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RESUMEN

RESUMEN

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del
Instituto de Produccion y Sanidad Vegetal de la Universidad Austral de Chile.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la factibilidad de propagar in vitro las
especies medicinales ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedron
(Aloysia tryphilla (L’ Her) Britton) y determinar el mejor medio de crecimiento para cedrén.
El objetivo especifico fue determinar la mejor combinacién de fitohormonas a utilizar en
los medios de cultivo de ruda, cedrdn y toronijil.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar para cada especie,
ordenado como experimento factorial de dos factores: la concentracion de ANA (3) y la
concentracion de BAP (3).

En los tres ensayos de micropropagacion, se evaluaron los siguientes parametros:
numero y longitud de brotes, nimero y longitud de raices, senescencia, vitrificacion,
porcentaje de callo y contaminacion.

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de varianza y prueba de
comparaciones multiples de Tukey, fijando un nivel de probabilidades del 1 y 5%. Los
datos porcentuales fueron modificados mediante la Ecuacion de Bliss (arcsen V% /100).

En el ensayo de ruda, los mejores resultados para las variables numero y longitud de
brotes se obtuvo con 1 mg/L de BAP. Para numero y longitud de raices, las mejores
combinaciones de fitohormonas se obtuvieron en los tratamientos 0,1 mg/L de ANA y 0
mg/L de BAP 0 0,2 mg/L de ANA y 0 mg/L de BAP.

Torres Schroder, Alejandra 3
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En el ensayo de toronijil, para la variable numero de brote, la mejor combinacion fue 0
mg/L de ANA y 1,0 mg/L de BAP. Para longitud de brote, la mejor respuesta fue la
combinacion 0 mg/L de ANA y 0 mg/L de BAP. Los tratamientos con 0,1 mg/L de ANAy 0
mg/L de BAP o con 0,2 mg/L de ANA y 0 mg/L de BAP fueron superiores en formacion de
raices. Para longitud de raices, la combinacion 0,1 mg/L de ANA y 0 mg/L de BAP obtuvo
los mejores resultados.

En el ensayo de cedrdn, el unico resultado obtenido fue para la variable numero de
raices, que fue mayor en explantes provenientes de apices. La contaminacién fue mayor
en explantes provenientes de brotes. No hubo diferencias significativas entre explantes
de brotes axilares o apices para las demas variables.

SUMMARY

A research was carried out at the Plant Tissue Culture Laboratory of the Institute of Plant
Production and Sanity of Universidad Austral de Chile, in order to resolve the feasibility of
propagating in vitro the medicinal species rue (Ruta graveolens L.), lemon balm (Melissa
officinalis L.) and lemon verbena (Aloysia tryphilla (L’ Her) Britton) and to find the best
growth medium for lemon verbena. The specific objetive was to determine the best
combination of plant growth regulators to be use in the culture media of the three species.

A completely randomized experimental design was used, arranged as a factorial
experiment, with two factors: NAA concentration (3) and BAP concentration (3).

In the three experiments, corresponding to micropropagation, the parameters number
and length of buds, number and length of roots, ageing, vitrification, callus porcentage and
contamination was evaluated.

Results were subjected to an analysis of variance and to Tukey ’s multiple
comparison test, with a probability level of 1 and 5%. The percentage data were
transformed by means of Bliss ’s Equation (arcsenv% /100).

In the test of rue, the best results for the variables number and length of buds was
obtained with 1 mg/L of BAP. For number and length of roots, the best combinations of
plant growth regulators were obtained in the treatments 0,1 mg/L of NAA and 0 mg/L of
BAP or 0,2 mg/L of NAA and 0 mg/L of BAP.

In the experiment with lemon balm, for the variable number of buds, the best
combination was 0 mg/L of NAA and 1,0 mg/L of BAP. For length of buds, the best
response was combination 0 mg/L of NAA and 0 mg/L of BAP. The treatments using 0,1
mg/L of NAA and 0 mg/L of BAP or 0,2 mg/L of NAA and 0 mg/L of BAP were top in
formation of roots. For length of roots, the combination 0,1 mg/L of ANA and 0 mg/L of
BAP obtained the best results.

In the experiment with lemon verbena, the only obtained result was for the variable
number of roots, which was major by using shoot apexes. The contamination was major in
explants of axillary buds. There were no significant differences between axillary shoots or
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apexes for the other variables.
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Desde la antigledad el hombre ha utilizado métodos para combatir las enfermedades. En
un comienzo se creia que las enfermedades tenian causas sobrenaturales. Como
resultado, el hombre comenz6é a aprender sobre la actividad curativa de algunas
sustancias que presentaban un valor terapéutico, principalmente de origen vegetal,
hierbas que contenian poderosos principios activos. Estos principios activos tienen la
capacidad de alterar o modificar el funcionamiento de dérganos y sistemas del cuerpo
humano. Asi, la investigacion quimica y farmacolégica ha permitido descubrir una variada
gama de plantas que presentan estos principios activos con valor medicinal.

Es sabido que las industrias farmacolégicas, cosméticas y alimenticias, han
utilizando plantas con caracteristicas aromaticas, medicinales y culinarias, dentro de las
cuales es posible nombrar a ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y
cedron (Aloysia tryphilla (L'Hér.) Britton). De esta manera, se ha generado la necesidad
de intensificar el cultivo de estas especies para proveer a aquellos que demandan estos
productos.

La flora chilena presenta especies tanto silvestres como asilvestradas (especies que
han sido introducidas desde sus respectivos lugares de origen), las que destacan por su
rigueza y diversidad. De éstas, muy pocas especies son cultivadas con algun fin
determinado. El punto inicial es, por tanto, el desarrollo de sistemas de propagacion
vegetativa.

Plantas que presentan propiedades utiles para el hombre, por contener principios
activos de valor terapéutico, son ruda, toronjil y cedrén. Una posibilidad para multiplicar
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estas especies vegetales corresponde la micropropagacion. Esta es una importante
alternativa a las técnicas de propagacién vegetativa convencionales,

ya que permite una produccidén en masa de plantas a partir de pequenas porciones
de material vegetal y con la posibilidad de obtener plantas adultas conservando las
caracteristicas genéticas de la planta madre.

Por ello, se plantea como hipotesis de este trabajo que es posible multiplicar las tres
especies por medio de técnicas de cultivo in vitro, y que la composicion de los medios de
cultivo presenta una marcada influencia en la organogénesis.

Los objetivos generales del presente trabajo son determinar la factibilidad de
propagar in vitro las especies medicinales ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa
officinalis L.) y cedrén (Aloysia tryphilla(L’'Hér.) Britton) y determinar el mejor medio basal
de crecimiento para cedron.

El objetivo especifico es determinar la mejor combinacion de fitohormonas a utilizar
en los medios de cultivo de ruda, cedron y toronijil.

Torres Schroder, Alejandra



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.Descripcidon botanica de las especies.

En los siguientes puntos se sefiala la descripcidn botanica de ruda, toronijil y cedron.

2.1.1. Ruda (Ruta graveolens L.). La Ruda pertenece a la familia de las rutaceas que
comprende 161 géneros y unas 1650 especies cosmopolitas, especialmente de
ambientes tropicales. El género Ruta incluye siete especies de arbustos muy aromaticos.
La ruda es una planta medicinal originaria de la cuenca mediterranea y usada como tal
desde tiempos antiguos. En Chile escapa de los huertos donde se cultiva y se torna
silvestre, en bordes de caminos y potreros (HOFFMANN et al., 1992).

Es un arbusto que mide desde 60 cm hasta un metro de altura, de base lefiosa y
ramas blandas, de color verde blanquecino. Sus hojas estan muy divididas en segmentos
ovalados, la cara superior es verde amarillenta y la inferior es verde azulada y contienen
abundantes aceites esenciales de olor muy caracteristico y sabor amargo. Las flores, de
ocho a diez mm de diametro estan dispuestas en cimas terminales. La corola tiene cuatro
o cinco pétalos amarillos, convexos, de borde finamente recortado, de alrededor de
medio centimetro de largo. Las hojas de la flor son concavas, dentadas en los bordes o
lisas, de color puro amarillo en el interior y amarillo verdoso exteriormente. Despide un
intenso olor nauseabundo. Floracion: agosto a noviembre. El fruto es una capsula que
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contiene semillas lisas, negras. Se cultiva en huertas y jardines, en terrenos bien
soleados y pedregosos. Se recolecta durante su floracion (HOFFMANN et al., 1992;
CUADERNOS POPULARES N° 1, 1987 y KNEIPP, 1894).

2.1.2. Toronjil (Melissa officinalis L.).Pertenece a las Labiadas (o Lamiaceas), que
son una familia amplia y cosmopolita. Agrupa 224 géneros y unas 5600 especies, de las
cuales muchas se cultivan con fines ornamentales, culinarios o medicinales, todas ellas
muy aromaticas. El género Melissa comprende tres especies, originarias de Europa
meridional y el cercano oriente (HOFFMANN et al., 1992; RENGADE, 1887).

El toronjil es una hierba perfumada propia de la Europa meridional y del Asia central,
en Chile se encuentra en cultivos y en forma silvestre. Es una hierba perenne, mide
desde 60 cm a un metro de altura. Presenta un tallo recto y bien ramificado provisto de
pelos glandulosos y con hojas poco tupidas. Sus hojas son anchas, opuestas, pecioladas,
aovadas, de base ligeramente acorazonada, de borde dentado y la lamina esta finamente
abollada. Presenta peciolos largos en las hojas superiores y cortos en las inferiores, con
sabor parecido a limén y muy aromatico. Inflorescencia en espigas de unos 20 cm de
largo, en las cuales las flores estan agrupadas cada cierto trecho. La corola es blanco
amarillenta rojiza y bilabiada, con el labio superior ancho tridentado, terminando los
dientes en punta fina espinosa, el inferior bipartido con los cortes muy estrechos y
puntiagudos (HOFFMANN et al., 1992; CUADERNOS POPULARES N° 2, 1987; KNEIPP,
1894 y RENGADE, 1887).

2.1.3. Cedron (Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton) (syn: Lippia citriodora Kunt).Es un
arbusto que pertenece a la familia Verbenaceae y es originario del Peru, sus hojas son en
forma de punta de lanza, delgadas y se ubican en los tallos de a tres, a la misma altura.
Las flores son pequefias, blancas y estan agrupadas en gran numero en ramitas
especiales; al comienzo del verano pueden entonces llegar a cubrir el arbusto. Sus hojas
despiden un aroma alimonado muy agradable (CUADERNOS POPULARES N° 7, 1987).

2.2. Composicidn quimica de ruda, toronjil y cedrén.

A continuacion se describe la composicion quimica de las especies en estudio y los
compuestos que les confieren la caracteristica de “medicinal’.

2.2.1. Principios activos. Los principios activos son compuestos derivados del
metabolismo secundario que se encuentran en las distintas partes u 6rganos de la planta
y que alteran o modifican el funcionamiento de 6rganos y sistemas del cuerpo humano,
permitiendo sostener que las plantas poseen ciertos principios activos que, a su vez,
pueden tener un valor medicinal. La investigacién quimica y farmacolégica ha permitido
descubrir una variada gama de principios activos, de los cuales, los mas importantes
desde el punto de vista medicinal, son los alcaloides, los aceites esenciales, los
glucosidos, los taninos y los mucilagos. Existen ademas, otros principios activos
relevantes, como las vitaminas, los acidos organicos, las sustancias minerales, azucares
diversos, entre otros (HOFFMANN et al., 1992).
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2.2.1.1. Principios activos de la familia de las Rutaceas.Esta familia presenta distintos
tipos de principios activos. De ellos destacan dos: un aceite esencial y un glucésido
flavonico. También posee vitamina C. De los dos derivan sus cualidades terapéuticas
mas importantes. El aceite esencial estda compuesto principalmente por dos cetonas que
constituyen cerca del 90% de él, metilheptilcetona y metilhonilcetona. En menores
concentraciones presenta pineno, cineol y limoneno (Schauemberg, 1972; Thomson,
1981; Font Quer, 1982; Valnet, 1984; citados por HOFFMANN et al., 1992).

Ademas, la familia de las Rutaceas presenta alcaloides como furanocumarinas y
furoquinolina que son de importancia toxicolégica por sus propiedades fotosintetisantes.
Después de la absorcién cutanea o por via oral, el efecto de la luz es ocasionar ciertas
lesiones a la piel (FROHNE, 1984).

2.2.1.2. Principios activos de la familia de las Labiadas.El principal componente
activo es un aceite esencial, compuesto por distintos aldehidos y alcoholes
sesquiterpénicos como citral, citronelal, geraniol y linalol. Ademas de este aceite, se
encuentran presentes en la planta una sustancia amarga, mucilago, resina y una
saponina acida. De dichos compuestos, el aceite esencial es el principal responsable de
las propiedades sedantes de esta planta. También presenta un flavonoide, en gran
cantidad (luteolina 3’ —glucuronida) (HOFFMANN et al., 1992 y HEITZ et al.,2000).

2.2.1.3. Principios activos de la familia de las Verbenaceas.La familia de las
verbenaceas presentan un aceite esencial, conocido como aceite de verbena que
presenta compuestos fendlicos, el cual contiene citral, metilheptenona, carvona,
1-limomeno, dipenteno, geraniol, borneol, terpineol, nerol, linalol, Iluteolina
(7-diglucuronida), el mayor compuesto flavonoide presente y otros constituyentes como
[B-mirceno, mircenona y a-tujona (SIMON et al., 1984; CARNAT et al., 1995; PASCUAL et
al., 2001; VALE et al.,1999 y ZYGADLO et al., 1994).

2.3. Propiedades medicinales de las especies.

En los siguientes puntos se senalan las propiedades medicinales de ruda, toronjil y
cedroén.

2.3.1. Propiedades medicinales de la ruda. La ruda es muy frecuentemente usada
para el dolor de estdmago y resfrio (mezclada con limoén). También se cree que posee
propiedades abortivas porque produce contracciones de utero, preservativa de
enfermedades contagiosas, antiespasmddica (trastornos estomacales y ayuda a la
digestion, mal aliento), en varias afecciones nerviosas graves, sudorifica, antihelmintica y
diaforética. También es utilizada para fortalecer la vista, emoliente y vulneraria, promotora
del apetito (HOFFMANN et al., 1992; CUADERNOS POPULARES N° 1, 1987; KNEIPP,
1894).

2.3.2. Propiedades medicinales del toronjil. El toronjil se usa junto a otras hierbas
medicinales para “el mal nervioso y reumatico, es decir, para la pena”. Figura entre las
plantas de mayor uso en afecciones neuropsiquiatricas y para el susto, ademas de casos
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del corazoén, fiebre, insomnio, dolores de cabeza (neuralgias), ansiedad, vértigo,
histerismo, reglas dolorosas, presenta actividad antimicrobial, contra el ardor de las
picaduras de insectos y estimula la secrecion bilial. El toronjil también tiene un importante
efecto ténico y estimulante de las funciones siquicas, de lo que deriva su nombre de
"toronjil para la pena". En forma paralela se le describe una virtud sedante sobre estados
de tension. Por esta segunda propiedad, se indica para tratar aquellos problemas del
corazén y del sistema digestivo (flatulencia, gastroenteritis). En la antigledad se usoé
mucho para la rehabilitacion de desmayos. Por ultimo, como todas las plantas que
poseen aceites esenciales, es carminativa y antiespasmoédica (HOFFMANN et al., 1992;
CUADERNOS POPULARES N° 2, 1987 y LARRONDO et al.,1995).

2.3.3. Propiedades medicinales del cedréon. Esta especie es utilizada mayormente
como tratamiento de desérdenes gastrointestinales y respiratorios. Algunas especies del
género también muestran actividades antimalarias, espasmoliticas, sedativas,
hipotensivas, antiinflamatorias, diuréticas y estomaticas (PASCUAL et al.,, 2001;
CUADERNOS POPULARES N° 7, 1987 y GUERRERA et al., 1995).

2.4.Propagacion in vitro de plantas.

La micropropagacion se relaciona con la multiplicacion de un genotipo especifico sin que
presente segregacion de caracteristicas genéticas. A menudo incluso se la relaciona con
la propagacién masal de determinadas plantas a un precio competitivo, como técnica de
intensificacion de la produccion de material vegetativo. El cultivo de tejidos vegetales in
vitro tiene una amplia gama de aplicaciones, segun el objetivo que se desee lograr, e
implica, en forma mas amplia, la utilizacién de células, tejidos u 6rganos de las mas
diversas procedencias dentro de la planta (SEEMANN, 1993).

El cultivo de tejidos esta basado en el principio de la totipotencia, en el cual, cada
célula viviente posee el potencial para reproducirse en un organismo completo. La
habilidad para regenerar por la totipotencia de la célula vegetal, ofrece una oportunidad
notable para la propagacion de muchas especies en forma rapida y a gran escala
(HARTMANN y KESTER, 1997).

2.4.1. Usos mas frecuentes del cultivo de tejidos. Actualmente se reconocen los
siguientes usos en relacion a la aplicacion de técnicas de cultivo de tejidos:

Mejoramiento genético. En la mejora vegetal el cultivo de tejidos juega un papel
determinante, ya que a través del cultivo in vitro es posible la obtencién de individuos
haploides, cuya duplicacion posterior de su numero cromosomal dara origen a diploides,
triploides, etc. Homocigoéticos. Es frecuente ademas la obtencion de mutantes que
pueden constituir una gran perspectiva en el mejoramiento. Los hibridos interespecificos
que dan como resultado embriones que abortan rapidamente, pueden lograrse por la
técnica de recuperacién. La ingenieria genética (para la obtencion de plantas
transgénicas) y la fusion de protoplastos, son también una gran ayuda para la mejora de
plantas, al igual que la seleccion por resistencia a un agente determinado.
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Obtencion de material sano (libre de virus y otros patégenos), fundamentalmente
cuando se utiliza meristema como explante.

Conservacion e intercambio de germoplasma.

Micropropagacioén. El uso mas frecuente de la técnica es el de la rapida multiplicacién
de individuos vegetales. Esta rapidez se debe, entre otros factores, a la posibilidad de
obtener un elevado numero de explantes a partir de una planta donante y a la velocidad
de regeneracion de éstos, debida al control tanto del medio, como de las condiciones
ambientales en las cuales se lleva a cabo la multiplicacion.

Estudios basicos de fisiologia, genética, bioquimica, histologia, organografia y
ciencias afines.

Bioconservacion y produccion de compuestos utiles (metabolitos). Es el caso de
fermentaciones y en ocasiones la produccion de metabolitos de uso en farmacia,
cosmetologia, distintos productos bioldgicos, etc.

Incremento de la variabilidad genética (SEEMANN, 1993; MONTOYA, 1991; ROCA y
MROGINSKI, 1991).

2.4.2. Ventajas de la micropropagacion. Las ventajas de la micropropagaciéon son
las siguientes:

- Los cultivos se inician de partes muy pequefas de las plantas (explantes) y
posteriormente se propagan los brotes. La micropropagacion implica que solamente se
necesita un espacio pequefio para mantener o multiplicar un gran numero de plantas.

Permite la produccién en masa de clones especificos. Pueden producirse clones de
muchas clases de plantas que de otra manera serian lentas y dificiles (o imposibles), por
medio de propagacién vegetativa.

- Se logra un incremento acelerado del numero de plantas derivadas de un genotipo.
Como es posible un ajuste de los factores que influyen en la propagacion vegetativa,
tales como nutrientes y niveles de reguladores de crecimiento, se consigue una tasa de
propagacién mayor que la propagacién convencional. Lo anterior, puede acelerar la
produccion de nuevas variedades (HARTMANN y KESTER, 1997; MONTOYA, 1991 y
SEEMANN, 1993).

- Hace posible la produccion de plantas libres de patdégenos. La propagacion se lleva
a cabo en condiciones asépticas, libres de patdégenos. Una vez que los cultivos se han
iniciado no se presentan pérdidas debidas a enfermedades y las plantas producidas
seran libres de bacterias y hongos y en algunos casos de virus.

- Posibilita la propagacion clonal de un grupo de padres para la produccion de semilla
hibrida.

- Permite la produccion anual de plantas. La produccion de plantas puede hacerse
durante todo el afo, pues es independiente de los cambios estacionales.

- Contribuye a Ila preservacibn de germoplasma. ElI material producido
vegetativamente puede almacenarse por largos periodos.

- Se puede multiplicar un gran numero de plantas en un espacio reducido. Se
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requiere menos espacio de invernadero para fines de propagacion y mantencion de
plantas madres.

- Permite facilidad de transporte del material propagado in vitro (HARTMANN vy
KESTER, 1997; MONTOYA, 1991 y SEEMANN, 1993).

2.4.3. Desventajas de la micropropagacién. Algunas de las desventajas que se
presentan con este sistema son las siguientes:

Son técnicas costosas, sofisticadas que requieren de personal calificado.

Presentan altos costos de produccion de produccion que resulta de procesos de alto
input.

Se requiere de adecuados sistemas de almacenaje y un sistema continuo de
distribucion para altos volumenes. Para el éxito se requieren buenas habilidades en el
manejo del material.

La contaminacién por hongos o bacterias, o la infestacion por insectos puede causar
grandes pérdidas en un corto tiempo.

La produccion y variabilidad de individuos fuera de tipo, puede causar riesgos en los
productos emergentes de la micropropagacion. Pueden producirse aumentos en los
danos de genes fundamentalmente por aberraciones (HARTMANN y KESTER, 1997 y
MONTOYA, 1991).

- Las plantas obtenidas inicialmente no son autotréficas y tienen que someterse a un
periodo transicional antes que sean capaces de crecimiento independiente.

- Aunque se puede producir gran numero de plantas su tamafio es pequefo
(HARTMANN y KESTER, 1997 y MONTOYA, 1991).

2.4.4. Preparacion del medio de cultivo. Los ingredientes del medio de cultivo
varian con el tipo de planta y estado de propagacion con que se esta trabajando. El
medio de cultivo puede realizarse con reactivos puros o comprados como medios
comerciales previamente mezclados (HARTMANN y KESTER, 1997).

Los componentes principales de un medio de cultivo son:

2.4.4.1. Sales inorganicas.Proveen los macroelementos (nitrégeno, fésforo, potasio,
calcio y magnesio) y los microelementos como son boro, cobalto, cobre, manganeso,
yodo, fierro y zinc (HARTMANN y KESTER, 1997).

2.4.4.2. Compuestos organicos. Dentro de los compuestos organicos se encuentran
los carbohidratos (sucrosa, glucosa, fructosa, maltosa y almidén han sido utilizados
ocasionalmente), las vitaminas (la tiamina (0.1 a 0.5 mg/L), el acido nicotinico (0.5 mg/L)
y la piridoxina (0.5 mg/L), el inositol (100 mg/L), el acido pantoténico (0.1 mg/L) y la
biotina (0.1 mg/L) son usualmente aplicados), los reguladores de crecimiento (en el cual
existen dos clases muy importantes para el control del desarrollo de érganos vy tejidos y
son las auxinas y las citoquininas. Las giberelinas han sido también usadas para
promover la elongacion del brote (HARTMANN y KESTER, 1997).

En el Anexo1 se observan las necesidades nutricionales y hormonales del cultivo in
vitro.
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2.4.4.3. Soportes inertes.La efectividad de un cultivo depende tanto de los
ingredientes basicos -nutrimentos, azucar y hormonas- como del agente gelatinizador.
Dentro de los soportes inertes de tipo solido es posible encontrar el agar y sus sustitutos
(como gelrite) y soportes liquidos (SZABADOS et al., 1991 y HARTMANN y KESTER,
1997).

En el Anexo 2 se observa algunos tipos de medios de cultivo y sus componentes
principales.

2.5.Aspectos generales del cultivo in vitro.

A continuacién se presentan diversos aspectos que describen las etapas del trabajo de
cultivo in vitro que son comunes para las especies en general.

2.5.1. Material vegetal base para propagar. Los cultivos in vitro pueden iniciarse
practicamente a partir de cualquier parte de la planta o explante (ORGANIZACION DE
LAS NACIONES UNIDAS PARA LA AGRICULTURA'Y LA ALIMENTACION (FAO), 1990
y HARTMANN y KESTER, 1997).

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el
establecimiento de los cultivos; en primera instancia, dicha eleccion esta determinada por
el objetivo perseguido y la especie vegetal utilizada. Es muy frecuente la utilizacién de
apices o meristemas caulinares, hojas, entrenudos, cotiledones, raices, anteras e
inclusive tejidos altamente diferenciados como los provenientes de frutos (ROCA vy
MROGINSKI, 1991).

2.5.2. Desinfeccion de tejidos vegetales. En lo relacionado con la asepsia del
material vegetal son muchos los productos utilizados para separar de las superficies
vegetales el gran numero de microorganismos, que pueden llegar a contaminar el medio
de cultivo (MONTOYA, 1991).

Para la desinfeccion del material vegetativo, se utiliza comunmente el hipoclorito de
calcio y sodio (FAO, 1990).

Algunos alcoholes etilicos e isopropilicos son también utilizados como desinfectante
de superficies y generalmente el tiempo de exposicion a éstos es menor que a los
hipocloritos (no debe utilizarse metanol). Otros productos usados frecuentemente son el
agua oxigenada (peroxido de hidrogeno), nitrato de plata, cloruro de mercurio, antibiéticos
y algunos desinfectantes en base de yodo. Durante la desinfeccion es comun adicionar a
las soluciones de los productos usados, algun producto surfactante (detergente) que
permita una mayor penetracion para la eliminacion de los microorganismos debida a la
disminucion de la tension superficial (MONTOYA, 1991).

2.6. Antecedentes del cultivo in vitro de ruda, toronjil y
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cedron.

A continuacion se senalan los antecedentes obtenidos del cultivo in vitro de las especies
mencionadas.

2.6.1. Micropropagacion de ruda. Segun JOHN et al.(1997), los protocolos para la
multiplicacién in vitro de R. graveolens L. fueron establecidos para el cultivo de
segmentos nodales e internodales, brotes y segmentos de hojas. Se utiliz6 un medio
Murashige y Skoog (MS) conteniendo 0,01 a 0,03 mg/L de acido indol acético (AlA), 3
mg/L de kinetina y 4 mg/L de benziladenina (BA o BAP) al usar como explantes
segmentos nodales e internodales. Se obtuvo una gran proliferacién de yemas axilares y
organogénesis sobre la superficie de los cortes. En el caso de la utilizaciéon de brotes, se
requirio6 de un medio MS mas 0,5 mg/L de AIA y 4 mg/L de BAP. El resultado fue la
formacion de brotes de los explantes. En el caso del uso de segmentos de hojas como
material para propagar in vitro, se utilizé un medio MS conteniendo 2 mg/L de AIA, 2 a 6
mg/L de acido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,3 mg/L de kinetina/L y 4 mg/L de sulfato
de adenina (como suplemento), obteniéndose como resultado callo organogenético. Los
brotes del callo se transfirieron a un medio con 0,8 mg/L de AIA y 8 mg/L de kinetina. El
callo derivado de peciolos llegd a ser embriogénico en el mismo medio y las plantulas
fueron recuperadas cuando se transfirieron a un medio MS con 2 mg/L de BA solamente.
Los brotes aislados fueron enraizados en un medio basal fuerte de MS y después de
cosechar, las plantulas fueron creciendo en el suelo.

Al utilizar un medio MS que contiene 1 mg/L de acido naftalén acético (ANA), 0,1
mg/L de kinetina y 1 mg/L de 2,4-D se puede obtener como resultado la formacién de
callo (RAMAWAT et al., 1987).

CASTRO et al.(1999), utilizaron un medio de cultivo 2 MS con 0,1 mg/L de BAP, y
obtuvieron como resultado plantulas mas grandes y con un mayor numero de hojas que
un medio sin BAP.

2.6.2. Micropropagacion de toronjil. Se utilizo6 como material de propagacion
hipocétilos y cotiledones de plantas madres estériles, en un medio MS con 0,1 mg/L de
2,4-D y 0,1 mg/L de BAP. Las plantulas fueron regeneradas del callo en un medio MS
suplementado con 0,1 mg/L de ANA y BAP. El numero de callos formados fue menor que
el medio suplementado con 2,4-D y BAP. La mejor formacion de callo se logré en un
medio MS mas isopenteniladenina (2iP), también citoquininas, pero solamente indujo la
regeneracion de plantulas desde callo. Se formé callo de plantas madres jovenes de una
a tres semanas después de su germinacion. Los callos mas pesados fueron obtenidos
(en orden descendente) a partir de: cotiledones, seguido por hipocétilo y raices
(MATSUBARA et al., 1996).

Multiples brotes fueron diferenciados en nudos cotiledonares de 10 dias de edad
cultivados en un medio MS mas 0 a 4 mg/L de BAP. El mayor promedio de brotes se
obtuvo con 2 mg/L de BAP con dos inoculaciones: 24 brotes axilares/explante, siete en la
primera inoculacién y 17 en la segunda. La mayor elongacion de brote se obtuvo con 0,2
mg/L de BAP, mayores concentraciones indujo la disminucién en el tamaro del brote. Un
rango de concentracion de BAP entre 0,2 y 0,5 mg/L permitié la produccién de mas brotes
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con un tamafo capaz de enraizar. Las raices desde brotes fueron inducidas en 30 dias
en un medio MS individualmente, suplementado con acido indol butirico (AIB) o ANA (0,4
mg/L). Las plantas micropropagadas fueron exitosamente transferidas al suelo
(TAVARES et al., 1996).

ABOU MANDOUR et al. (1994), utilizaron explantes de hojas y tallos de plantas y
segmentos de raices asépticos que fueron cultivados en un medio MS y Abou-Mandour
suplementado con kinetina, BAP, AIB, AIA, ANA y 2,4-D individualmente o en varias
combinaciones en concentraciones de 0,3 a 10 mg/L. La mejor induccién de callo fue en
un medio MS mas uno a dos mg/L de AIB. Aunque los explantes de hoja y tallo fueron la
mejor fuente de compacto, callos nodulados, solamente los callos generados de los
segmentos de raices se diferenciaron. Raices derivadas de raices del callo se
desarrollaron en presencia de ANA y de ellas se formaron plantulas intactas en un medio
MS con AIB (ABOU MANDOUR et al., 1994).

2.6.3. Micropropagacion de cedron. SANSBERRO y MROGINSKI (1996),
estudiaron la regeneracion de Aloysia polystachia, especie emparentada al cedron,
utilizando segmentos nodales. Las plantulas fueron obtenidas de explantes con una a tres
yemas axilares. Se cultivd asépticamente en un medio ¥4 MS semisolido y 0,5% de
sucrosa pero desprovisto de reguladores de crecimiento.Las condiciones de incubacion
fueron 2712 °C y 14 horas de fotoperiodo. Los mejores resultados fueron obtenidos de
explantes con tres yemas.

Lippia alba (Mill.) N. E. Br., que pertenece a la familia Verbenaceae, es otra especie
muy emparentada al cedron. Esta planta fue estudiada para obtener un método de
multiplicacion rapida in vitro. Los segmentos nodales fueron inducidos a formar brotes en
un medio basal MS con 2 mg/L de BAP. Estos brotes posteriormente enraizaron
facilmente al ser transferidos a un medio basal MS (GUPTA et al., 2001).
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3.1. Materiales.

Para el desarrollo de la siguiente investigacion se requirieron diversos materiales e
instalaciones, las que se mencionan a continuacion:

3.1.1. Ubicacién del ensayo. Los ensayos se realizaron en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales del Instituto de Producciéon y Sanidad Vegetal, ubicado en el
Campus Isla Teja de la Universidad Austral de Chile, en Valdivia.

3.1.2. Material vegetal. El material vegetal utilizado en los ensayos correspondié a
segmentos mononodales de tres especies vegetales con caracteristicas medicinales:
Ruda (R. graveolens L.), cedron (A. tryphilla (L'Hér.) Britton) y toronijil (M. Officinalis L.).

3.1.3. Material de laboratorio. El material utilizado en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales fue el siguiente: vasos y frascos de vidrio, probetas, pipetas, pinzas,
bisturi, camara de flujo laminar, balanzas, soluciones requeridas para la elaboracion de
los medios de cultivo, pH-metro, horno microondas, autoclave, camara de incubacion.
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3.2. Método.

El método utilizado para la realizacién de este estudio fue el siguiente:

3.2.1. Descripcién de los ensayos. Para cada especie en cuestion, se realizé un
ensayo para evaluar la mejor combinacion de dos fitohormonas, la auxina sintética acido
naftalenacético (ANA) y la citoquinina benzilaminopurina (BA; BAP), utilizando como
medio basal el de Murashige & Skoog (MS).

En el caso del cedrén, se realizaron dos ensayos, el primero estuvo basado en
determinar el mejor medio de crecimiento de los explantes sembrados:

- Medio A1: Medio MS completo + 20 g/L sacarosa + 0.1 de ANA y 1.0 de BAP +
gelrite

- Medio A2: Medio MS %2 + 20 g/L sacarosa + 0.1 de ANA 'y 1.0 de BAP + gelrite
- Medio A3: Medio MS V4 + 20 g/L sacarosa + 0.1 de ANA y 1.0 de BAP + gelrite
- Medio Aw: Medio WPM + 20 g/L sacarosa + 0.1 de ANA y 1.0 de BAP + gelrite
Cada tratamiento presenté un numero de 25 repeticiones.

El segundo ensayo determind la mejor combinacién de las fitohormonas
mencionadas anteriormente.

3.2.2. Seleccion del material vegetal. El material vegetal usado para los ensayos,
correspondié a los nudos de los tallos que contenian yemas axilares en crecimiento. Para
las tres especies en cuestion, los explantes utilizados presentaron uno a tres brotes.

En el caso de ruda y toronijil, los explantes utilizados para los ensayos se obtuvieron
de material vegetal de plantas previamente micropropagadas en medio MS con 0.1 mg/L
de ANA y 1.0 mg/L de BAP con un pH regulado a 5,7.

3.2.3. Preparacién de los medios de cultivo. Se utiliz6 un medio basal Murashige
&

Skoog (MS), incluyendo 20 g/L de sacarosa, 2 g/L de gelrite con un pH regulado a
5,8.

Se prepararon 9 tratamientos formados por la combinacién de las dos fitohormonas
anteriormente mencionadas a diferentes niveles de concentracién:

Tratamiento 1 (0 mg de ANA y 0 mg de BAP)
Tratamiento 2 (0 mg de ANA y 1.0 mg de BAP)
Tratamiento 3 (0 mg de ANA 'y 2.0 mg de BAP)
Tratamiento 4 (0.1 mg de ANA y 0 mg de BAP)
Tratamiento 5 (0.1 mg de ANA y 1.0 mg de BAP)
Tratamiento 6 (0.1 mg de ANA 'y 2.0 mg de BAP)
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Tratamiento 7 (0.2 mg de ANA y 0 mg de BAP)
Tratamiento 8 (0.2 mg de ANA y 1.0 mg de BAP)
Tratamiento 9 (0.2 mg de ANA y 2.0 mg de BAP)

3.2.4. Desinfeccion del material vegetal. En primer lugar el material fue lavado con
agua corriente mas un detergente liquido comercial (Quix). Luego, en la camara de flujo
laminar, se sumergieron los tallos con entrenudos por diez segundos en etanol al 70% vy
luego por 15 minutos en hipoclorito de sodio al 10% de producto comercial (clorinda).
Finalmente, se realizaron tres lavados con agua destilada estéril para su enjuague.

Para el cedrdn, se realizoé un pre-tratamiento de desinfeccion por una hora en que el
material vegetal fue sumergido en una mezcla de los fungicidas Captan (2,7 g/L) y
Benlate (1,8 g/L). Luego se realizé la desinfeccion usual.

3.2.5. Siembra. Luego de la desinfeccion, el material vegetal de cedron fue trozado,
donde se obtuvo explantes con una sola yema, cada uno de aproximadamente 5 x 7 mm,
donde partes dafadas, hojas y apices de los tallos fueron extraidos.

Para ruda los explantes tuvieron un tamano similar al cedron. En el caso de toronijil,
su tamano fue mayor, aproximadamente de 7 x 10 mm, mas que nada, esto dependié del
tamano de los tallos de las especies.

3.2.5.1. Siembra de toronjil. La siembra de toronjil fue realizada el dia 14 de
noviembre del 2000.

3.2.5.2. Siembra de ruda.Para el ensayo de toronijil, su siembra fue realizada el dia
22 de noviembre del 2000.

3.2.5.3. Siembra de cedrén.La siembra fue realizada el dia 1 de marzo del 2001.

3.2.6. Condiciones ambientales. Las condiciones ambientales de la camara de
incubacion fueron las siguientes:

La temperatura ambiental fue de 23 £ 1 °C
El cultivo se mantuvo con un fotoperiodo de 16 horas
La intensidad luminica fue de 2500 lux

3.2.7. Diseiio experimental. Para los ensayos de combinacién de fitohormonas se
aplicé un disefio completamente al azar, ordenado como experimento factorial de dos
factores: la concentracion de auxinas (3) y la concentracién de citoquininas (3). Cada
ensayo contd con nueve tratamientos y se utilizaron para cada tratamiento un numero de
20 repeticiones, correspondientes a un explante cada una. Los ensayos fueron separados
por especie.

3.2.8. Parametros de evaluacion. Los parametros de evaluacién fueron los
siguientes:

Contaminacion, porcentaje
Formacién de callo, porcentaje

Formacién de brotes, numero y longitud
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Formacioén de raices, numero y longitud
Vitrificacion, porcentaje
Senescencia, porcentaje

3.2.9. Fecha de evaluaciéon. Para cada ensayo, antes de comenzar con su
evaluacién, se dejo un periodo de crecimiento de aproximadamente 15 dias después de
la siembra. En el caso de ruda y toronjil, se realizaron cuatro evaluaciones en las que
habia aproximadamente una semana de diferencia entre cada una, para cedrén se
realizé solamente una evaluacion; en las que fueron medidos el numero y longitud de
brotes y raices y numero de plantas que presentaron vitrificacion, senescencia,
contaminacion y formacién de callo.

Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos hormonales en cuanto a las
variables numero y tamafio de brotes y raices y porcentaje de callo se utilizé tres niveles
de concentracion de ANA (nivel 1= 0 mg/L; nivel 2= 0.1 mg/L y nivel 3= 0.2 mg/L) y tres
niveles de concentracién de BAP (nivel 1= 0 mg/L; nivel 2= 1.0 mg/L y nivel 3= 2.0 mg/L)
para los ensayos de ruda y toronijil.

3.2.9.1. Fechas de evaluacion de ruda.Se realizaron cuatro evaluaciones en este
ensayo:

Primera evaluacion: 07 de diciembre del 2000
Segunda evaluacion: 12 de diciembre del 2000
Tercera evaluacién: 19 de diciembre del 2000
Cuarta evaluacion: 27 de diciembre del 2000

3.2.9.2. Fechas de evaluacién de toronjil.Las siguientes fueron las fechas de
evaluacion de este ensayo:

Primera evaluacion: 27 de noviembre del 2000
Segunda evaluacion: 06 de diciembre del 2000
Tercera evaluacién: 11 de diciembre del 2000
Cuarta evaluacion: 18 de diciembre del 2000

3.2.9.3. Fecha de evaluacion de cedron.La fecha de evaluacion del cedréon fue
realizada un mes después de su siembra, es decir, el dia 01 de abril del 2001.

3.2.10. Anadlisis estadistico. El andlisis estadistico utilizado fue el Analisis de
Varianza (ANDEVA) y el Test de Tukey al 1 y 5%. Los datos porcentuales fueron
modificados mediante la Ecuacién de Bliss (Arcsen V% / 100).
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE
RESULTADOS

En los siguientes puntos se presentan y discuten los resultados obtenidos en los ensayos
de micropropagacion de las tres especies con caracteristicas medicinales, ruda (Ruta
graveolens L.), toronijil (Melissa officinalis L.) y cedron (Aloysia tryphilla).

4.1.Ensayo N° 1 de Ruda (Ruta graveolens L.).

Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos hormonales para las variables nimero
y longitud de brotes y raices y porcentaje de callo se utilizé tres niveles de ANA (nivel 1=
0 mg/L; nivel 2= 0.1 mg/L y nivel 3= 0.2 mg/L) y tres niveles de BAP (nivel 1= 0 mg/L;
nivel 2= 1 mg/L y nivel 3= 2 mg/L).

4.1.1. Vitrificacion, senescencia y contaminacion. En cuanto a la senescencia y
contaminacion, no se encontraron diferencias significativas en ningun sentido, lo que se
aprecia en el Cuadro 1.

CUADRO 1. Porcentaje de senescencia y contaminacion de ruda a las cinco semanas de incubacion.
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Tratamiento (mg/lLpenescencia (%/1@09r transformadbontaminacion (i@ tyansformado
0ANA/O0BAP 0,38 0,66 0 0

0ANA/1BAP 0,50 0,79 0 0

0ANA/2BAP 0,50 0,79 0 0

0,1 ANA /0 BAP |0,27 0,55 0 0

0,1 ANA /1 BAP (0,50 0,79 0,1 0,32

0,1 ANA /2 BAP |0,41 0,69 0 0

0,2 ANA /0 BAP |0,42 0,71 0 0

0,2 ANA /1 BAP |0,31 0,59 0 0

0,2 ANA /2 BAP |0,36 0,64 0 0

Nota: Valor transformado mediante arcsen V% /100

En el caso de porcentaje de senescencia en ruda, los tratamientos fluctuaron entre
un 27 y un 50%. En cuanto al porcentaje de contaminacion, soélo se obtuvo un 10% en el
tratamiento 5 (0,1 mg/L ANA y 1 mg/L BAP), es decir, como resultado de este ensayo, se
obtuvo casi el 100% de plantas vivas.

SEEMANN (1993), establece que la contaminacion es uno de los principales
problemas en el establecimiento de cultivos in vitro como en su posterior propagacion
clonal.

CUADRO 2. Efecto principal de la concentracion de BAP (mg/L) sobre el porcentaje de vitrificacion de ruda a
las cinco semanas de incubacion.

Efecto principal Vitrificacion (%)
Valor real (%/100) Valor transformado*
Factor B (Conc. BAP mg/L)
0 0,38 b 0,66
1 0,69 a 0,98
2 0,70 a 0,99
DHS=0,01 0,08

*= Valor transformado mediante arcsen V% /100

4.1.2. Porcentaje de callo.RAMAWAT et al. (1987), establecen que en un medio MS
que contiene una concentracion considerable de auxina (1 mg/L de ANA) y una
concentracién mas bien baja de citoquinina (0.1 mg/L), se puede obtener como resultado
la formacién de callo organogénico.

En la primera medicidén aparecieron diferencias significativas debidas a ambos
tratamientos hormonales. La presencia de ANA produjo un porcentaje de callo
significativamente mayor que en su ausencia y con la dosis de esta hormona de 0.2 mg/L
fue significativamente mayor que con 0.1 mg/L. En cuanto a BAP, en ausencia de
hormona se produjo porcentajes de callo significativamente mayores.

En la segunda medicion sélo hubo diferencias atribuibles a ANA en el mismo sentido
que en la primera medicién, es decir, aquellos tratamientos que contienen ANA, en
ausencia de BAP, presentan mayor porcentaje de callo (Cuadro 3).
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CUADRO 3. Efecto principal de la concentracion de ANA y BAP (mg/L) sobre el porcentaje de callo de ruda a
las cinco semanas de incubacion.

Efecto principal Porcentaje de callo

Valor real (%/100) Valor transformado*
Factor A (Conc. ANA mg/L)
0 0,15¢ 0,40
0,1 0,64 b 0,93
0,2 0,82 a 1,13
DHS=0,01 0,18
Factor B (Conc. BAP mg/L)
0 0,67 a 0,96
1 0,44 b 0,73
2 0,50 ab 0,79
DHS=0,01 0,18

*= V/alor transformado mediante arcsen V% /100

En la tercera medicion, la Unica diferencia detectable fue que en presencia de ANA,
el porcentaje de callo fue significativamente mayor que en su ausencia.

En cuanto a la interaccion entre ANA y BAP en el porcentaje de callo, se diferencian
por sobre los demas aquellos tratamientos que presentan ANA, como es el caso del
tratamiento 4 con 0,1 mg/L y los tratamientos 7, 8 y 9 con la mayor concentracion de ANA
del ensayo.

En la Figura 1 se observa la interaccion entre las dos fitohormonas y su efecto sobre
el porcentaje de callo de ruda.
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FIGURA 1. Efecto de la interaccion entre ANA y BAP (mg/L) sobre el porcentaje de callo
de ruda a las cinco semanas de incubacion.

En la cuarta medicién, los tratamientos con ANA tuvieron un porcentaje de callo
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significativamente mayor que sin la hormona. En cuanto a BAP, la dosis de 2.0 mg/L
obtuvo un porcentaje significativamente mayor de callo que la dosis 1.0 mg/L, al ir
combinada con ANA. El mayor porcentaje de callo se produjo con 0,1 mg/L ANA 'y 0 mg/L
BAP combinados, con un 95%.

4.1.3. Numero y longitud de brotes. JOHN et al. (1997), determinaron que los
mejores explantes a utilizar en ruda para la obtencion de brotes son los segmentos
nodales. De esta manera, los resultados obtenidos indican que una mayor produccién de
brotes y de mayor longitud, se producen necesariamente en presencia de tejido
meristematico.

Para el numero de brotes, se detectaron diferencias significativas atribuibles a ambos
tratamientos hormonales en la primera medicion. Para ambas hormonas, su presencia
produjo un numero de brotes significativamente mayor que en su ausencia. No se
detectaron diferencias entre las dosis hormonales aplicadas.

Desde la segunda a la cuarta medicion no se detectd diferencias significativas
atribuibles a la presencia de ANA. En cuanto a BAP, en su presencia se produjo un
numero significativamente mayor de brotes. No se detectaron diferencias entre las dosis
utilizadas (Figura 2).
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FIGURA 2. Efecto de la concentracion de BAP (mg/L) en el numero y longitud de brotes de
ruda a las cinco semanas de incubacion.

Durante el mes de incubacién en camara de ambiente controlado, fue posible la
elongacién de los brotes. Los valores numéricos no son impresionantes, pero tomando en
cuenta el corto tiempo transcurrido se debe considerar como un desarrollo exitoso.

No se presentaron diferencias significativas en cuanto a la concentracién de ANA
para la formacién de brotes.

Durante las dos primeras mediciones no se detectaron diferencias significativas en la
longitud de brotes. Los tratamientos se comportan en forma similar.

En la tercera medicion aparecié una diferencia significativa atribuible a BAP. Al
examinarla en detalle, no hubo diferencias entre los tratamientos con y sin hormona, la
diferencia se produjo entre los niveles 2 y 3 de BAP, siendo significativamente mayor el
tamano de los brotes con el nivel 2 (de 1 mg/L de BAP).

Torres Schroder, Alejandra 27



Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia

tryphi

lla (L"Hér.) Britton)

En la cuarta medicion nuevamente aparece la diferencia atribuible a BAP. En este
caso, la presencia de esta hormona produjo brotes significativamente mayores que en su
ausencia, ademas el nivel 2 de BAP produjo brotes significativamente mayores que el
nivel 3. Los mejores resultados obtenidos en cuanto a los parametros de numero vy
longitud de brotes fueron producidos por la concentracion de BAP de 1 mg/L, con 4,1
brotes por explante y 2,23 cm por brote.

4.1.4. Namero y longitud de raices. En los casos numero y longitud de raices, no
se obtuvieron datos cuantificables en todos los tratamientos, ya que en las primeras
mediciones no se obtuvo formacién ni crecimiento de raices, porque después de la
siembra, se comenzd a formar un tejido cicatrizante que luego derivé a callo
organogénico. Después de la formacién de callo, se produjeron raices. Por esta razon, el
analisis mas completo posible fue considerando sélo dos niveles de ANA (0.1 mg/L y 0.2
mg/L) en la tercera y cuarta mediciones. Es asi que se pudo determinar que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos. Los tratamientos se comportaron de
forma similar.

En las dos mediciones analizadas, no se detectaron diferencias significativas en la
longitud de las raices atribuibles a los tratamientos hormonales.

Aunque los tratamientos se comportan en forma similar, es posible destacar dos
tratamientos que presentan un numero y longitud de raices considerablemente mayor a
los demas. Ellos son los tratamientos 4 (0,1 mg/L de ANA y 0 mg/L de BAP)y 7 (0,2 mg/L
de ANA y 0 mg/L de BAP), que presentan las mayores concentraciones de auxina. El
tratamiento 4 presentd 1,47 raices/explante y 0,37 cm/raiz y el tratamiento 7 present6 1,8
raices/explante y 0,43 cm/raiz. Estos resultados quedan claramente demostrados en el
Cuadro 4.

CUADRO 4. Numero y longitud de raices de ruda a las cinco semanas de incubacion.

Concentracion ANA/BAP N~ Raices Long. raices (cm)
(mg/L)

0/0 0,21 0,14
0N 0 0
0/2 0 0
0,1/0 1,47 0,37
0,171 0,05 0,05
0,1/2 0,05 0,04
0,2/0 1,8 0,43
0,2/1 0,2 0,08
0,2/2 0,05 0,04

A continuacion se presentan en las Figuras 3, 4 y 5, el cultivo in vitro de ruda en
camara de incubacion.
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FIGURA 4. Cultivo de Ruda con 25 dias de incubacion.
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FIGURA 5. Pantas adultas de Ruda con 40 dias de incubacion.

4.2. Ensayo N° 2 de toronjil (Melissa officinalis L.)

Para evaluar el efecto de los distintos tratamientos hormonales en cuanto a las variables
numero y tamafio de brotes y raices y porcentaje de callo se utilizé tres niveles de ANA
(nivel 1= 0 mg/L; nivel 2= 0.1 mg/L y nivel 3= 0.2 mg/L) y tres niveles de BAP (nivel 1= 0
mg/L; nivel 2= 1 mg/L y nivel 3= 2 mg/L).

4.2.1. Vitrificacién, senescencia y contaminacioén. La proporcién de vitrificacion
fue significativamente mayor en los tratamientos con ANA que en su ausencia. A
continuacioén, en la Figura 6 se aprecian los porcentajes de los parametros anteriormente
nombrados.
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FIGURA 6. Efecto de la concentracion de ANA y BAP (mg/L) en el porcentaje de
vitrificacion, senescencia y contaminacion de toronjil a las cinco semanas de incubacion.

En cuanto a la senescencia, la Unica diferencia encontrada se debié a que en el
tratamiento 8 (0.2 mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) la proporcion fue significativamente mayor
que en todos los otros.

El porcentaje de contaminacién fue significativamente menor en los tratamientos con
BAP que en su ausencia. No se presentaron plantas contaminadas en presencia de ANA.

Aunque es muy ventajoso propagar material vegetal limpio y libre de patégenos, el
material vegetal contaminado puede ser multiplicado sin que la presencia de los
contaminantes sea conocida. Es necesario entonces, llevar a cabo métodos y controles
con el fin de obtener plantas madres libres de enfermedades y seguir con una asepsia
previa al cultivo in vitro propiamente tal (GEORGE y SHERRINGTON, 1984).

4.2.2. Porcentaje de callo. ABOU MANDOUR et al. (1994), establecieron que la
mejor induccién de callo en toronjil se produce en un medio enriquecido con auxina.
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Por falta de datos cuantificables en algunos tratamientos, s6lo se pudo analizar la
tercera y la cuarta medicién (Figura 7).
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FIGURA 7. Efecto de la concentracion de ANA (mg/L) en el porcentaje de callo de toronjil

a las cinco semanas de incubacion.

En la tercera medicion, en presencia de ANA se produjo un porcentaje
significativamente mayor que en su ausencia y con la dosis 0.2 mg/L fue mayor que con
0.1 mg/L de ANA.

En la cuarta medicion no se registraron diferencias significativas debidas a las
concentraciones de ANA.

En presencia de la fitohormona ANA se produjo un mayor numero de callos que en
su ausencia, donde se destacan aquellos tratamientos que presentaron su mayor
concentracion (0,2 mg/L ANA) con el mayor porcentaje (100%). No se produjo ningun
efecto de BAP sobre el nimero de callos en toronijil. Tampoco se registré formacion de
callos en presencia de esta fitohormona.

4.2.3. Numero y longitud de brotes. En la primera mediciéon aparecen diferencias
atribuibles a ambas hormonas, pero ademas la interaccién entre ambas es altamente
significativa. Al examinar detenidamente esta situacién, se observé que la combinacién 0
mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP produjo un numero significativamente mayor de brotes que
todas las otras, no registrandose ninguna otra diferencia.

Desde la segunda a la cuarta medicién aparecieron diferencias significativas
atribuibles a ANA y BAP. La presencia de ANA determin6 un numero de brotes
significativamente menor que en su ausencia. En cuanto a BAP, en su presencia el
numero de brotes fue significativamente mayor. Para ambas hormonas, no hubo
diferencias entre las dosis de hormona aplicada.

Para la longitud de brotes, en la primera medicion aparecieron diferencias
significativas atribuibles a la presencia de ambas hormonas. En ambos casos fue
significativamente mayor que en su ausencia. En las siguientes mediciones, estas
diferencias se mantuvieron.

GEORGE y SHERRINGTON (1984), sefialan que es necesaria la presencia de las
citoquininas junto a las auxinas para la elongacién celular.
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Para la interaccion de las fitohormonas ANA y BAP a la tercera semana de
incubacion (Figura 8), se diferencian los tratamientos en los que se presenté BAP como
aquellos con un mayor numero de brotes en promedio, alcanzando hasta 4,91 brotes por
explante.
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FIGURA 8. Efecto de la interaccion entre ANA y BAP (mg/L) sobre el nimero de brotes de
toronjil a las tres semanas de incubacion.

Existen diferencias altamente significativas entre los tratamientos, donde los mejores
resultados fueron para aquellos en que presentaban la fitohormona BAP. De este modo,
el mayor efecto fue producido con la concentracidon 1 mg/L para el parametro de numero
de brotes (Cuadro 5).

CUADRO 5. Efecto principal de la concentracion de ANA y BAP (mg/L) sobre el nimero y longitud de brotes
de toronjil a las cinco semanas de incubacion.

Efecto principal \ N° de brotes ]Long. de brotes (cm)
Factor A (Conc. ANA mg/L)

0 4,18 a 3,06 ab
0,1 3,96 ab 3,51a
0,2 3,47 b 262b
DHS=0,01 0,56 0,45
Factor B (Conc. BAP mg/L)

0 2,60b 4,28 a
1 4,66 a 2,89b
2 4,35a 2,02c
DHS=0,01 0,56 0,45

En cuanto al parametro de longitud de brotes, el mayor efecto fue con 0 mg/L de
BAP. Cabe destacar que en ausencia de la fitohormona ANA se presenté un mayor
numero de brotes.

4.2.4. Numero y longitud de raices. Para el numero y longitud de raices solo fue
posible analizar la cuarta medicién, en la cual se obtuvieron datos en todos los
tratamientos. Se encontrd una diferencia significativa atribuible a BAP. Los tratamientos
sin BAP tuvieron un numero significativamente mayor de raices que los tratamientos con
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esta hormona. También la interaccion fue significativa debido a que dentro de los
tratamientos sin BAP, el tratamiento sin ANA tuvo un numero de raices significativamente

menor que los tratamientos con esta hormona.

El enraizamiento ocurre dentro de las cuatro semanas de incubacién. Sin embargo,
ésta se da en menor medida que la brotacion para el mismo periodo y en iguales

condiciones.

En el Cuadro 6 se distinguen los tratamientos 4 (0.1 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) y 7
(0.2 mg/L ANA y 0 mg/L BAP), los cuales fueron significativamente superiores en la
formacion de raices que los demas tratamientos, esta diferencia es atribuible a que en

estos dos tratamientos, los medios de cultivo estaban enriquecidos solo por auxinas.

CUADRO 6. Efecto principal de la concentracion de ANA y BAP (mg/L) sobre las variables numero y longitud

de raices de toronjil a las cinco semanas de incubacion.

Efecto principal N° de raices Long. de raices (cm)
Factor A (Conc. ANA mg/L)

0 2,24 b 0,67 b
0,1 3,48 a 1,06 a
0,2 3,62 a 1,04 a
DHS=0,5 0,72 0,34
Factor B (Conc. BAP mg/L)

0 8,4 a 2,23 a
1 0,74 b 0,41b
2 0,19 b 0,13 b
DHS=0,01 0,91 0,43

Del mismo modo, aquellos tratamientos que contenian citoquinina, en algunos casos

se obtuvo un muy bajo resultado o simplemente, no hubo formacioén de raices.

Para la variable longitud de raices, se encontré una diferencia significativa atribuible
a BAP. Los tratamientos sin BAP tuvieron raices de un tamafio mayor que los
tratamientos con esta hormona. Si bien los resultados numéricos son inferiores que para
la caracteristica numero de raices, la tendencia se repite mostrando que para los
tratamientos empleados, la mejor relacion de ANA/BAP en mg/L para el enraizamiento es
de 0,1/0. Es decir, para esta variable la concentracion de fitohormonas ANA/BAP (mg/L),
el mejor resultado lo presenta aquel medio de cultivo que sélo se enriquece de 0,1 mg/L
ANA como regulador de crecimiento. Como se explico anteriormente, esto se debe a la
capacidad rizogénica de las auxinas, como es el caso de ANA (VILLALOBOS y THORPE,

1991).

CONGER (1981), también sefala que uno de los efectos de la presencia de auxinas

es el aumento de la rizogénesis.

En el Cuadro 7 se aprecia el efecto de la interaccion entre las dos hormonas sobre el

numero de raices.

CUADRO 7. Efecto de la interaccion entre ANA y BAP (mg/L) sobre la variable nimero de raices de toronjil a

34 Torres Schroder, Alejandra



4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

las cinco semanas de incubacion.

Efecto principal N~ de raices
Interaccién ANA/BAP (mg/L)
0/0 6,18 c
0/1 0,45d
0/2 0,09d
0,1/0 9,80 a
0,1/1 0,57d
0,1/2 0,07d
0,2/0 9,23 ab
0,2/1 1,21d
0,2/2 0,41d
DHS=0,01 1,98
En las Figuras 9, 10 y 11, se aprecia el crecimiento del toronjil en camara de
incubacion.

FIGURA 9 y 10. Toronjil con 10 dias de incubacién (A) y con 25 dias de incubacién (B).
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FIGURA 11. Toronjil con 30 dias de incubacion.

4.3. Ensayo N° 3 de cedrén (Aloysia tryphilla).

Se realiz6 la siembra para el primer ensayo luego de la desinfeccidén del material el dia 30
de noviembre de 2000.

Como se obtuvo gran cantidad de material vegetal desinfectado, se procedi6é a
realizar una siembra de los explantes sobrantes en un medio MS con agar mas 0,1 mg de
ANA y 1,0 mg de BAP a pH 5,7 de segmentos de brotes mononodales y apices de
cedroén.

Se aprovechd al maximo el material, ya que se sembraron dos explantes por frasco
de medio de cultivo. Como resultado del primer ensayo de cedrdn, no se obtuvo ninguna
planta viva.

Sin embargo, solamente se obtuvo formacién de d6rganos de aquellos explantes
sobrantes sembrados en agar, ya que en el primer ensayo no se presencio crecimiento
alguno. Este material, se repicé el dia 23 de enero de 2001, obteniéndose una pequena
cantidad de plantas in vitro de cedrén. Nuevamente se repicd el material el dia 01 de
marzo de 2001 en un medio MS de agar mas 0,1 mg de ANA y 1,0 mg de BAP a pH 5,8
con un numero de 110 frascos. Cabe destacar, que en esta nueva siembra, los explantes
utilizados fueron de apices (con un numero de 40 frascos) y de segmentos mononodales
de brotes (con 70 frascos sembrados).
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Se evalud un mes después de la Ultima siembra. El analisis realizado se baso en
determinar la existencia de diferencias significativas entre explantes provenientes de
apices y brotes para las variables: nimero y tamafio de brotes y nimero y tamafo de
raices.

Muchos de los sistemas de cultivo ensayados son afectados por la naturaleza del
agente gelatinizador empleado (SZABADOS et al., 1991).

En cuanto a las variables vitrificacidon, senescencia y contaminacion (Cuadro 8),
solamente se detectd una diferencia significativa en la proporcién de contaminacion, la
que fue mayor en aquellos explantes provenientes de segmentos nodales, que presento
casi el 100% de explantes contaminados con hongos y bacterias.

CUADRO 8. Vitrificacién (% V), senescencia (% S) y contaminacién (% C) para el ensayo de cedrén en un
medio basal de 0,1 mg/L de ANA y 1 mg/L de BAP a los treinta dias de incubacion.

Tejido % Vitrificaciéon V. real. | % Senescencia V. real. | % Contaminacion V.

V. transf.* (%/100) V. transf.* (%/100) real. V. transf.” (%/100)
Apices 0,48 0,77 a 0,70 0,99 a 0,43 0,72b
Brotes 0,63 0,92 a 0,64 0,93 a 0,63 0,92 a

Nota: El % de vitrificacion y senescencia se calculan a partir de las repeticiones no
contaminadas.

*= Valor transformado mediante arcsen V% /100

Al analizar las cuatro variables principales de este ensayo, se detecté que el nimero
de raices obtenidas fue significativamente mayor para los explantes provenientes de
apices con 1,23 raices/explante, lo que significa mas del doble obtenido por explantes
provenientes de segmentos mononodales de brotes. Los resultados de este ensayo estan
representados en el Cuadro 9.

CUADRO 9. Numero y longitud de brotes y raices segun el tipo de explante de cedron a los treinta dias de

incubacion.

Tejido M. Num. Brotes |Long. Brotes| Num. RaicesLong. Raices
cultivo (ANA/BAP)

Apices 0,1/1 mg/L 2,88 a 1,49 a 1,23 a 0,64 a

Brotes 0,1/1 mg/L 2,35a 1,55a 0,52b 0,37 a

Para las demas variables, incluyendo porcentaje de callo, no se encontré diferencias
significativas entre explantes de brotes o apices.

Segun LITZ y JARRET (1991), usualmente se induce la formacién de callos a partir
de explantes en medios que contengan auxinas o0 una proporcion alta de
auxina:citoquinina.

En las Figuras 12 y 13 se aprecia el crecimientodel cedrén en camara de incubacion.

Torres Schroder, Alejandra 37



Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

FIGURA 12. Cultivo in vitro de Cedrén con 15 dias de incubacion.

FIGURA 13. Cultivo de Cedrén con 28 dias de incubacion.
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5. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y bajo las condiciones en que se llevaron a cabo
los experimentos, se puede concluir lo siguiente:

Se acepta la hipédtesis planteada del trabajo, ya que efectivamente es posible
multiplicar las tres especies por medio de las técnicas de cultivo in vitro y la composicion
de los medios de cultivo presenta una influencia en la formacién de érganos.

En lo especifico se concluye que:
Ensayo de ruda:

- Para la variable formacién de callo, la mejor respuesta se obtuvo con 0,2 mg/L de
ANA.

- La mejor formacion y longitud de brotes se obtuvo en los tratamientos con 1 mg/L
de BAP.

- Los mejores resultados para las variables numero y longitud de raices se obtuvieron
en presencia de los medios de cultivo con 0,1 y 0,2 mg/L de ANA y en ausencia de BAP.

Ensayo de toronijil:

- Se encontraron mayores respuestas de vitrificacion y contaminacion en los
tratamientos libres de BAP. Se obtuvo mayor porcentaje de senescencia con 0,2 mg/L de
ANA 'y 1 mg/L de BAP.

- Toronjil presenté una marcada respuesta en la formacién de callo con la dosis de
0,2 mg/L de ANA.
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- La dosis de 0 mg/L de ANA y 1 mg/L de BAP y ausencia de fitohormonas, destacan
en los parametros de formacion y longitud de brotes respectivamente, a las cinco
semanas de incubacion.

- El mejor enraizamiento de toronjil se obtuvo en presencia de los medios
suplementados con 0,1y 0,2 mg/L de ANA y 0 mg/L de BAP.

- Para la longitud de brotes, el medio suplementado con 0,1 mg/L de ANA y 0 mg/L
BAP obtuvo las mejores respuestas.

Ensayo de cedrén:
- La contaminacién fue mayor en explantes provenientes de segmentos nodales.

- El unico resultado obtenido para la variable numero de raices, se obtuvo en
explantes provenientes de apices.

- Se hace necesario continuar con experimentos para cedrén, ya que no se obtuvo
informacion en cuanto a los medios de cultivos que son efectivamente favorables para su
crecimiento.
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ANEXO 1. Necesidades nutricionales y hormonales de
los cultivos de 6rganos y tejidos vegetales.
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FUENTE: PIERIK (1987).

ANEXO 2. Composicion de soluciones (g/IL) utilizados
en la preparacion de medios de cultivo para
micropropagacion
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Compuesto Murashige & |Medio para |Anderson Gamborg B5
Skoog (MS) plantas (AND)

lefiosas

(WPM)
NH,NO, 165.00 40.00 40.00 _
KNO, ~ 190.00 _ 48.00 250.00
Ca(NO,4H,0) _ 55.6 ~ _
K,SO,” ° _ 99.00 _ _
MgSO), x 7H.,0 37.00 37.00 37.00 25.00
MnSO, x H,O 1.69 2.23 1.69 1.00
Znso, x TH, 0 0.86 0.86 0.86 0.20
CuSO, x 5H,,0 0.0025 0.0025 _ 0.0025
NH,SO, °~ _ _ ~ 13.4
CaCl, x2H,0 44.00 9.60 44.00 15.00
KI-°© “ 0.083 _ 0.083 0.075
CoCl, x 6H,0 0.0025 _ 0.083 0.0025
KH,PO, ~ 17.00 17.00 _ _
H,B80, 0.62 0.62 0.62 0.30
Na_MoO, x2H,O  |0.025 0.025 0.025 0.025
NaH_PO, x H,,O - _ 38.00 15.00
FeS6, x 7H, O 2.784 2.78 5.57 2.78
Na, x EDTA” 3.724 3.73 7.45 3.725
Tiamina x HCI 0.10 0.10 0.04 1.00
Acido nicotinico 0.05 0.05 _ 0.10
Piridoxina x HCI 0.05 0.05 _ 0.10
Glicina 0.20 0.20 _ _
Mio-inositol 10.00 10.00 10.00” 10.00

FUENTE: HARTMANN y KESTER (1997).

a 100 * solucién final. Usar 10 ml de cada stock de solucion para preparar 1 litro de

medio de cultivo

b Comunmente adicionado como suplemento al medio de cultivo de 85 a 255 mg/L

c Aplicacion de sulfato de adenina, 80 mg/L

ANEXO 3. Efecto principal de la concentracién de BAP
(mg/L) sobre el porcentaje de vitrificacion de ruda a
las cinco semanas de incubacion.
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ANEXO 4. Efecto de la concentracién de ANA y BAP
(mg/L) en el porcentaje de callo de ruda a las cinco
semanas de incubacion.
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PORCENTARIE DE CALLC
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ANEXO 5. Efecto de la interaccion entre ANA y BAP
(mg/L) sobre el porcentaje de callo de ruda a las cinco
semanas de incubacion.
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Efecto principal Porcentaje de callo
Valor real (%/100) Valor transformado*

Interaccion (Conc. ANA/BAP mg/L)

0/0 0,16 e 0,41
0N 0,15¢ 0,40
0/2 0,15 e 0,40
0,1/0 0,95 a 1.35
0,11 0,47 d 0,76
0,1/2 0,50 c 0,79
0,2/0 0,90 ab 1,25
0,2/1 0,70 ab 0,99
0,2/2 0,85 ab 1,17
DHS=0,01 0,39

*= Valor transformado mediante arcsen V% /100

ANEXO 6. Efecto principal de la concentracién de la
fitohormona BAP (mg/L) sobre las variables numero y
longitud de brotes de ruda a las cinco semanas de
incubacion.

Efecto principal N° de brotes Long. de brotes (cm)
Factor B (Conc. BAP mgl/L)

0 232b 1,72b

1 410 a 223 a

2 4,08 a 1,78 b

DHS=0,01 0,75 0,44

ANEXO 7. Efecto principal de la concentracién de ANA
(mg/L) sobre el porcentaje de callo de toronjil a las
cinco semanas de incubacion.
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Efecto principal

Porcentaje de callo

Valor real (%/100)

Valor transformado*

Factor A ( Conc. ANA mg/L)

0 0,33 b 0,61
0,1 0,67 ab 0,96
0,2 1,0a 1,57
DHS=0,01 0,66

*= Valor transformado mediante arcsen V% /100

ANEXO 8. Efecto principal de la concentraciéon de ANA
y BAP (mg/L) sobre el numero de brotes de toronjil a

las cinco semanas de incubacion.
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ANEXO 9. Efecto de la interaccién entre ANA y BAP
(mg/L) sobre el numero de brotes de toronjil a las
cinco semanas de incubacion.

52 Torres Schroder, Alejandra



ANEXOS

Efecto principal N° de brotes
Interaccién ANA/BAP (mg/L)

0/0 3,27b
0/1 491 a
0/2 4,36 a
0,1/0 290 b
0,11 4,64 a
0,1/2 4,33 a
0,2/0 1,62 c
0,2/1 4,43 a
0,2/2 4,35 a
DHS=0,01 0,98

ANEXO 10. Efecto principal de la concentracion de
ANA y BAP (mg/L) sobre la longitud de brotes de
toronjil a las cinco semanas de incubacion.

Torres Schroder, Alejandra 53



Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

LCHS TUD DE BEROQTES cr

a o1 L

COCOT e ON &S et

LCHEITUD DE EROTES ‘ar

o) 1 2

CHIRETERE S50 100N T HSE ] e

ANEXO 11. Efecto de la interaccion de ANA y BAP
(mg/L) sobre el numero de raices de toronjil a las
cinco semanas de incubacion.
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ANEXO 12. Efecto de la concentraciéon de ANA (0,1
mg/L) y BAP (1 mg/L) sobre el porcentaje de
vitrificacidn de apices y brotes axilares de cedrén a
los treinta dias de incubacion.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

ANEXO 13. Efecto de la concentraciéon de ANA (0,1
mg/L) y BAP (1 mg/L) sobre el porcentaje de
senescencia de apices y brotes axilares de cedrén a
los treinta dias de incubacion.
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ANEXO 14. Efecto de la concentracion de ANA (0,1
mg/L) y BAP (1 mg/L) sobre el porcentaje de
contaminacidén de apices y brotes axilares de cedrén a
los treinta dias de incubacion.
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ANEXO 15. Efecto de la concentraciéon de ANA (0,1
mg/L) y BAP (1 mg/L) sobre el numero de brotes de
explantes de apices y brotes axilares de cedrén a los
treinta dias de incubacion.
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ANEXO 16. Efecto de la concentraciéon de ANA (0,1
mg/L) y BAP ( 1 mg/L) sobre la longitud de brotes de
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

explantes de apices y brotes axilares de cedrén a los
treinta dias de incubacién.
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ANEXO 17. Efecto de la concentracién de ANA (0,1
mg/L) y BAP (1 mg/L) sobre el numero de raices de
explantes de apices y brotes axilares de cedrén a los
treinta dias de incubacion.

58 Torres Schroder, Alejandra



ANEXOS

HIIWRO N ARNT

SELD s I By |
N1 mygl AHLY 1myl NLAP

ANEXO 18. Efecto de la concentracion de ANA (0,1
mg/L) y BAP (1 mg/L) sobre la longitud de raices de
explantes de apices y brotes axilares de cedrén a los
treinta dias de incubacion.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

ANEXO 19. Vitrificacidén, senescencia y contaminacién
de ruda.

Vitrificaciéon de ruda
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda-alt.sta)
gl CM gl CM F
Efecto |Efecto Error Error cal p-level

ANA 2 0,0462 27 0,0194 12,3814 |0,1116
BAP 2 0,4307 27 0,0194 22,2030 |0,0000 |**
ANA/BAP |4 0,0140 27 0,0194 10,7236 |0,5834
Senescencia de ruda
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda-alt.sta)

gl CM gl CM F

Efecto | Efecto Error Error cal p-level
ANA 2 0,0388 27 0,0246 1,5763 |0,2252
BAP 2 0,0415 27 0,0246 1,6844 |0,2045
ANA/BAP |4 0,0317 27 0,0246 1,2858 |0,3002
Contaminacion de ruda
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda-alt.sta)

gl CM gl CM F

Efecto | Efecto Error Error cal p-level
ANA 2 0,0002 27 0,0013 |0,1621 0,8511
BAP 2 0,0002 27 0,0013 10,1613 |0,8518
ANA/BAP |4 0,0010 27 0,0013 10,8034 |0,5338

ANEXO 20. Porcentaje de callo de ruda.

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= altamente significativo
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Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 1

gl CM gl CMm F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 9,7854 |83 0,9403 10,4071 0,0001 >
BAP 2 53186 |83 0,9403 5,6565 0,0050 >
ANA/BAP |4 1,7144 |83 0,9403 1,8233 0,1321
Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 2

gl CM gl CM F
Efecto Efecto |Error Error cal p-valor

ANA 2 5,3742 |86 0,7372 7,2904 0,0012 >
BAP 2 2,0470 |86 0,7372 2,7769 0,0678
ANA/BAP |4 1,8398 |86 0,7372 2,4958 0,0517
Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 3

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto |Error Error cal p-valor
ANA 2 3,5130 |86 0,2310 15,2087 0,0000 >
BAP 2 0,4689 |86 0,2310 2,0300 0,1376
ANA/BAP |4 0,5714 |86 0,2310 24737 0,0503
Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 4

gl CM gl CMm F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 1,7445 |86 0,1040 16,7791 0,0000 >
BAP ANA/BAR 0,6060 0,48586 0,1040 0,108@285 4,683@,0042 0,0018 **

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativo

ANEXO 21. Numero de brotes de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Sumario de todos los efectos, diseno: (ruda.sta) Medicion 1

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 36,9756 |157 2,2405 16,5035 0,0000 >
BAP 2 32,2679 |157 2,2405 14,4023 0,0000 **
ANA/BAP |4 3,6885 157 2,2405 1,6463 0,1653

Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 2

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 1,2440 154 2,2877 0,5438 0,5817
BAP 2 56,7052 |154 2,2877 24,7872 0,0000 >
ANA/BAP |4 3,0410 154 2,2877 1,3293 0,2615

Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 3

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 1,6265 154 2,2161 0,7340 0,4817
BAP 2 61,5169 |154 2,2161 27,7593 0,0000 **
ANA/BAP |4 2,5593 154 2,2161 1,1549 0,3331

Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 0,9169 154 1,9863 0,4616 0,6311
BAP 2 64,0751 |154 1,9863 32,2578 0,0000 >
ANA/BAP |4 1,4710 154 1,9863 0,7405 0,5657

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativo

ANEXO 22. Longitud de brotes de ruda.
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Sumario de todos los efectos, diseno: (ruda.sta) Medicion 1

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 0,2576 157 0,3264 0,7893 0,4559
BAP 2 0,4602 157 0,3264 1,4099 0,2472
ANA/BAP |4 0,3664 157 0,3264 1,1226 0,3479
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 2

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 1,1004 154 0,4504 2,4433 0,0902
BAP 2 1,1668 154 0,4504 2,5907 0,0782
ANA/BAP |4 0,4791 154 0,4504 1,0637 0,3765
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 3

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 0,8847 154 0,5807 1,5235 0,2212
BAP 2 24772 154 0,5807 4,2656 0,0157 *
ANA/BAP |4 0,7431 154 0,5807 1,2796 0,2804
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 0,6702 154 0,6744 0,9937 0,3726
BAP 2 5,5707 154 0,6744 8,2598 0,0004 *
ANA/BAP |4 0,4087 154 0,6744 0,6059 0,6589

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativa; *Significativa

ANEXO 23. Numero de raices de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia

tryphilla (L'Hér.) Britton)

Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 3

gl CMm Gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
ANA 1 0,1736 8 10,0625 0,0173 0,8987
BAP 2 8,2237 8 10,0625 0,8173 0,4754
ANA/BAP |2 0,0365 8 10,0625 0,0036 0,9964
Sumario de todos lo efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 4

gl CMm Gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
ANA 1 0,2555 22 6,4503 0,0396 0,8441
BAP 2 4,4882 22 6,4503 0,6958 0,5093
ANA/BAP |2 0,3182 22 6,4503 0,0493 0,9520

Nota:gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

ANEXO 24. Longitud de raices de ruda.
Sumario de todos los efectos, disefio: (ruda.sta) Medicion 3

gl CMm Gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
ANA 1 0,0625 8 0,0950 0,6579 0,4408
BAP 2 0,0721 8 0,0950 0,7590 0,4991
ANA/BAP |2 0,0089 8 0,0950 0,0942 0,9111
Sumario de todos los efectos, disefo: (ruda.sta) Medicion 4

gl CMm Gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
ANA 1 0,0326 22 0,1233 0,2643 0,6123
BAP 2 0,0616 22 0,1233 0,4999 0,6133
ANA/BAP |2 0,0074 22 0,1233 0,0599 0,9420

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

ANEXO 25. Vitrificacion, senescencia y contaminacion
de toronijil.

64 ‘ Torres Schroder, Alejandra



ANEXOS

Vitrificacion de toronijil

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 4

gl CM gl CMm F

Efecto |Efecto |Error |Error cal p-valor
ANA 2 0,2787 |27 0,0166 16,8292 |0,0000 >
BAP 2 0,0218 |27 0,0166 1,3175 10,2845
ANA/BAP |4 0,0578 |27 0,0166 3,4920 |0,0201 *

Senescencia de toronijil

Sumario de todos los efectos, disefio:

(toronjil.sta) Medicion 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto |Error |Error cal p-valor
ANA 2 0,1103 |27 0,0067 16,4095 |0,0000 >
BAP 2 0,0271 |27 0,0067 4,0293 |0,0294 *
ANA/BAP |4 0,0781 |27 0,0067 11,6143 |0,0000 *

Contaminacién de toronijil

Sumario de todos los efectos, diseno: (toronjil.sta) Medicién 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error |Error cal p-valor
ANA 2 0,0081 27 0,0072 |1,1160 |0,3422
BAP 2 0,0326 27 0,0072 |4,5115 |0,0204 *
ANA/BAP |4 0,0097 27 0,0072 |1,3403 0,2806

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativo; *= Significativo

ANEXO 26. Porcentaje de callo de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 3

gl CM gl CMm F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 7,5648 64 1,4177 |5,3362 |0,0072 >
BAP 1 0,5801 64 1,4177 |0,4092 |0,5246
ANA/BAP 2 0,0270 64 1,4177 |0,0191 |0,9811

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 4

gl CM gl CMm F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 2,8295 66 1,0321 [2,7416 |0,0718
BAP 1 0,6477 66 1,0321 |0,6276 |0,4311
ANA/BAP 2 0,0654 66 1,0321 |0,0634 |0,9386

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativa

ANEXO 27. Numero de brotes de toronijil.
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Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 1

Gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 2,8680 142 0,7443 |3,8532 0,0235 *
BAP 2 6,1442 142 0,7443 |8,2549 0,0004 >
ANA/BAP |4 3,1025 142 0,7443 |4,1682 0,0032 *

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 2

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 6,6960 114 1,2860 |5,2067 0,0069 >
BAP 2 19,4797 (114 1,2860 |15,1472 0,0000 >
ANA/BAP |4 0,1374 114 1,2860 |0,1069 0,9799

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 3

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 4,0799 114 1,2736 |3,2035 0,0443 *
BAP 2 50,1930 |114 1,2736 [39,4116 |0,0000 **
ANA/BAP |4 1,4974 114 1,2736 |1,1758 0,3253

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-valor
ANA 2 7,1098 114 1,0840 |6,5588 0,0020 >
BAP 2 57,8984 [114 1,0840 |53,4110 |0,0000 >
ANA/BAP |4 1,7615 114 1,0840 11,6250 0,1728

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios
**= Altamente significativo

*= Significativo

ANEXO 28. Longitud de brotes de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 1

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-level
ANA 2 0,3667 142 0,0680 |5,3950 0,0055 >
BAP 2 0,6099 142 0,0680 |8,9733 0,0002 >
ANA/BAP |4 0,0929 142 0,0680 |1,3661 0,2487

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 2

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-level
ANA 2 1,8646 114 0,3752 [4,9689 0,0085 >
BAP 2 4,7404 114 0,3752 [12,6330 |0,0000 >
ANA/BAP |4 0,1984 114 0,3752 |0,5288 0,7147

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 3

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-level
ANA 2 3,6410 114 0,6958 |5,2328 0,0067 | **
BAP 2 12,5673 114 0,6958 18,0614 |0,0000 | **
ANA/BAP |4 0,8824 114 0,6958 11,2682 |0,2867

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error Error cal p-level
ANA 2 4,4044 114 1,1296 [3,8990 |0,0230 |~
BAP 2 35,2312 114 1,1296 |31,1882 |0,0000 |**
ANA/BAP |4 1,3271 114 1,1296 |[1,1748 |0,3257

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios
**= altamente significativo

*= significativo

ANEXO 29. Numero de raices de toronijil.

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicién 4

gl CM gl CM F

Efecto |Efecto Error |Error cal p-valor
ANA 2 0,8884 53 2,7218 0,3264 0,7230
BAP 2 212,8684 |53 2,7218 78,2073 10,0000 >
ANA/BAP |4 14,2450 |53 2,7218 5,2336 0,0013 >
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Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativo

ANEXO 30. Longitud de raices de toronijil.

Sumario de todos los efectos, disefio: (toronjil.sta) Medicion 4

gl CM gl CM F

Efecto Efecto |Error |Error cal p-valor
ANA 2 0,4828 |53 0,5996 0,8053 0,4524
BAP 2 7,0654 |53 0,5996 11,7838 0,0001 **
ANA/BAP |4 0,3880 (53 0,5996 0,6471 0,6314

**= Altamente significativo

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

ANEXO 31. Numero de brotes de cedron.

Sumario de todos los efectos, diseno: (cedrén.sta)

gl CM Gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
1 1 2,6256 102 1,2548 2,0925 0,1511

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

ANEXO 32. Longitud de brotes de cedroén.
Sumario de todos los efectos, diseno: (cedrén.sta)

gl CM gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
1 1 0,6002 102 1,4864 0,4038 0,5265

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

Torres Schroder, Alejandra
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

ANEXO 33. Numero de raices de cedron.

Sumario de todos los efectos, disefio: (cedrén.sta)
gl CM gl CM F
Efecto Efecto Error Error cal p-valor
1 1 15,3064 |44 1,2534 12,2118 |0,0011 **

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

**= Altamente significativo

ANEXO 34. Longitud de raices de cedroén.

Sumario de todos los efectos, disefio: (cedron.sta)

gl CM gl CM F

Efecto Efecto Error Error cal p-valor
1 1 1,5282 44 0,3969 3,8502 0,0561

Nota: gl= Grados de libertad; CM= Cuadrados medios

ANEXO 35. Vitrificacion, senescencia y contaminacion
de cedrén.

Apice-brote n, [N, |p, n, P, Pin z p_
vitrificacion 19 |40 |0,4750 |44 |70 |076286 |0,5727 |-1,5663 01173
senescencia 28 |40 [0,7000 [45 |70 10,6429 |0,6636 |0,6102 |0,5417
contaminacion |17 |40 |0,4250 |44 |70 |0,6286 |0,5545 |-2,0665 |0,0388 |*

Nota: *= Diferencia significativa

ANEXO 36. Medicion de los parametros numero y
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longitud de brotes y raices para el tratamiento 1 (0

mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de ruda.

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1

2 1 0.7 1 1.1 1 1.2 1 1.4

3 2 06 |4 1.3 4 1.8 4 2.2

4 2 1.1 2 1.7 2 24 3 29

5 2 0.7 |2 1.7 2 2.0 2 2.7

6 1 1.1 6 14 6 1.8 6 2.5

7 1 1.7 1 25 2 2.8 6 3.2

8 1 0.2 1 0.3 1 0.4 1 0.5

9 1 0.9 1 1.1 1 1.2 1 1.3

10

11 1 0.5 1 0.6 1 0.6 1 0.7

12 1 0.7 1 1.1 1 1.4 1 1.6

13 1 0.1

14 1 1.5 1 1.8 1 2.3 1 2.7

15 1 0.6 1 1.0 1 1.1 1 1.2

16 1 0.9 1 1.3 1 1.7 1 1.8 3 0.5 3 0.7 3

17

18 1 1.8 |3 2.1 3 2.3 3 2.6

19 1 0.7 |6 1.2 7 1.5 7 1.7

20 1 1.7 1 2.0 1 2.4 1 2.6

ANEXO 37. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacidén, senescencia y contaminacién para el
tratamiento 1 (0 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 O
2 0 0 0 0
3 | [ 0 U [ | U |
4 [l [l l |
5 a O 0 O
6 O
7 | [ 0 0
8 0 0 l 0 l 0
9 U [ [ U [ il H U [
10 | | U |
11 0 0 O 0
12 U [ [ U [
13 [l [ U [l
14
15 O
16 | [ 0 U
17 [l [l 0 [l
18 [ l | [
19 [ U [
20

ANEXO 38. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 2 (0
mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de ruda.
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Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1

2

3 2 1.1 6 1.7 6 2.5 6 3.0

4 1 1.0 |6 1.6 7 2.0 7 23

5 1 1.1 6 2.3 6 3.6 6 3.9

6 1 1.0 |3 1.7 3 1.9 3 2.2

7 1 2.1 2 23 2 3.1 2 3.6

8 1 09 |6 1.3 6 1.8 6 2.1

9 1 04 |7 0.6 8 0.7 8 0.8

10 2 1.3 |7 2.1 7 25 8 3.1

11

12 5 04 |7 0.7 8 1.2 8 1.9

13 4 1.8 |6 24 8 2.8 9 3.2

14

15 6 0.7 |8 0.8 8 1.2 8 2.6

16 3 23 |6 2.8 7 3.2 9 3.5

17 2 1.3 |6 1.9 6 2.7 6 2.9

18 1 1.7 1 2.7 1 2.9 6 3.2

19 7 09 |6 14 6 1.9 7 24

20 3 20 |8 26 8 2.8 8 3.1

ANEXO 39. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el

tratamiento 2 (0 mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia

tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia (
7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |

1 [ l

2 O 0

3 [ [

4 [l [l [l

5 O O 0 0

6 | [ [ |

7 | [ [

8 O a \ 0 0

9 | [ [ [

10 a

11 O 0

12 U [ [ U | [ [

13 U U [l U [

14 O 0

15 O 0

16 O 0

17 [l [l

18 a

19 O 0

20 O

ANEXO 40. Medicién de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 3 (0
mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de ruda.
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ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 1 0.7 1 0.9 1 1.1 5 1.6

2 1 08 |6 1.1 6 1.7 7 1.9

3 5 0.7 |6 0.9 6 1.2 8 1.2

4 1 0.8 1 0.9 1 1.1 1 1.4

5 1 0.4 1 1.1 1 1.3 1 2.0

6 1 08 |7 0.9 7 1.2 8 1.4

7 1 20 |7 2.6 8 2.7 8 2.8

8 4 1.0 |6 1.3 7 1.6 9 2.3

9 3 08 |6 1.0 9 1.2 11 1.7

10 1 0.9 1 1.6 1 2.2 1 23

11 6 09 |6 1.3 7 1.6 10 1.9

12

13 6 03 |6 0.6 7 1.0 9 1.2

14 1 04 |2 0.6 2 1.1 2 1.4

15 1 05 |3 0.8 5 1.1 8 1.5

16 5 16 |6 1.9 6 23 12 27

17 1 1.8 |2 2.1 2 2.2 4 2.7

18 1 0.3 1 0.6 1 0.7 4 0.8

19 1 1.3 |3 1.7 6 23 8 2.7

20 2 1.5 |7 1.8 7 2.3 8 2.7

ANEXO 41. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el

tratamiento 3 (0 mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 0 | [ 0 [ 0 0 [ l 0 |
2 0 0 0 O 0 0 0
3 [ | U |
4 [l [l l | [l
5 O O a O 0 0
6 [ [ U | [ 0 0 U
7 | [ 0 0
8 \ 0 0 l O 0 0
9 [ il H [ [ [
10 U 0 0 |
11 0 0 O 0 O 0 O
12 [ [ U [
13 [ l | [l
14 0 0 O O 0 0 O
15 [ ] H [
16 [ [ U [ 0 U U
17
18 O
19 ] [ l | [
20 [ 0 0

ANEXO 42. Medicién de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 4 (0.1
mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de ruda.

76 Torres Schroder, Alejandra



ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°
1 1 1.2
2 1 1.8 1 2.2 1 2.3 1 24 4 0.6 7
3 1 14 |2 1.8 2 20 2 26
4 2 03 |2 0.4 2 0.5 2 0.7
5 1 0.4 1 0.6 1 0.8 1 1.1
6 1 1.3 1 1.5 1 25 2 2.8
7 6 0.7 |6 1.1 7 1.4 9 1.6
8 1 1.8 1 2.2 1 2.6 1 3.3
9 1 0.2 1 0.2 1 0.3 1 0.3
10 7 0.7 |7 1.2 8 1.7 9 1.9
11 6 0.7 |8 1.0 10 1.2 11 1.6
12 6 03 |9 0.5 12 0.7 12 1.0
13 2 04 |2 0.9 2 1.1 2 1.4 1 0.2 1
14 1 1.5 1 1.9 1 2.1 1 2.2
15 6 04 |7 0.8 9 1.4 10 1.8
16 6 03 |7 0.9 8 1.2 10 1.3
17 1 1.2 1 2.1 1 2.3 1 2.8
18 2 1.7 |2 2.3 2 2.6 2 29
19 2 06 |2 1.2 2 1.7 2 1.8 2 0.4 2
20 1 0.7 1 1.0 3 1.1 3 1.3

ANEXO 43. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el

tratamiento 4 (0.1 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 U [
2 0 0 0 0 0 0 0
3 U | [ U | U |
4 O [l [l 0 [l [l 0 [l
5 0 O 0 O
6 U [ [ U [ | U |
7 O [ | 0 [ 0 0 0 |
8 0 O a l O 0 l
9 U [ [ U
10 | U U U | [ 0 0
11 0 O 0 O
12 U [ [ U | [ 0 |
13 0 [l [l U
14 0 O 0 0
15 U [ [l U [ [ ] H
16 U [ [ U U |
17 O [l [l 0
18 U [ [l U [ l | U [
19 U [ [l U ] [ l |
20 | [ 0 0

ANEXO 44. Medicién de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 5 (0.1
mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de ruda.
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ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 1 0.9

2

3 6 1.3 |7 1.8 9 1.9 11 22 1 0.2 1

4 4 02 |4 0.3 4 0.7 4 0.9

5 2 08 |4 1.9 5 2.6 6 2.9

6 1 0.2 1 0.3 1 0.4 1 0.5

7 1 2.1 1 29 1 3.6 1 3.2

8 2 1.7 |2 1.9 3 2.7 5 3.5

9 2 1.8 |2 2.1 2 2.6 6 2.9

10 7 03 |7 0.9 8 2.0 9 3.1

11 2 04 |2 0.5 2 0.5 2 0.8

12 7 03 |8 0.6 9 0.8 10 1.1

13 1 0.1 1 0.1 1 0.1 1 0.3

14 1 1.1 6 1.3 7 1.7 7 2.1

15 6 04 |7 0.7 7 1.6 9 23

16 1 1.3 |7 1.6 8 25 12 28

17 8 19 |9 2.5 11 2.9 13 3.2

18 7 1.5 |9 1.7 13 2.0 14 2.7

19 4 22 |6 29 7 3.8 7 4.2

20 1 1.5 |6 1.6 6 2.0 7 2.8

ANEXO 45. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 5 (0.1 mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 O
2 0 O 0 0 0
3 | [ U 0 [ | U |
4 0 [l [l 0 [l |
5 O 0 0
6 [ 0 0 [ | U |
7 0 [ l 0 |
8 l O a l 0 l
9 U [ [ U [
10 [ U | U [ 0
11 0 O 0 O 0 O
12 | [ | [
13 U [l [ U [l
14 a O 0 0 0 0
15 [ [ ] H [ U [l
16 | [ U |
17 0 [l [l 0 [l [l il | [l [l 0 [l
18 [ [l U | [ |
19 U [ [l U ] [ | [
20 | [ 0

ANEXO 46. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 6 (0.1
mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de ruda.
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ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 6 1.3 |6 1.7 7 2.0 9 2.3

2 6 05 |6 0.8 7 0.9 9 1.0

3 6 05 |7 0.9 7 1.1 8 1.4

4 2 05 |2 0.7 2 1.4 8 2.0

5 4 08 |5 1.1 6 2.1 11 2.3

6 2 2.1 4 23 6 2.7 11 2.8

7 5 04 |5 0.6 6 1.1 13 1.8 1 0.2 1

8 6 19 |6 24 7 2.8 7 3.1

9 3 22 |3 24 3 2.8 3 29

10 3 12 |5 1.6 7 1.9 8 2.2

11 1 02 |2 0.3 2 0.5 2 0.7

12 6 09 |6 1.4 8 24 10 2.6

13 1 0.2 1 0.2 1 0.2 1 0.3

14 7 1.4 |7 1.5 8 2.0 8 2.2

15 7 08 |7 1.1 9 1.9 12 2.5

16

17 2 1.3 |2 1.3 2 1.9 5 2.1

18 6 19 |6 2.1 6 24 6 2.5

19 5 12 |6 14 8 1.6 8 1.8

20 6 16 |7 1.7 8 2.0 8 2.2

ANEXO 47. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 6 (0.1 mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 [ l 0 |
2 0 0 0 0 0
3 | [ 0 U
4 [l [l l |
5 O O a O O 0 0 0
6 U [ [ U | [ 0 0
7 O [ | 0 [ 0 0 [ l 0 |
8 0 O a l \ 0 0 l 0 l 0
9 U [ [ U |
10 | U U U |
11 0 O 0 O O 0 0 O
12 | [ 0 | [
13 0 U U N [l [ U [l
14 0 O 0 0
15 [ [ ] H
16 | l U |
17 O [l [l 0 [l [l il | [l
18 U [ [l U [ l | U [
19 ] [ l |
20 0 | [ 0 0

ANEXO 48. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 7 (0.2
mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de ruda.
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ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°
1
2 4 08 |4 0.9 4 1.1 5 1.3
3 1 1.6 1 2.1 1 3.2 1 3.5
4 1 0.1 1 0.1 1 0.1 1 0.1 1 0.1 1
5 1 0.7 1 1.5 1 1.8 1 1.9 2 0.6 2
6 6 0.7 |7 0.7 9 1.1 11 1.2
7 3 03 |3 0.3 3 0.4 3 0.5
8 5 1.8 |7 2.3 10 2.8 11 3.1 2 0.2 5
9 4 06 |4 0.7 4 0.9 4 1.1 3 0.8 10
10 2 03 |2 0.5 2 0.7 2 0.8 3 0.2 3
11 1 1.0 1 1.5 1 2.2 1 24
12 3 1.5 |3 2.8 3 3.1 5 3.4
13 1 1.3 1 1.7 1 24 1 29
14 2 03 |2 0.6 2 0.9 2 1.0
15
16 3 04 |3 0.6 3 0.9 3 1.1 1 0.1 1
17 1 1.1 1 1.4 1 1.6 1 1.8
18 1 1.5 1 1.7 1 2.3 1 24
19 1 1.7 1 1.9 1 20 5 21
20 2 2.1 2 25 2 29 2 3.0

ANEXO 49. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el

tratamiento 7 (0.2 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 [ l 0 |
2 0 0 0 0 0 0 0
3 U | [ U | [ 0 U
4 O [l [l 0
5 0 O a a 0
6 U [ [ U [ 0 0 [ | U |
7 O [ | 0 [ l 0 |
8 0 O a l O 0
9 U [ [ U [ [ U [
10 | U U N | | U |
11 0 O 0 O 0 0 O 0
12 U [ [ U [ 0 |
13 0 [l [l U
14 0 O 0 0 O 0 0 O
15 [ [ U [l
16 U [ [ U
17 O [l [l 0
18 U [ [l U U [
19 U [ [l U
20 0 0 [ 0 |

ANEXO 50. Mediciéon de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 8 (0.2
mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de ruda.
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ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 2 02 |2 0.4 2 1.1 3 1.4

2 6 0.7 |6 1.2 7 1.4 8 2.6

3 5 0.7 |6 0.9 7 1.4 9 2.0

4 2 06 |2 0.7 2 1.3 5 1.8 1 0.4 1
5 2 1.1 2 1.3 5 2.3 8 2.7 1 0.8 2
6 5 09 |6 1.1 7 1.6 10 23

7 5 22 |7 23 9 2.6 12 3.1

8 6 09 |7 1.0 8 1.4 9 2.5

9 4 16 |5 1.9 6 2.2 7 3.6

10 5 0.7 |6 0.9 9 1.6 13 1.9

11 3 03 |3 0.4 3 0.8 3 1.1

12 6 1.3 |7 1.4 8 2.0 11 3.5

13 6 03 |7 0.5 8 1.3 10 1.9

14 5 05 |6 1.9 8 2.6 11 3.2

15 4 1.2 |4 1.6 5 1.9 6 23

16 6 03 |7 0.8 9 1.1 9 1.6

17 5 1.4 |7 1.7 10 2.2 11 2.7

18 3 16 |4 2.6 6 2.8 7 3.2

19 2 08 |2 1.1 2 1.2 2 1.4

20 5 08 |6 1.2 9 1.5 11 1.6

ANEXO 51. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 8 (0.2 mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia

tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia (
7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |

1 | [ 0 0 [ l 0 |

2 O 0 0 0

3 | [ U |

4 [l [l l |

5 O O a O 0 0

6 U [ [ U

7 O [ | 0

8 0 O a l 0 0 0

9 U [ [ U | [ il H [

10 0 [ 0 0 |

11 0 O 0 O

12 U [ [ U | [ 0 |

13 0 U U U | l | [ U [l

14 0 O 0 0 0 0 O

15 U [ [l U [ ] H U [l

16 U [ [ U [ 0 U

17 O [l [l 0 [l [l il |

18 U [ [l U | [ l | [ U [

19 U [ [l U ] [ l |

20 0 [ [ 0

ANEXO 52. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 9 (0.2
mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de ruda.
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ANEXOS

Explante |Brotes Raices
7 Dic. 2000 |12 Dic. 2000 |19 Dic. 2000 |27 Dic.2000 7 Dic. 2000 12 Dic. 2000 |19
N° Long. [N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 3 0.2 |3 0.4 3 0.9 5 1.1

2 6 1.3 |7 1.5 8 1.8 8 2.0

3 3 05 |3 0.7 6 1.1 7 1.7

4 6 1.1 6 1.7 9 2.1 11 26 1

5 1 0.6 1 0.8 2 0.9 2 1.4

6 5 05 |5 0.8 6 1.7 7 2.5

7 5 06 |6 0.8 7 1.1 7 1.4

8

9 6 0.2 |6 0.4 7 0.6 0.9

10 5 1.1 6 1.2 8 1.7 10 2.0

11 5 04 |6 0.7 9 0.8 9 1.5

12 1 0.7 1 0.8 1 0.9 1 1.0

13 7 1.7 |7 1.8 7 20 8 2.2

14 6 1.3 |8 1.6 9 2.4 13 2.7

15 3 09 |3 1.0 3 1.1 1.3

16

17 5 04 |6 0.6 6 1.5 8 2.3

18 6 04 |7 0.8 8 1.2 8 1.6

19 6 15 |7 2.0 9 22 11 24

20 6 03 |[8 0.6 11 0.9 12 1.2

ANEXO 53. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 9 (0.2 mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de ruda.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. |Callo Vitrificacion Senescencia

7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |7 Dic |12 Dic |19 Dic |27 Dic |
1 U | [ 0 | [ 0 0
2 0 0 0 0 0 O 0 0 0
3 U | [ U | [ 0 U | U |
4 O [l [l 0 [l [l l |
5 0 O a a O 0 0 0 0
6 U [ [ U | [ 0 0
7 O [ | 0 0 0 [ l 0 |
8 O a l 0
9 U [ [ U | [ il H
10 | U U U | [ 0 0
11 0
12 U [ [ U | [
13 0 U U U | [ l |
14 0 O 0 0 0 0 0 O 0 0 O
15 U [ [l U [
16 | l U |
17 O [l [l 0 [l [l il |
18 U [ [l U | [ l |
19 U [ [l U ] [ l |
20 0 0 0 0 | [ 0 0 0 |

ANEXO 54. Medicién de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 1 (0
mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°
1 1 1.2 2 0.9
2 2 1.4
3 2 0.9
4 2 1.2
5 2 1.0
6 1 0.4 1 1.1 1 1.7 1 2.8 2 1.2 3 3.6 3
7 1 0.1 2 0.2 3 0.4 3 0.5
8 1 0.6 1 1.5 3 24 3 4.8 7
9 2 0.9 2 2.2 2 3.3 2 4.9 3
10 1 0.4 1 0.8 1 1.4 1 26 2 25 3
11 2 0.6 4 1.8 4 2.6 4 4.0 2 1.3 7
12 2 0.5 3 1.6 3 1.8 6 4.1 2
13 2 1.2 3 29 3 5.1 5 5.4 3 1.3 12 1.8 10
14 1 0.7 4 1.1 4 24 4 4.7 1 0.8 4
15 2 1.3 2 3.0 3 4.5 5 5.7 2
16 1 0.9 3 26 3 4.4 3 5.8 2
17*
18*
19*
20"

* Explantes se retiraron antes de su primera mediciéon por encontrarse contaminadas

con hongo y/o bacteria.

ANEXO 55. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 1 (0 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:
1 O
2 0
3 0
4 0
5 0
6 H |
7 0 | | l [ l
8 \ O 0 0
9 ] [ [
10 U | | | |
11 O O 0 0
12 0 [ [ [ [
13 U [ [l [ [
14 0 0 0 0 0
15 ] [ [ [
16 0 | | l
17
18
19
20

ANEXO 56. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 2 (0
mg/L ANA y 0.1 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 4 0.7

2 1 0.4

3 8 0.7

4 4 0.8

5 1 0.3 2 1.2 2 1.7 4 2.6

6 3 0.8 4 2.2 5 24 6 3.5

7 5 0.8 5 1.2 6 2.1 7 24

8 2 0.8 4 1.1 4 2.1 5 2.8

9 4 0.8 4 1.2 6 2.2 6 29

10 4 0.7 5 1.3 7 2.2 8 3.4

11 2 0.8 2 1.9 3 2.3 5 3.1

12 3 0.6 4 1.3 4 1.4 6 2.6

13 2 0.9 2 1.1 5 3.3 6 4.0

14 2 0.9 3 1.8 4 2.2 6 3.3

15 4 0.7 2 1.2 6 2.2 7 3.2

16 1 0.8 2 1.9 5 3.4 8 3.6

17 2 0.9 3 1.5 3 1.6 7 2.0

18*

19*

20"

* Explantes se retiraron antes de su primera mediciéon por encontrarse contaminadas
con hongo y/o bacteria.

ANEXO 57. Medicién de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 2 (0 mg/L ANA y 0.1 mg/L BAP) de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia

tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia (
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:

1 0 [

2 0 0 {

3 0 [

4 [

5 a O O O 0 0 0

6 U | H |

7 0 | | l

8 \ O 0 0

9 U ] [ [

10 0 | | |

11 0 0 O O 0 0

12 0 [ [ [

13 U U 0 [ [l [

14 0 0 0 0 0

15 ] [ [ [

16 [ [ 0 | | l U 0

17 0 [l [l [l

18

19

20

ANEXO 58. Medicion de los parametros numero y

longitud de brotes y raices para el tratamiento 3 (0

mg/L ANA y 0.2 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 3 0.8

2 2 0.8

3 2 0.5

4 1 0.6 4 1.3 6 1.8 8 21

5 1 0.6 5 1.0 6 1.4 8 24

6 2 0.5 3 1.6 4 1.8 6 2.3

7 2 0.6 4 1.1 6 1.9 7 23

8 3 0.5 5 1.3 7 1.7 9 2.8

9 2 0.4 3 1.1 5 1.3 8 1.5

10

11 2 0.5 6 1.1 7 1.7 10 1.9

12 2 0.7 4 0.9 5 1.5 9 2.1

13 1 0.9 2 2.1 2 24 4 23

14 1 0.5 2 0.8 2 1.4 4 1.9

15*

16*

17*

18*

19*

20"

* Explantes se retiraron antes de su primera mediciéon por encontrarse contaminadas
con hongo y/o bacteria.

ANEXO 59. Medicién de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 3 (0 mg/L ANA y 0.2 mg/L BAP) de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia

tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:

1 O

2 0

3 0

4 0 [l [l [l

5 O O O O 0 0 0

6 [ [ U | H | U

7 [ [ 0 | | l

8 \ O 0 0

9 U ] [ [

10 U U [ |

11 0 0 O O 0 0

12 [ [ 0 [ [ [

13 U 0 [ [l [

14 0 0 0 0

15

16

17

18

19

20

ANEXO 60. Medicién de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 4 (0.1
mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices

27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|

N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°
1 1 1.7 5 1.1
2 2 0.9
3 1 0.9 1 2.7 1 3.8 1 4.3 4 0.3 5 29 5
4 2 0.4 2 20 2 3.6 2 4.5 8 0.8 11 21 13
5 1 0.9 1 2.2 1 2.8 1 4.4 1 0.2 7 0.5 7
6 1 1.0 1 24 1 3.3 2 5.2 2 0.6 4 0.7 7
7 2 0.9 2 3.0 3 4.7 5 5.8 2 0.2 6 1.8 10
8 1 1.2 1 2.1 2 3.5 2 5.2 3 0.4 5
9 2 1.5 2 2.7 2 4.1 2 5.8 3 1.3 5
10 1 0.2 1 0.5 2 0.9 4 1.3 2 0.2 2 0.2 3
11 1 0.2 1 1.4 1 2.4 1 3.8 9 0.7 11 0.8 14
12 1 0.2 1 0.7 1 1.5 2 2.9 2 0.2 6 1.2 7
13 1 1.4 2 3.4 3 4.4 2 5.3 1 0.2 4 1.0 11
14 1 1.0 2 4.2 3 5.9 4 7.8 10 0.4 12 1.7 13
15 1 0.4 1 0.9 1 1.4 1 1.8 1 0.4 8 1.1 8
16 3 1.0 3 3.1 3 4.4 6 5.8 6 0.7 10 1.3 11
17 3 0.6 3 1.8 5 3.2 6 5.7 1 0.2 8 0.7 12
18 2 0.7 2 2.2 2 2.3 2 3.9 4 1.2 4 1.4 11
19*
20"

* Explantes se retiraron antes de su primera mediciéon por encontrarse contaminadas

con hongo y/o bacteria.

ANEXO 61. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 4 (0.1 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:
1 O
2 0
3 0 | | |
4 0 [l [l [l
5 O O 0 0
6 U | H |
7 0 | | l
8 \ O 0 0
9 U ] [ [ [ [
10 U 0 | | U [ |
11 O O 0 0 O 0
12 [ [ [ U
13 0 [ [l [
14 0 0 0 0
15 ] [ [ [ U [ [
16 0 | | l
17 0 [l [l [l
18 U [ [ [ [ [
19
20

ANEXO 62. Mediciéon de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 5 (0.1
mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 2 0.5

2 1 0.2

3 1 0.8

4 1 0.6

5 2 0.5 5 1.4 6 1.8 7 2.5

6 4 0.6 6 1.8 6 2.3 7 2.7

7 2 0.8 3 1.7 4 3.4 6 4.2

8 2 0.9 2 2.0 3 2.5 5 2.8

9 1 0.4 4 1.6 6 2.5 7 3.0

10 1 0.3 2 1.5 2 1.9 4 23

11 2 0.4 1 1.6 2 2.8 2 3.1

12 2 0.3 2 1.7 4 2.1 7 3.0

13 2 0.4 4 2.2 4 25 7 3.6

14 2 0.4 2 0.8 2 1.1 2 1.4

15 2 0.7 4 1.1 7 1.8 8 2.1

16 2 0.6 4 2.2 5 24 6 3.1

17 1 0.6 1 1.4 2 2.2 5 2.6

18 1 0.7 1 1.8 2 2.1 3 3.2 1

19 2 0.7 2 1.4 4 2.0 4 26 1 0.8 1

20"

* Explante se retird antes de su primera medicién por encontrarse contaminada con

hongo y/o bacteria.

ANEXO 63. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 5 (0.1 mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de
toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:
1 [ 0
2 0 0
3 0
4 [l 0
5 a O O O 0 0 0
6 [ 0 [ [ U | H |
7 [l 0 [ [ 0 | | l
8 0 O O a 0 0 0 0
9 [ l [ [ U ] [ [
10 U U U [ 0 | | |
11 0 0 0 0 O O 0 0
12 [ l [ [ 0 [ [ [
13 U U U [l 0 [ [l [ U U [l
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
15 [ [ [ [ ] [ [ [
16 [ 0 [ [ 0 | | l
17 [l l [l [l 0 [l [l [l
18 l [ [ U [ [ [
19 [l l [ [l U [ [ [
20

ANEXO 64. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 6 (0.1
mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 2 0.3

2 2 0.6

3 2 0.9

4 1 0.3

5 2 0.3 2 0.6 6 1.1 8 1.4

6

7 2 0.9 2 1.7 6 21 8 3.2

8 1 0.3 2 0.7 4 1.0 4 1.9

9 1 0.4 3 1.0 7 1.3 9 2.2

10 1 0.2 2 0.8 2 0.9 2 1.1

11 3 0.7 6 1.0 7 1.4 9 2.0

12 2 0.7 2 1.8 3 2.1 4 29

13 2 0.7 6 1.4 6 20 7 3.0

14 2 0.4 3 1.0 7 1.9 7 2.1

15 3 0.6 6 1.2 7 1.4 8 2.0

16 2 0.9 2 24 5 2.6 6 2.8

17 2 0.6 4 1.1 6 1.9 7 2.5

18 2 0.4 3 1.3 3 1.6 5 2.0

19 4 0.8 4 1.7 6 1.8 7 2.8

20"

* Explante se retird antes de su primera medicién por encontrarse contaminada con

hongo y/o bacteria.

ANEXO 65. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 6 (0.1 mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de

toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:
1 0 0
2
3 0
4 0 0
5 O a O O O 0 0 0
6 0 [ [ U | H | |
7 [l 0 [ [ 0 | | l
8 0 O O a 0 0 0 0
9 l [ [ ] [ [ U
10 U U [ 0 | | | U
11 0 0 0 0 O O 0 0
12 [ l [ [ 0 [ [ [
13 U U [l 0 [ [l [
14 0 0 0 0 0 0 0 0
15 [ [ [ [ ] [ [ [
16 [ 0 [ [ 0 | | l
17 [l l [l [l 0 [l [l [l 0
18 [ l [ [ U [ [ [ [ [
19 [l l [ [l U [ [ [
20

ANEXO 66. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 7 (0.2
mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices

27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|

N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°
1 2 0.3
2 1 0.5 10 2.3
3 1 0.8
4 2 0.3
5 2 0.4 2 1.0 2 1.4 2 2.8 2 0.4 11 0.8 13
6 1 0.8 2 1.6 2 24 3 4.0 3 0.3 5
7 1 0.8 1 1.8 1 2.8 1 4.0 10 0.8 12
8 1 0.5 1 1.1 1 1.8 1 3.6 3 0.2 11 0.6 12
9 2 0.7 2 2.5 2 3.1 2 6.0 2 0.2 5
10 2 0.8 2 2.5 2 3.2 2 4.7 2 0.3 12 23 13
11 1 0.9 1 2.1 1 2.4 1 24 4 1.2 4 1.7 4
12 1 0.9 1 2.1 1 2.3 1 3.4 1 0.1 1 0.3 7
13 1 0.3 1 0.9 1 1.2 1 2.7 2 0.2 6 0.6 10
14 1 0.2 1 0.3 1 0.4 4 0.5 6 0.6 11
15 2 0.4 2 1.2 2 1.4 2 29 1 0.1 3 0.7 5
16 2 0.7 2 1.9 2 2.6 2 3.0 4 0.6 11
17 2 0.4 2 2.1 2 3.0 2 3.3 1 0.4 5
18 2 0.5 2 1.2
19
20

ANEXO 67. Medicion de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 7 (0.2 mg/L ANA y 0 mg/L BAP) de toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia (
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:

1 0 [

2 0 {

3 0 [

4 0 0 [

5 O a O O O 0 0 0

6 [ [ U | H |

7 [l 0 [ [ 0 | | l

8 0 O O a 0 0 0 0

9 [ l [ [ U ] [ [

10 U U U [ 0 | | |

11 0 0 0 O O 0 0 0 O 0

12 [ l [ [ 0 [ [ [

13 U U U [l 0 [ [l [

14 0 0 0 0 0 0 0 0

15 [ [ [ [ ] [ [ [

16 [ 0 [ [ 0 | | l

17 l [l [l 0 [l [l [l [

18 [ U [

19

20

ANEXO 68. Medicion de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 8 (0.2
mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 2 0.5

2 2 1.1

3 2 0.6

4 2 0.6

5

6 2 0.6 4 1.1 5 1.8 5 2.7

7 1 0.8 6 1.3 7 2.0 9 23

8 2 0.7 3 1.7 5 3.1 6 3.9

9 1 0.4 1 0.7 2 1.5 2 2.3

10 2 0.6 2 0.8 2 1.1 5 1.7

11 2 0.4 2 1.2 2 1.3 3 2.3

12 2 0.5 2 0.9 3 1.7 4 2.6

13 2 0.3 2 1.3 5 1.6 6 1.8

14 2 0.7 2 1.8 5 2.1 6 2.5

15 3 0.8 6 1.6 7 2.5 9 29

16 1 0.5 1 1.6 4 1.8 5 24

17 2 0.8 3 1.2 6 1.8 8 2.1

18 1 0.4 1 1.6 2 2.8 3 4.0

19 2 0.4 2 1.2 7 1.7 9 24

20"

* Explantes se retiraron antes de su primera mediciéon por encontrarse contaminadas

con hongo y/o bacteria.

ANEXO 69. Medicién de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 8 (0.2 mg/L ANA y 1.0 mg/L BAP) de

toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia

27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:
1 [ 0
2 0 0
3 [ 0 U
4 [l 0
5 O
6 [ 0 [ [ U | H | U |
7 [l 0 [ [ 0 | | l 0 [
8 0 O O a 0 O a 0 0 0
9 [ l [ [ U ] [ [ U U [ [
10 U U U [ 0 | | | U [ |
11 0 0 0 0 O O 0 0 0 O
12 [ l [ [ 0 [ [ [ U
13 U U U [l 0 [ [l [ U [l [
14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 [ [ [ [ ] [ [ [ [ [
16 [ 0 [ [ 0 | | l | 0
17 [l l [l [l 0 [l [l [l 0 O [l
18 [ l [ [ U [ [ [ U [
19 l [ [l U [ [ [ U U [ [
20

ANEXO 70. Mediciéon de los parametros numero y
longitud de brotes y raices para el tratamiento 9 (0.2
mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de toronijil.
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ANEXOS

Expl. Brotes Raices
27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 |11 Dic. 2000 |18 Dic.2000 27 Nov. 2000 |6 Dic. 2000 11|
N° Long. |N° |Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N° Long. |N°

1 1 0.8

2 1 0.4 1 1.4 3 1.8 4 2.0

3 2 0.3 3 1.2 5 2.0 6 2.5

4 2 0.4 3 1.0 3 1.3 4 1.4

5 2 0.6 4 1.2 4 1.9 4 3.3

6 2 0.7 3 1.5 4 2.3 6 3.2

7 2 0.8 3 1.1 6 20

8 2 0.4 4 0.8 6 1.1 7 1.6

9 1 0.3 2 0.6 3 1.3 3 1.5

10 1 0.2 2 0.6 3 0.9

11 2 0.3 3 0.6 6 0.8 7 1.5

12 4 0.3 6 0.6 7 1.1 8 1.5

13 2 0.6 4 0.8 5 1.2 6 1.4

14 1 0.2 1 0.3 1 0.5 1 0.7

15 2 0.5 2 0.9 4 1.1 5 1.4 2

16 2 0.3 4 0.7 6 1.2 7 1.4

17 1 0.4 3 1.2 5 1.4 7 1.8

18 2 0.6 2 24 3 3.0 5 5.6

19*

20"

* Explantes se retiraron antes de su primera mediciéon por encontrarse contaminadas
con hongo y/o bacteria.

ANEXO 71. Medicién de los parametros de callo,
vitrificacion, senescencia y contaminacion para el
tratamiento 9 (0.2 mg/L ANA y 2.0 mg/L BAP) de
toronijil.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

Expl. | Callo Vitrificacion Senescencia
27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |27 Nov |6 Dic |11 Dic |18 Dic |:
1 [ 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 [ 0 [ [ 0 | | |
4 [l l [l [l 0 [l [l [l
5 O a O O O 0 0 0
6 [ 0 [ [ U | H |
7 [l 0 [ [ 0 | | l 0
8 0 O O a 0 O a 0 0 O
9 [ l [ [ U ] [ [
10 U U U [ | | | U U [ |
11 0 0 0 0 O O 0 0 O
12 [ l [ [ 0 [ [ [ U
13 U U U [l 0 [ [l [ U [
14 0 0 0 0 0 0 0
15 [ [ [ [ ] [ [ [ U [ [
16 [ 0 [ [ 0 | | l
17 [l l [l [l 0 [l [l [l
18 l [ [ U [ [ [ U [
19
20

ANEXO 72. Medicion de los parametros evaluados
para explantes provenientes de segmentos nodales
en cedroén.
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ANEXOS

Expl. |Brotes Raices Callo |Vitrific. |Senesc. |Contam.
N° Long. |N° Long.

1 3 1.3 0 0

2 3 1.4 a 0

3 1 1.3 3 0.9 g 0 0

4 1 1.4 2 1.2 O 0 0

5 1 0.6 a 0

6 3 2.7 2 3.1 O 0

7 1 1.0 0 a a

8 1 2.7 l

9 5 2.2 0 0

10 1 1.3 3 1.2 0

11 1 1.8 4 21 g

12 2 0.6 0 a

13 1 0.9 0 0 0

14 1 2.4 5 0.7 0 a

15 1 0.5 0 O 0

16 3 2.3 1 2.2 0

17 1 1.5 3 1.2 0 0 a

18 3 1.8 5 1.1 0 0

19 1 0.6 0 0

20 3 1.6 4 1.2 O

21 3 1.3 a

22 2 0.4 0 0

23 3 1.6 a 0

24 2 1.5 3 1.2 a a

25 2 0.8 1 0.8 O a 0

26 4 4.2 0 0 0 0

27 4 5.8 l a

28 3 1.2 1 24 0 0

29 3 3.4 1 1.8 0 N 0

30 1 0.4 1 0.2 l l 0 0

31 1 0.7 6 0.7 0 0 a O

32 3 1.6 U U [ [l

33 1 0.4 2 1.4 0 0 0 0

34 4 1.2 1 1.3 0 d O 0

35 4 1.4 a 0 a 0

36 4 0.8 1 0.7 0 0 0 0

37 1 0.6 0 0 a a

38 2 0.5 0 0 0

39 1 2.0 0 0 l [

40 U [ [

U = Presencia del parametro medido.
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

ANEXO 73. Medicion de los parametros evaluados
para explantes provenientes de apices en cedroén.
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Expl. |Brotes Raices Callo |Vitrific. |Senesc. |Contam.
N° Long. |N° Long.

1 2 0.5 U 0 l [

2 1 0.3 1 0.3 a 0

3 1 3.2 1 0.4 g 0

4 2 25 0 0 0

5 2 1.7 a 0 0 O

6 2 2.3 2 0.8 O a 0 0

7 1 0.6 0 a a

8 1 0.6 1 0.5 l a

9 3 1.1 0 a O

10 0

11 5 3.4 g a

12 3 1.9 1 0.7 0 a

13 3 1.2 1 0.1 0 0

14 3 3.8 0 a a

15 2 1.4 0 d

16 2 1.1 1 0.3 0 0

17 2 0.4 2 0.2 0 0

18 4 2.3 0 0 a

19 3 0.8 0 0 0

20 2 1.4 0 0 0

21 2 0.7 a 0

22 4 1.9 0 0 0

23 4 0.6 a a a

24 0 0

25 3 3.3 O a 0 0

26 1 4.9 2 0.4 0

27 4 1.8 l a 0

28 4 1.0 0 0

29 3 4.8 0 0

30 1 2.3 2 1.4 l 0

31 4 2.0 2 1.5 0 0 a O

32 3 1.3 1 0.7 0 0 0 0

33 3 4.3 1 0.9 0 a 0

34 2 2.0 1 0.7 0

35 1 1.5 0

36 1 4.1 1 0.7 0 0 0

37 7 2.9 0 a

38 3 5.4 0 0 0

39 0 0

40 2 0.8 0 0 a a

41 5 0.5 0 0 0 0

42 1 0.2 2 1.1 0 a 0

43 3 2.1 1 1.0 a 0 0
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Cultivo in vitro de ruda (Ruta graveolens L.), toronjil (Melissa officinalis L.) y cedrén (Aloysia
tryphilla (L'Hér.) Britton)

[J = Presencia del parametro medido.
Expl. |Brotes Raices Callo |Vitrific. |Senesc. |Contam.
N° Long. |N° Long.

44 1 0.1 1 1.5 a 0 a
45 2 0.7 1 2.0 N 0 a a
46 4 2.0 0 0 0 0
47 2 0.3 0 a a a
48 3 1.7 N 0 a
49 2 0.2 0 0 a 0
50 3 0.4 l l a
51 3 2.6 N a a
52 2 1.2 2 25 N 0 a a
53 3 25 a a a
54 3 2.8 N 0 a a
55 2 04 N N [ [l
56 1 0.3 a a a
57 0 a
58 3 1.1 N 0 a a
59 3 0.3 1 0.6 0 a
60 2 0.4 N a
61 2 21 1 1.1 0 0
62 2 1.8 2 1.1 a a a a
63 3 0.9 a 0 a
64 3 2.3 0 N a a
65 1 0.3 0 0 a a
66 3 0.2 0 a a
67 3 2.0 N a a
68 2 2.4 1 1.3 0 0 0
69 1 1.0 2 1.4 l l a
70 2 2.3 3 1.4 0 0 0 a

U = Presencia del parametro medido.
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