

sobrevivencia.

Rajesh et. al. (2008). Implementaron un ensayo de propagacion clonal in vitro de Aegle
marmelos Corr. Los explantes obtenidos fueron previamente esterilizadas con Cloruro
de Mercurio (3.64 uM), luego fueron sembradas en el medio MS suplementado con
varios tratamientos de hormonas de 6-BAP (0, 2.21, 4.42, 8.84, 13.26 uM), Kinetina
(0, 2.32, 4.64, 9.28, 13.92 uM) y para el ensayo de enraizamiento utilizaron MS
completo y a media concentracion suplementado con IBA (49.0 y 73.5 uM) e IAA
(2.85, 5.7 y 8.55uM). El mejor medio para multiplicaciéon fue MS+ 6-BAP (8.84 uM)

+ 1AA (5.7 uM) y para enraizamiento fue MS+ IBA (49.0 uM) + IAA (5.7 uM).

Shanin-uz-zaman et. al. (2008). Realizaron la micropropagacién clonal del arbol de
neem a partir de semillas previamente esterilizadas con Hipoclorito de Mercurio. Las
semillas fueron sembradas en un medio MS. Después de 40 dias los explantes fueron
propagados en un medio de cultivo MS con varias concentraciones y combinaciones de
6-BAP y ANA. Los nuevos explantes fueron llevados a un cuarto de cultivo en
condiciones controladas para su desarrollo. Posteriormente los explantes fueron
llevados a enraizamiento mediante el medio MS a media concentracion suplementado
con IBA o IAA. Los tratamientos con mejor resultado fueron 0,3mg/L 6-BAP + 0,05

mg/L ANA para propagacion clonal y enraizamiento.
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Arora et. al. (2010). Realizaron la micropropagacion clonal a partir de segmentos
nodales de un arbol maduro de neem, los explantes fuero pre-tratados con una solucién
de antioxidantes por 2 horas, luego los explantes fueron esterilizados con cloruro de
mercurio al 0.1% por 15 minutos, posteriormente los explantes fueron sembrado en un
medio MS suplementado con varias concentracion y combinaciones de citoquininas (6-
BAP, 2iP, TDZ, Z) con la auxina IAA y adenina. Los brotes desarrollados fueron
enraizados en el medio MS suplementado con IBA, finalmente se realizé un ensayo de

RAPD para comparar la similitud entre la planta de origen y los clones in vitro.

Rodrigues et. al. (2012). Desarrollaron el ensayo de micropropagacion clonal de las
plantas de Azadirachta indica “neem” previamente esterilizada con hipoclorito de sodio
al 5% y tween 20, luego las cultivaron en un medio MS suplementado con varias
concentraciones de fitohormonas como BA, Kin y ANA. El mejor medio que resulto

fue MS + 6-BAP 0.5mg/L + Kin 0.5mg/L + ANA 0.05 mg/L.

Gehlot et. al. (2014). Ensayaron la multiplicacion clonal de Azadirachta indica a partir
de yemas axilares de plantas jovenes de “neem”, estos explantes en condiciones
asépticas fueron sometidos con bavestin y Streptomicina (ambos al 0.1%) por 8-10
minutos para reducir la contaminacion por hongos y bacterias, luego los explantes
fueron enjuagados con agua destilada autoclavada 3-4 veces y después se sometieron a
Cloruro de Mercurio al 0.1% con streptomicina por 6 minutos. EI medio de cultivo para
multiplicacién fue MS suplementado con 6-BAP (9 uM/L) + ANA (0.25 uM/L),
posteriormente los explantes fueron subcultivados a un medio de enraizamiento que

consta de MS + IBA (9.84 uM/L) + aditivos (Prolina y Tript6fano) y 3% de sacarosa.
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Las plantulas enraizadas fueron transferidas a contenedores con vermiculita (sustrato)
humedecida con medio MS a media concentracion, luego de 2 semanas los
contenedores con las plantas enraizadas fueron llevados a un invernadero y fueron

destapadas gradualmente y después de 2 semanas se removieron por completo.

Houllou et. al. (2015). Realizaron la regeneracion in vitro del neem de forma directa
en indirecta. Para la regeneracion directa se usaron semillas colectadas de la planta del
“neem” que fueron lavadas con agua y esterilizadas con etanol al 70% por 1 minuto,
seguidamente de una solucién de hipoclorito de sodio al 5% por 10 minutos y enjuagada
con agua destilada esterilizada tres veces. Luego las semillas fueron sembradas en dos
grupos: embriones con cotiledon y sin cotiledon, todos en el medio DKW (Driver
Kuniyuki Walnut), posteriormente las plantulas germinadas fueron subcultivadas en un
medio de introduccion (IM) conformada por DKW suplementado con 0.225mg/L de 6-
BAP durante una semana, todas las plantulas obtenidas fueron analizadas
morfol6gicamente; después de 30 dias los embriones con cotiledén (8.5 cm) tenian un

mejor desarrollo que los embriones sin cotiledén (2.0 cm).
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IV. HIPOTESIS

Si se logra estandarizar la concentracion de la fitohormona 6-BAP en el medio de cultivo
Murashige y Skoog para la micropropagacion clonal in vitro de Azadirachta indica A. Juss
“neem” entonces se tendra mayor probabilidad de lograr mayor nimero de brotes, tasa de

velocidad y coeficiente de multiplicacion.

V. MATERIALES Y METODOS

5.1.  Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Ricardo Palma, ubicado

en la urbanizacién Las Gardenias en el distrito de Santiago de Surco - Lima.

5.2. Tipoy disefio de Investigacion

De acuerdo a los objetivos y la forma en que se desarrollé esta investigacion, es de tipo

explicativo, y de acuerdo al enfoque que aplica, es un método y disefio experimental de
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laboratorio, debido a que se manipulé la variable independiente probando distintas

concentraciones de la fitohormona 6-BAP (6-bencil-amino-purina).

5.3. Variables

e Variables Dependientes

- Numero de brotes.
- Tasade Velocidad de Multiplicacion (TVM).

- Coeficiente de multiplicacion (CM).

e Variable Independiente

- Concentraciones de 6 bencil-amino-purina (6-BAP)
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5.4.

Operacionalizacion de las variables (OV)

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Objetivos especificos Variables Indicador Escalade | Instrumento | Categorizacion
media de la variable
Estandarizar la concentracion | Variable -Peso (mg) Escala de | Balanza Cuantitativa
de la fitohormona 6-bencil- Independiente: | -Volumen (L) | Razon analitica'y continua
amino-purina (6-BAP) en el Concentraciones | (Multidimensi probeta
medio de cultivo Murashige y | de 6 bencil- onal objetiva) graduada
Skoog para la amino-purina
micropropagacion clonal in (6-BAP)
vitro de Azadirachta indica
A. Juss “neem”.
Determinar el nimero de Variable - NUmero de Escalade | Hojas de Cuantitativa
brotes en la Dependiente: brotes Razon cotejoy discreta
micropropagacién clonal in Brotes observacién
vitro de Azadirachta indica
A. Juss “neem” en el medio
de cultivo Murashige y Skoog
(100%, 50% y 25%)
suplementado con 6-BAP
(0.1,0.5y 1.0 mg/L).
Determinar la tasa de Variable - N° de Escala de | Hojas de Cuantitativa
multiplicacion en la Dependiente: explantes Razén cotejoy continua
micropropagacion clonal in Tasa de finales. observacion
vitro de Azadirachta indica Velocidad de -N°de
A. Juss “neem” en el medio Multiplicacion explantes
de cultivo Murashige y Skoog | (TVM) introducidos
(100%, 50% y 25%) - Tiempo
suplementado con 6-BAP (dias)
(0.1,0.5y 1.0 mg/L).
Determinar el coeficiente de | Variable - N° de Escala de | Hojas de Cuantitativa
multiplicacion en la Dependiente: explantes Razon cotejoy continua
micropropagacién clonal in Coeficiente de finales. observacién
vitro de Azadirachta indica multiplicacion
A. Juss “neem” en el medio (CM) -N°de
de cultivo Murashige y Skoog explantes
(100%, 50% y 25%) introducidos
suplementado con 6-BAP
(0.1,0.5y 1.0 mg/L).

Tabla N° 1. Operacionalizacion de variables
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5.5.

5.6.

Muestreo

En esta investigacion se aplicd el método de muestreo no probabilistico segun criterio.

e Lapoblacion objeto: Banco de 50 plantulas de neem germinadas in vitro en el

laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Ricardo Palma.

e Unidades de muestreo: 45 explantes de plantulas germinadas in vitro.

e Unidad de analisis: 1 segmento nodal de tallo (explante) por tubo.

e Marco muestral: 45 explantes de tallo de aproximadamente 1 cm de longitud que

tenga por lo menos un nudo.

e Muestra: 5 explantes por cada tratamiento, siendo un total de 9 tratamientos.

Procedimiento y analisis de datos

5.6.1. Cosecha de semillas neem
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Los frutos de neem fueron colectados de arboles de neem ubicados en el Fundo
“Huerta” en la ciudad de Huaral. Posteriormente se trasladaron via terrestre al
laboratorio de Biotecnologia vegetal ubicado en la Universidad Ricardo Palma para su

respectivo estudio.

5.6.2. Germinacién de semillas neem

Las semillas fueron retiradas de los frutos con ayuda de un bisturi, y se
seleccionaron las que no presentaron dafios durante el proceso de extraccion. (Figura
N° 1). Posteriormente, estos fueron lavados con detergente y agua de cafio, a
continuacidn, las semillas fueron sometidas con alcohol al 96%, hipoclorito de sodio al
2% y 5 enjuagues con agua destilada esterilizada, todo este proceso se llevo a cabo
dentro de la cdmara de flujo laminar previamente esterilizada con luz ultravioleta (UV)
por 15 minutos. Luego utilizando un bisturi y bajo un estereoscopio binocular (Leica
EZ2 a 30Xe)-se retird le testa y el tegumento de la semilla, dejando libre el embrién con
sus cotiledones, enseguida los embriones fueron introducidos en tubos de ensayo de 25
x 150 mm con el medio de cultivo Murashigue y Skoog (MS) sin hormona, terminado
el proceso los explantes sembrados se rotularon e incubaron dentro de un cuarto de
crecimiento a 22 - 26°C de temperatura en un fotoperiodo de 16 horas durante 4
semanas. Terminado el periodo de germinacion se seleccionaron los explantes con

mejor desarrollo para su posterior propagacion.
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5.6.3. Preparacion del medio de cultivo para la micropropagacion clonal in vitro

Para la micropropagacion clonal se utilizaron 9 tratamientos y un control sin
regulador de crecimiento (Tabla N° 2): Tratamiento control MS 100% (TO);
Tratamiento 1: T1 (Tabla N° 3) MS 100% suplementado con 0,5 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 2: T2 (Tabla N° 4) MS 100% suplementado con 0,5 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 3: T3 (Tabla N° 5) MS 100% suplementado con 1,0 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 4: T4 (Tabla N° 6) MS 50% suplementado con 0,5 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 5: T5 (Tabla N° 7) MS 50% suplementado con 1,0 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 6: T6 (Tabla N° 8) MS 50% suplementado con 1,5 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 7: T7 (Tabla N° 9) MS 25% suplementado con 0,5 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 8: T8 (Tabla N° 10) MS 25% suplementado con 1,0 mg/L de 6-BAP;
Tratamiento 9: T9 (Tabla N° 11) MS 100% suplementado con 1,5 mg/L de 6-BAP. En
todos los tratamientos se utiliz 3% de sacarosa, 3,0 g/L de gelificante (Gelrite) y el pH
fue de 5.7 (Tabla N° 12). Estos medios de cultivo fueron servidos en tubos de 150 mm
x 25 mm de pyrex y esterilizados en autoclave por 20 minutos a 121°C a 15 minutos de

presion.

5.6.4. Micropropagacion clonal in vitro de explantes de neem

Las plantulas in vitro provenientes de la etapa de germinacién, (Figura N° 2) bajo
condiciones asépticas en camara de flujo laminar previamente esterilizada con alcohol

al 96 % y rayos ultravioleta (UV), fueron cortadas en segmentos nodales (explantes) de
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aproximadamente 0.8 — 1 ¢cm con al menos una yema axilar (Figura N° 3 y 4) a
continuacion, fueron transferidos a tubos de ensayo con medio de multiplicacion, y se
incubaron en el cuarto de crecimiento a 22 - 26°C de temperatura con un fotoperiodo
de 16 horas de luz (Figura N° 5y 6). Como unidad experimental se tom6 un (01)
segmento nodal por cada tubo con 5 repeticiones por tratamiento (Figura N° 7). Estos
explantes fueron evaluados cada 14 dias (Figura N° 8, 9, 10 y 11) y subcultivados en
medio de cultivo fresco de la misma composicion; los explantes que presentaron nuevos
brotes fueron separados y sembrados en otros tubos con el medio de cultivo

correspondiente. Los brotes que resultaron contaminados fueron descartados.

Se evaluaron las variables: numero total de brotes; coeficiente de multiplicacién
(CM) por la formula establecida por Sigarroa-Richie et al. (2012) que expresa el nimero
de plantulas finales sobre el nimero de explantes establecidos y la tasa de velocidad de
multiplicacién (TVM) por la formula establecida por Schuter et al. (2005), esto es la
relacién entre el nimero de explantes obtenidos al final del ciclo, menos el nimero de

explantes introducidos al principio del ciclo de multiplicacion, sobre el tiempo (t).

Después de 56 dias las plantulas con mayor vigor y enraizamiento (Figura N° 12)
fueron llevadas a un proceso de aclimatacion, empezando con la extraccion de las
plantulas de los frascos (Figura N° 13), lavado en agua destilada (Figura N° 14),
sembrado en sustrato esterilizado con turba y arena en proporcion 1:1 (Figura N° 15),
incubacion en cadmara de aclimatacion por 3 semanas (Figura N° 16) y salida a

invernadero (Figura N° 17).
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5.6.5. Analisis de datos

El procesamiento de los datos obtenidos de la investigacion fueron desarrollados
utilizando el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 25.0 y Microsoft Excel 2016, a
un nivel de significancia de 0.05 fueron: Prueba de normalidad Shapiro-Wilk, analisis

de varianza (ANOVA) y prueba post hoc test de Tukey.
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VI.

RESULTADOS

6.1.  Analisis para la variable de nimero de brotes

Los resultados obtenidos en la propagacion a partir de segmentos nodales muestran que,
a los 56 dias, los tratamientos con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al 100% de
concentracion enriquecidos con 6-BAP (T1,T2y T3) permitieron obtener un mayor nimero
de brotes con 97, 105 y 83 respectivamente, mientras que en los tratamientos al 50% de
concentracion de MS enriquecidos con 6-BAP (T4, T5 y T6) se obtuvieron 26, 21 y 22
brotes respectivamente y al 25% de concentracion (T7, T8 y T9) se obtuvieron 19, 18y 16
brotes respectivamente. Por consiguiente, de los 3 tratamientos de MS al 100%, la
concentracion de la fitohormona 6-BAP que evidencié un mayor rendimiento respecto al
numero de brotes fue de 0.5 mg/L (Tratamiento 2) con 105 brotes en total, seguido del
tratamiento 1 y 3 con 97 y 83 brotes respectivamente. Mientras que el tratamiento 9 ha

producido el menor rendimiento con 16 brotes. (Figura N°18).

Estos resultados fueron obtenidos aplicando las siguientes pruebas estadisticas:

6.1.1. Prueba de normalidad
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Para determinar si los datos obtenidos en la investigacion siguen una distribucion
normal se realizd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, mismo que arrojé como
resultado una significancia mayor a 0.05 en todos los tratamientos relacionados al
numero de brotes, estos valores permiten que los tratamientos puedan ser comparados

mediante la prueba paramétrica de analisis de varianza. (Tabla N° 13)

6.1.2. Andlisis de Varianza (ANOVA)

La diferencia entre los tratamientos respecto al nimero de brotes se verifico
utilizando el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95%,
resultando el valor de p menor a 0.05, esto afirma que existe en al menos uno de los
tratamientos diferencia entre las medias, lo que demuestra que hay asociacion entre la
variable numero de brotes y los tratamientos. Por otro lado, para verificar con exactitud
cudl de los tratamientos tienen diferencias significativas se utiliz6 la prueba post hoc

test de Tukey. (Tabla N° 14)

6.1.3. Prueba de Tukey

Para identificar cuales son los tratamientos que tienen una diferencia significativa
respecto al numero de brotes, se realizd el test de Tukey con un nivel de confianza de
95%, y se confirmo estadisticamente que el tratamiento 2 (T2) alcanzé el mayor nimero

de brotes con una media de 21.0, seguido del tratamiento 1 y 3 con una media de 19.40
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y 16.60 brotes respectivamente. Por el contrario, los tratamientos 8 y 9 tuvieron el

menor rendimiento con una media de 3,60 y 3.20 brotes respectivamente. (Tabla N° 15)

6.2.  Anadlisis para la variable de la tasa de velocidad de multiplicacion (TVM)

Los resultados obtenidos en la propagacion a partir de segmentos nodales muestran que,
a los 56 dias, los tratamientos con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al 100% de
concentracion enriquecidos con 6-BAP (0.1, 0.5y 1.0 mg/L) (T1,T2 y T3) permitieron
obtener una mayor tasa de velocidad de multiplicacién (TVM) con 0.33, 0.36 y 0.28
explantes por dia respectivamente, mientras que en los tratamientos al 50% de
concentracion de MS enriquecidos con 6-BAP (T4, T5 y T6) se obtuvieron 0.08, 0.06 y
0.06 explantes por dia respectivamente y al 25% de concentracion (T7, T8 y T9) se
obtuvieron 0.05, 0.05 y 0.04 explantes por dia respectivamente. Por consiguiente, de los 3
tratamientos de MS al 100%, la concentracion de la fitohormona 6-BAP que evidencié un
mayor rendimiento respecto a la tasa de velocidad de multiplicaciéon fue de 0.5 mg/L
(Tratamiento 2) con 0.36 explantes por dia en total, seguido del tratamiento 1y 3 con 0.33
y 0.28 explantes por dia respectivamente. Mientras que el tratamiento 9 ha producido el

menor rendimiento con 0.04 explantes por dia. (Figura N° 19).

Estos resultados fueron obtenidos aplicando las siguientes pruebas estadisticas:
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6.2.1. Prueba de normalidad

Para determinar si los datos obtenidos en la investigacion siguen una distribucion
normal se realizd la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, mismo que arrojé como
resultado una significancia mayor a 0.05 en todos los tratamientos relacionados a la tasa
de velocidad de multiplicacion, estos valores permiten que los tratamientos puedan ser

comparados mediante la prueba paramétrica de analisis de varianza. (Tabla N° 16)

6.2.2. Analisis de Varianza (ANOVA)

La diferencia entre los tratamientos respecto a la tasa de velocidad de multiplicacion
se verifico utilizando el analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de
95%, resultando el valor de p menor a 0.05, esto afirma que existe en al menos uno de
los tratamientos diferencia entre las medias, lo que demuestra que hay asociacién entre
la variable tasa de velocidad de multiplicacién y los tratamientos. Por otro lado, para
verificar con exactitud cual de los tratamientos tienen diferencias significativas se

utilizo la prueba post hoc test de Tukey. (Tabla N° 17)

6.2.3. Prueba de Tukey
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Para identificar cuales son los tratamientos que tienen una diferencia significativa
respecto a la tasa de velocidad de multiplicacion, se realizo el test de Tukey con un
nivel de confianza de 95%, y se confirmd estadisticamente que el tratamiento 2 (T2)
alcanzé la mayor tasa de velocidad de multiplicacion con una media de 0.3560
explantes/dia seguido del tratamiento 1 y 3 con una media de 0.3280 y 0.280
explantes/dia respectivamente. Por el contrario, los tratamientos 8 y 9 tuvieron el menor
rendimiento con una media de 0.046 y 0.040 explantes/dia respectivamente. (Tabla N°

18)

6.3.  Andlisis para la variable de coeficiente de multiplicacion (CM)

Los resultados obtenidos en la propagacion a partir de segmentos nodales muestran que,
a los 56 dias, los tratamientos con medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) al 100% de
concentracion enriquecidos con 6-BAP (T1,T2 y T3) permitieron obtener un mayor
coeficiente de multiplicacion (CM) con 2.14, 2.31y 2.17 brotes respectivamente, mientras
que en los tratamientos al 50% de concentracién de MS enriquecidos con 6-BAP (T4, T5
y T6) se obtuvieron 1.58, 1.48 y 1.48 brotes respectivamente y al 25% de concentracion
(T7, T8 y T9) con 1.50. 1.45 y 1.45 brotes respectivamente. Por consiguiente, de los 3
tratamientos de MS al 100%, la concentracion de la fitohormona 6-BAP que evidencié un
mayor rendimiento respecto al coeficiente de multiplicacién fue de 0.5 mg/L (Tratamiento
2) con 2.31 brotes/explante en total, seguido del tratamiento 1y 3 con 2.14 y 2.17 brotes
respectivamente. Mientras que los tratamientos 8 y 9 han producido el menor rendimiento

con 1.45 brotes en ambos tratamientos. (Figura N° 20)
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Estos resultados fueron obtenidos aplicando las siguientes pruebas estadisticas:

6.3.1. Prueba de normalidad

Para determinar si los datos obtenidos en la investigacion siguen una distribucién
normal se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, mismo que arrojé como
resultado una significancia mayor a 0.05 en todos los tratamientos relacionados al
coeficiente de multiplicacion, estos valores permiten que los tratamientos puedan ser

comparados mediante la prueba paramétrica de analisis de varianza. (Tabla N° 19)

6.3.2. Andlisis de Varianza (ANOVA)

La diferencia entre los tratamientos respecto al coeficiente de multiplicacion se
verificd utilizando el andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 95%,
resultando el valor de p menor a 0.05, esto afirma que existe en al menos uno de los
tratamientos diferencia entre las medias, lo que demuestra que hay asociacion entre la
variable coeficiente de multiplicacion y los tratamientos. Por otro lado, para verificar
con exactitud cual de los tratamientos tienen diferencias significativas se utilizd la

prueba post hoc test de Tukey. (Tabla N°20)
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6.3.3. Prueba de Tukey

Para identificar cuales son los tratamientos que tienen una diferencia significativa
respecto al coeficiente de multiplicacion, se realizé el test de Tukey con un nivel de
confianza de 95%, y se confirm¢ estadisticamente que el tratamiento 2 (T2) alcanzo la
mayor tasa de velocidad de multiplicacién con una media de 2.310 brotes seguido del
tratamiento 1 y 3 con una media de 2.142 y 2.170 brotes respectivamente. Por el
contrario, los tratamientos 8 y 9 tuvieron el menor rendimiento con una media de 1.446

y 1.450 explantes/dia respectivamente. (Tabla N°21)
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VIl. DISCUSION

Los resultados de la investigacion indican que utilizando la concentracion al 100 % de MS
suplementado con 0.5 mg/L de 6-BAP (Tratamiento 2) permite obtener 105 brotes en 4
subcultivos de 14 dias (56 dias) a partir de segmentos nodales, con una tasa de velocidad de
multiplicacién de 0.36 explantes/dia y un coeficiente de multiplicacion de 2.31 brotes/explante.
Este resultado es corroborado por Rodrigues et. al. 2012 que report6 el uso de segmentos
nodales en la etapa de micropropagacion in vitro utilizando el medio de cultivo MS al 100%
con 6-BAP a una concentracion de 0.5 mg/L complementandolo con otras fitohormonas como
Kinetina (Kin: 0.5 mg/L) y acido naftaleno acético (ANA: 0.05 mg/L) obteniendo un porcentaje
de multiplicacion de 3.2 brotes/explante en 4 subcultivos de 25 dias. De la misma manera,
Shanin-uz-zaman et. al. 2008 utilizé6 MS a concentracion de 100% suplementado con 0.3 mg/L
de 6-BAP y 0.05 mg/L de ANA obteniendo 3.36 brotes/explantes en 60 dias y Gehlot et. al.
2014 utilizaron 6-BAP a una concentracién de 2.0 mg/L (9 uM/L) con ANA a 0.05 mg/L (0.25
MM/L) a partir de segmentos nodales con un coeficiente de multiplicaciéon de 5.65
brotes/explante. En el presente trabajo se obtuvo un resultado menor de un coeficiente de
multiplicacién de 2.31 brotes/explante, probablemente por no combinar con otras citoquininas

como la Kinetina o incluir otro tipo de fitohormona como ANA para la induccion de raices.

Por otro lado, los tratamientos con MS al 50% (T4, T5y T6) y 25% (T7, T8 y T9) presentaron
deficiencia nutricional, como callogenesis, clorosis en hojas y necrosis, lo que es confirmado
con un bajo nimero de brotes para ambas concentraciones. Este resultado es corroborado por
Chaturvedi et. al. 2004, Quraishi et. al. 2004 y Rashmi et. al. (2004) que reportaron el uso del
medio de cultivo MS al 100% obteniendo resultados satisfactorios en todos los casos, por otro
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lado, Ramesh y Padhya 1990 utilizaron el medio de cultivo Wood and Braun (WB) al 100%
teniendo un buen rendimiento de 12 a 15 plantas por explante, debido a que el medio MS y
WB comparten gran similitud en cuanto a las concentraciones de vitaminas, por el contrario,
Houllou et. al. 2015 utilizo el medio de cultivo Driver Kuniyuki Walnut (DKW) al 100%

teniendo un rango de 30 a 58 brotes por explante, pero hasta con un 86.3% de callosidad.
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VIII.

CONCLUSIONES

En el tratamiento 2 del medio MS al 100% suplementado con con 0.5 mg/L de 6-
bencilaminopurina (6-BAP) se logr6 la formacién de 105 brotes con una tasa de
velocidad de multiplicacion de 0.36 explantes/dia y un coeficiente de multiplicacion de

2.31 brotes/explante.

En el tratamiento 4 del medio MS al 50% suplementado con con 0.1 mg/L de 6-
bencilaminopurina (6-BAP) solo se logré la formacion de 26 brotes con una tasa de
velocidad de multiplicacion de 0.08 explantes/dia, con un coeficiente de multiplicacion
de 1.56 brotes/explante. Esto explica, la exigencia de la planta neem de mayor

concentracion de nutrientes.

En el tratamiento 7 del medio MS al 25% suplementado con con 0.1 mg/L de 6-
bencilaminopurina (6-BAP) se logré la formacion de 19 brotes con una tasa de
velocidad de multiplicacion de 0.05 explantes/dia, con un coeficiente de multiplicacion

de 1.50 brotes/explante.

Se logro determinar, la planta Azadirachta indica A. Juss “neem” requiere de mayor
concentracion de macro y microelementos en los nutrientes y de una concentracion no

mayor a 0.5 mg/L de 6-BAP, para la formacion de nuevos brotes.
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RECOMENDACIONES

Nuestro pais en los ultimos afios viene impulsando la agricultura orgénica, exportacion
de los cuales ha crecido en un aproximado de US$ 484 millones (PROMPERU, 2020),
esta demanda exige el desarrollo de bioinsecticidas de origen botanico, que garanticen
la produccion limpia de plaguicidas quimicos que hacen dafio a la salud y al medio
ambiente, razén por la cual, se recomienda determinar los principios activos de
Azadirachta indica A. Juss “neem” en las plantulas producidas in vitro y escalar la

produccion del bioinsecticida en el marco de los objetivos del desarrollo sostenible.

Segun los estudios realizados en las plantas de Azadirachta indica A. Juss “neem”
sintetiza los principios activos en el fruto, esto quiere decir que se requiere de
plantaciones en grandes extensiones y de tiempo, razon por la cual se recomienda hacer
ensayos de produccion de plantas de neem en biorreactores temporalmente sumergidos

para lo obtencion de principios activos.
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XIl.  ANEXOS

11.1. Tablas

Tabla N° 2. Disefio experimental

Tratamientos

Repeticiones

Murashige y Skoog

6-BAP (mg/L)

Control

T1
T2
T3
T4
T5
T6
T7
T8
T9

5

o1 o1 o1 O1 01 O1 O1 O1 O1

100%
100%
100%
100%
50%
50%
50%
25%
25%
25%

0.1
0.5
1
0.1
0.5
1
0.1
0.5
1

Tabla N° 3. Tabla de nimero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de

multiplicacion del tratamiento 1.

Tratamiento 1: 100% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+0,1 mg/L 6BAP El NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T1R1 1 2 007 20 4 014 200 6 014 150 10 0.29 1.67
T1R2 1 3 014 300 3 000 100 7 029 233 9 014 129
T1R3 1 2 007 20 4 014 200 8 0.29 2.00 10 0.14 1.25
T1R4 1 2 007 200 4 014 200 4 0 1.00 8 0.29 2.00
T1R5 1 3 014 300 4 0.07 133 5 0.07 125 11 043 220

El: Explantes iniciales, NB: Nimero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente

de multiplicacion

Tabla N° 4. Tabla de numero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de

multiplicacién del tratamiento 2.

Tratamiento 2: 100% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+0,5 mg/L 6BAP El NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T2R1 1 1 0 1.00 4 021 400 9 036 225 13 0.29 1.44
T2 R2 1 2 0.07 200 10 0.57 500 27 121 270 40 093 1.48
T2R3 1 1 0 1.00 4 021 400 9 036 225 13 0.29 1.44
T2 R4 1 1 0 1.00 3 014 300 8 0.36 267 16 057 2.00
T2R5 1 3 014 300 7 029 233 14 050 200 23 064 1.64

El: Explantes iniciales, NB: Numero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente

de multiplicacion
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Tabla N° 5. Tabla de numero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de
multiplicacion del tratamiento 3.

Tratamiento 3: 100% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+1,0 mg/L 6BAP El NB TVIM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM

T3R1 1 1 0 100 4 021 400 12 0.57 3.00 12 0 1.00
T3 R2 1 1 0 100 3 014 300 8 036 267 15 050 1.88
T3 R3 1 3 014 3.00 11 057 367 34 164 3.09 40 043 1.18
T3 R4 1 2 007 200 5 021 250 12 050 240 12 0 1.00

T3R5 1 1 0 1.00 1 0 1.00 4 021 425 4 0 1.00

El: Explantes iniciales, NB: NUmero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacién

Tabla N° 6. Tabla de nimero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de
multiplicacion del tratamiento 4.

Tratamiento 4: 50% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+0,1 mg/L 6BAP El NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T4 R1 1 2 007 200 3 007 150 4 0.07 133 4 0 1.00
T4 R2 1 3 014 300 5 014 167 8 021 160 8 0 1.00
T4 R3 1 2 007 200 2 0 100 3 0.07 150 4 0.07 133
T4 R4 1 1 0 100 3 014 300 5 014 167 7 014 140
T4 R5 1 2 007 200 3 0.07 150 3 0 1.00 3 0 1.00

El: Explantes iniciales, NB: Nimero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacion

Tabla N° 7. Tabla de numero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de
multiplicacién del tratamiento 5.

Tratamiento 5: 50% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+0,5 mg/L 6BAP El NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T5R1 1 2 007 200 5 021 250 7 014 140 7 0 1.00
T5R2 1 1 0 1.00 2 007 200 2 0 1.00 2 0 1.00
T5R3 1 1 0 100 3 014 300 4 007 133 6 014 150
T5R4 1 1 0 100 2 007 200 3 007 150 4 0.07 133
T5 R5 1 1 0 1.00 2 007 200 2 0 1.00 2 0 1.00

El: Explantes iniciales, NB: Numero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacion

Tabla N° 8. Tabla de numero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de
multiplicacion del tratamiento 6.

Tratamiento 6: 50% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+1,0 mg/L 6BAP El NBTVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T6 R1 1 1 0 100 2 007 200 3 007 150 3 0 1.00
T6 R2 1 2 007 200 4 014 200 4 0 1.00 4 0 1.00
T6 R3 1 1 0 100 2 007 200 3 007 150 5 014 1.67
T6 R4 1 1 0 1.00 1 0 100 2 007 200 2 0 1.00
T6 RS 1 2 007 200 4 014 200 6 014 150 8 014 133
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El: Explantes iniciales, NB: Numero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacion

Tabla N° 9. Tabla de nimero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de
multiplicacion del tratamiento 7.

Tratamiento 7: 25% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+0,1 mg/L 6BAP El NB TVIM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM

T7R1 1 1 0 100 2 007 200 3 007 150 3 0 1.00
T7 R2 1 1 0 100 2 007 200 4 014 200 5 0.07 1.25
T7R3 1 3 014 3.00 3 0 1.00 3 0 1.00 4 0.07 1.33
T7 R4 1 1 0 1.00 1 0 1.00 3 0.14 3.00 3 0 1.00
T7 R5 1 1 0 100 2 007 200 3 007 150 4 0.07 1.33

El: Explantes iniciales, NB: Nimero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacion

Tabla N° 10. Tabla de nimero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacién y coeficiente de
multiplicacién del tratamiento 8.

Tratamiento 8: 25% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+0,5 mg/L 6BAP El NBTVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T8 R1 1 1 0 100 3 014 300 4 007 133 4 0 1.00
T8 R2 1 1 0 1.00 2 007 200 2 0 1.00 3 0.07 150
T8 R3 1 1 0 1.00 2 007 200 2 0 100 4 014 200
T8 R4 1 2 007 200 3 007 150 4 007 133 5 0.07 125
T8 R5 1 1 0 1.00 1 0 1.00 2 0.07 200 2 0 1.00

El: Explantes iniciales, NB: Numero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacion

Tabla N° 11. Tabla de nimero de brotes, tasa de velocidad de multiplicacion y coeficiente de
multiplicacion del tratamiento 9.

Tratamiento 9: 25% DIAO DIA 14: Ciclo 1 DIA 28: Ciclo 2 DIA 42: Ciclo 3 DIA 56: Ciclo 4

MS+1,0 mg/L 6BAP El NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM NB TVM CM
T9 R1 1 1 0 100 2 007 200 4 014 200 4 0 1.00
T9 R2 1 1 0 100 3 014 300 2 007 067 3 0.07 1.50
T9R3 1 1 0 100 3 014 3.00 3 0 1.00 4 0.07 133
T9R4 1 1 0 1.00 1 0 1.00 2 0.07 200 2 0 1.00
T9R5 1 1 0 1.00 2 007 200 2 0 1.00 3 0.07 1.50

El: Explantes iniciales, NB: Numero de brotes, TVM: Tasa de velocidad de multiplicacion, CM: Coeficiente
de multiplicacion
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Tabla N° 12. Componentes del medio Murashigue y Skoog 1962 (MS).

SALES FORMULA MS

MACROELEMENTOS mg/L
Cloruro de calcio CaCl2 + 2H20 440
Nitrato de potasio KNO3 1900
Sulfato de Magnesio heptahidratado MgSO4 370
Fosfato diacido de sodio NaH2PO4 -
Nitrato de amonio NH4NO3 1650
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 170
MICROELEMENTOS mg/L
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCI2 + 6H20 0.025
Sulfato de cobre pentahidratado CuSO3 + 5H20 0.025
Acido borico H3BO3 6.20
Yoduro de potasio Kl 0.83
Sulfato de manganeso monohidratado MnSO4 + H20 22.3
Molibdato de sodio dihidratado Na2MoO4 + 2H20 0.25
Sulfato de zinc heptahidratado ZnS04 + 7TH20 8.60
Sulfato de hierro heptahidratado 27.8
EDTA 37.3
VITAMINAS mg/L
Adenina hemisulfato -
Myo inositol 100
Tiamina 0.1
Glicina 2
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina 0.5

Tabla N° 13. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk: NUmero de brotes.

Shapiro-Wilk

Tratamientos
Mumero de brotes  TO = Control 961 5 814
T1=M5+0,1 malL GBAP 851 g 86
2=M5+05 mo/L EBAP 800 g 081
T3=M5+1,0 mag/lL GBAP .04 g 096
T4 =% MS+0,1 mgiL 6BAP 871 ] 272
TA =% MS+0,5 mgiL GBAP .84 g 329
TG =¥ MS+1,0 mg/L GBAP 843 g 685
T7 = % MS+0,1 mglL 6BAP 881 g 314
T8 =% M5+0,5 mgiL 6BAP 961 g 814
T8 =% MS+1,0 mgiL GBAP 881 ] 314
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Tabla N° 14. ANOVA de los tratamientos respecto al niUmero de brotes.

Mumera de brotes

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sia.
Entre grupos 2293.300 g 254 811 6.041 .0oo
Dentro de grupos 1687.200 40 42180
Total 3980.500 49

Tabla N° 15. Prueba de Tukey para la separacion de medias en el nimero de brotes.

HSD Tukey

Subconjunto
Tratamientos N 1 2
T8 =% MS+1,0 mgiL GBAP 5 3.20
T8 =% MS+0 5 moll 6BAP 5 3.60
T7 =% M5+0,1 mgiL GBAP & 3.80
TG =% MS5+0,5 moiL GBAP 5 4.20
TG =% MS+1,0 mg/L GEAP 5 4.40
T4 =% M5+0,1 mgiL GBAP & 5.20
T0O = Contral 5 8.60 8.60
T3 =MS+1,0 mgllL GBAP 5 16.60 16.60
T1 = MS+0,1 mgll GBAP 5 19.40
T2 = M5+0,5 maolL GBAP 5 21.00
Sig. 062 180
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Tabla N° 16. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk: Tasa de velocidad de multiplicacion.

Shapiro-Wilk

Tratamientos

Tasa de velocidad de TO = Control 953 5 758

multiplicacion T1 = MS+0,1 mg/L GBAP 841 5 168
T2 =MS5+05 magiL GEAP 804 4] 087
T3=MS+10 mgiL GEAP 812 4] 00
T4 =" MS+01 moiL GEAP B8 4] 20
TG =1 M5+0 5 mg/L GBAP 881 5 314
TG =% MS+1,0 mgiL GEAP 12 4] AT4
TV =¥ MS+0,1 moiL GEAP 833 4] 146
T8 =¥ MS+05 moiL GEARP M63 4] B26
T8 =" MS+1,0 mogiL GEAP 833 4] 146

Tabla N° 17. ANOVA de los tratamientos respecto a la tasa de velocidad de multiplicacion.

Tasa develocidad de multiplicacion

Suma de Media

cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos T27 9 081 54918 .0on
Dentro de grupos hda 40 014
Total 1.273 449
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Tabla N° 18. Prueba de Tukey para la separacion de medias en la tasa de velocidad de
multiplicacion.

HSD Tukey

Subconjunto para alfa=0.05
Tratamientos M 1 2
T8 =% MS+1,0 mg/L GEAP g 0400
T8 = M5+0,5 mo/L GEAFP 4] 0460
TV = ¥ MS+0,1 mo/L GEAFP 4] .0500
Ta =1 MS+0,5 mg/L GBAP g 0580
TG = MS+1,0 mog/L GEAFP 4] 0620
T4 == M5+0,1 mog/L GEAFP 4] 0760
TO = Control 4] 1540 1540
T3=M5+1,0 mgiL GBAP 4] 2800 2800
T1=M5+01 mgiL GEAP 4] 3280
T2=M5+05 mgiL GBAF 4] 3560
Sig. 064 1945

Tabla N° 19. Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk: Coeficiente de multiplicacion.

Shapiro-Wilk

Tratamientos

Coeficiente de TO = Contral 835 5 Rxh

multiplicacion T1 = M5+0,1 mglL GBAP 882 5 316
T2=M5+05 mgiL GBAP B25 4] 001
T3=MS5+1,0 mgiL GBAP H62 4] 825
T4 =% M5+0,1 mg/L GEAFP 830 4] 139
Ta =1 M5+05 mg/L GEAFP 835 ] 51
TG =¥ MS+1,0 mgiL GBAP 480 ] 881
TV =W MS+0,1 mg/L GEAFP 852 4] 750
TE = M5+0,5 mg/L GEAFP 827 4] ATE
T8 =" M5+1,0 mg/L GEAFP 819 4] 524




Tabla N° 20. ANOVA de los tratamientos respecto al coeficiente de multiplicacion.

Coeficiente de multiplicacion

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 53745 ] 1N 12,6487 .0oo
Dentro de grupos 1.882 40 047
Total 7257 49

Tabla N° 21. Prueba de Tukey para la separacion de medias en el coeficiente de
multiplicacion.

HSD Tukey
Subconjunto para alfa=0.05

Tratamientos M 1 2 3
T8 = M5+0,5 mg/L GEAP 1.4460

T9="14MS5+1,0 mg/L GBAP 1.4500

TG =1 M5+1,0 mg/L GEAP 1.4760

T =% M5+0,5 mg/L GEAP 1.4800

T7 =% M5+0,1 mg/L GEAP 1.4860

T4 =12M5+0,1 mag/L GBAP 1.56780

TO = Control

T1=M5+0,1 mg/L GEAP
T3=MS+1,0 mgil GBAP 24700 21700
T2=M5+0,5 mgiL GBAF 2.3100
Sig. 148 350 964

1.8400 1.8400
21420 21420

L0 T R O I % R IS I (R ) |




11.2. Figuras

Figura N° 1. Planta de neem Azadirachta indica A. Juss con frutos.

Figura N° 2. Plantulas madre de la etapa de germinacion in vitro de neem.
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Figura N° 3.

Explante de segmento nodal de 1 cm de 1 yema axilar de neem.

Figura N° 4. Propagacion clonal in vitro de neem
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Figura N° 5. Plantulas en crecimiento en cuarto de cultivo.
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Figura N° 7. Unidad experimental de ensayo de propagacion clonal in vitro de neem.

Figura N° 8. Plantula in vitro de neem a los 14 dias de la propagacion.
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Figura N° 9. Plantula in vitro de neem a los 28 dias de la propagacion.

Figura N° 10. Plantula in vitro de neem a los 42 dias de la propagacion.
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Figura N° 11. Plantula in vitro de neem a los 56 dias de la propagacion.

Figura N° 12. Plantulas in vitro de neem listas para aclimatacion.
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Figura N° 13. Extraccion de la plantula in vitro de neem para su aclimatacion

Figura N° 14. Lavado de raices de la plantula de neem para aclimatacion.
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Figura N° 15. Sembrado de plantulas neem para aclimatacion.

Figura N° 16. Camara de aclimatacion para plantulas de neem.
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Figura N° 17. Planta de neem aclimatada en invernadero.

Figura N° 18. Numero de brotes contra 9 tratamientos de 6-BAP
Numero de brotes por Tratamientos

120

Suma Numero de brotes

Tratamientos

TO: Control, T1: 100% MS+0,1 mg/L 6BAP, T2: 100% MS+0,5 mg/L 6BAP, T3: 100% MS+1,0 mg/L 6BAP, T4: 50%
MS+0,1 mg/L 6BAP, T5: 50% MS+0,5 mg/L 6BAP, T6: 50% MS+1,0 mg/L 6BAP, T7: 25% MS+0,1 mg/L 6BAP, T8:
25% MS+0,5 mg/L 6BAP, T9: 25% MS+1,0 mg/L 6BAP
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Figura N° 19. Tasa de velocidad de multiplicacién contra 9 tratamientos de 6-BAP

Tasa de velocidad de multiplicacion por Tratamientos

030

0.20

0.10

Media Tasa de velocidad de multiplicacion

000

Tratamientos

TO: Control, T1: 100% MS+0,1 mg/L 6BAP, T2: 100% MS+0,5 mg/L 6BAP, T3: 100% MS+1,0 mg/L 6BAP, T4: 50%
MS+0,1 mg/L 6BAP, T5: 50% MS+0,5 mg/L 6BAP, T6: 50% MS+1,0 mg/L 6BAP, T7: 25% MS+0,1 mg/L 6BAP, T8:
25% MS+0,5 mg/L 6BAP, T9: 25% MS+1,0 mg/L 6BAP

Figura N° 20. Coeficiente de multiplicacién contra 9 tratamientos de 6-BAP

Coeficiente de multiplicacion por Tratamientos

2.50

2.00

1.50

1.00

Media Coeficiente de multiplicacion

0.50

0.00

TO T1 T2 T3 T4 TS T6 T7 T8 T9

Tratamientos

TO: Control, T1: 100% MS+0,1 mg/L 6BAP, T2: 100% MS+0,5 mg/L 6BAP, T3: 100% MS+1,0 mg/L 6BAP, T4: 50%
MS+0,1 mg/L 6BAP, T5: 50% MS+0,5 mg/L 6BAP, T6: 50% MS+1,0 mg/L 6BAP, T7: 25% MS+0,1 mg/L 6BAP, T8:
25% MS+0,5 mg/L 6BAP, T9: 25% MS+1,0 mg/L 6BAP
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