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1. INTRODUCCION.

En el mundo existe una marcada tendencia a utilizar plantas medicinales para el
tratamiento de diferentes enfermedades de los seres humanos con el objeto de
reducir los efectos colaterales que tienen las medicinas provenientes de materias

primas sintéticas.

Para el tratamiento de sus dolencias, las comunidades nativas ancestrales del
mundo, vienen utilizando plantas medicinales desde tiempos inmemorables,
habiéndose formado una cultura médica que hasta los laboratorios europeos y del
mundo han tomado como punto de partidra para fabricar los medicamentos que se

venden a lo largo y ancho del globo terraqueo. BARRIGA (1998)

En el Peru las plantas medicinales se vienen utilizando hasta la fecha y se
seguiran utilizando por muchos afios mas, quiza hasta que se extingan, ya que
poseemos una biodiversidad incalculable de plantas medicinales que son efectivas
contra enfermedades antiguas y nuevas, y por el menor costo que significa el

tratamiento en comparacion con la medicina convencional.

El bosque tropical del Peru, representado por la Selva y Ceja de Selva,
ostenta una alta diversidad de especies de 'ﬂora, de la cual las plantas medicinales
son un componente importantes, estas vienen siendo explotadas por las
comunidades nativas y pobladores rurales desde varios siglos atras. ESTRELLA

(1995).

El Croton sp. “Sangre de grado” o “Sangre de Drago” (Cortén sp)es una

especie forestal que crece en el bosque tropical muy himedo 'y tiene valor



econémico debido a sus propiedades medicinales: es antibacteriano, anti-
arbare s,

hemorragico, anti-inflamatorio, antiséptico, antiviral, hemostatico, cicatrizante,
B I i e P A //——-—-——"

anticonceptivo, etc. Durand y Rivero (1996).
- —

Los trabajos realizados hasta el momento en sangre de grado (Croton sp.)
son escasos, repetitivos y no proporcionan informacién confiable en re.lacién con su
propagacién. Mediante éste trabajo de investigac‘ién, se busco ampliar el
conocimiento sobre metodologias adecuadas de propagacion de esta especie, tanto
en condiciones de cultivo In Vitro como en invernadero utilizando semillas y partes

vegetativas: brotes, hojas y peciolos.
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2.2,

1. OBJETIVOS

Desarrollar metodologias de propagacion clonal de Croton sp. In Vitro en el
Laboratorio de Cultivos de Tejidos Vegetales de la Universidad Nacional de

San Martin.

Determinacion del porcentaje de germinaciéon de semillas de Croton sp. en el
invernadero y descripcion de algunas caracteristicas morfolégicas de la

plantula.



3.1.

. REVISION DE LITERATURA

Aspectos generales

Durand y Rivero (1996) manifiestan que en estos ultimos afios se esta dando
gran importancia al estudio del Género Croton sp.. En la Regién Amazoénica,
especialmente en Colombia, Ecuador y Per(, se conocen con el nombre de
“Sangre de Drago” a unas pocas especies del género Croton sp.
productoras de una resina de color rojo sangre, en la que se han identificado
varias propiedades medicinales. En la Selva peruana existen varias especies
productoras de esta resina, las cuales pertenecen a la familia Euphorbiaceae,
la misma que comprende 283 géneros y cerca de 7,300 especies con una
distribucion practicamente universal. Principalmente se les encuentra en los
tropicos, pero se extienden también hacia las regiones templadas del
hemisferio Norte y Sur. Los dos centros de mayor incidencia de plantas de la
familia Euphorbiaceae, son la América Tropical y el Africa. El género Croton

comprende unas 700 especies.

| Lechler (1828) citado por Durand y Rivero (1996) describe la especie
Croton lechleri Muell. Arg. en el “Prodromus Sistematis Universalis Regni
Vegetabilis”, denominandola con el nombre vulgar de “Sangre de Grado”.
McBride (1951) citado por Durand y Rivero (1996) en su publicacion Flora
of Peru, hace un estudio detallado de todas las especies del Género Croton

que segregan “Sangre de Grado’.

Wettstein 1955, citado por Durand y Rivero (1996) manifiesta que de
varias especies del género Croton se beneficia un producto resinoso rojo, una

suerte de “Sangre de Grado” y diversos 6rganos de muchas especies se



emplean como medicinales en sus respectivos paises de origen.

Ferreira 1950, citado por Durand y Rivero"(1996), en su informe
sobre las expediciones cientificas a la cuenca central del Huallaga, se refiere
a la “Sangre de Grado” y la forma como es utilizada por los naturales de esa
region en el cual menciona al Croton palanostigma y Croton tarapotensis
como “Sangre de Grado”, haciendo ver la necesidad de realizar estudios

profundos sobre esta especie.

Betteta 1964, citado por Durand y Rivero (1996) realizé estudios en
la especie de Croton palanostigma Klotzsch y determin6é que tenia accion
carcinolitica y carcinostatica. Ademas Pérez (1973), citado por Durand y
Rivero (1996), determiné la presencia de 2 aléaloides en macerados de
hojas, corteza y raices de Croton lechleri. Miranda 1974, citado por Durand
y Rivero (1996) realiza estudios sobre los contenidos de las hojas de la
especie Croton palanostigma Klotzsch, en la Universidad Cayetano Heredia
y en ese mismo ano, Centella, Poggy y Solis presentan estudios de la mezcla
de sangre de grado con ofras plantas y concluyeron que la mezcla con

“ayahuasca” y “masha” tiene una posible accion carcinostatica.

Los arboles de “sangre de Grado” tienen copa amplia, globosa y
redondeada Durand y Rivero (1996), y Pinedo (1999), alcanza medir hasta
14 metros de altura a 10 afios de la plantacién Pinedo (1999) (Fotografia N°
01), con corteza de color grisaceo blanquecino que exuda un latex viscoso

color rojizo Durand y Rivero (1996), y Pinedo (1999), hojas cordadas,



alternas, a veces opuestas 0 verticiladas de 12 a 20 cm de largo, 5 cm, a 14
cm de ancho, con 2 glandulas en la base, las mas jévenes presentan una
coloracion rojiza tomentosa en ambas caras, flores de color ambar, estambres
NUMerosos, frufo capsular globoso, deprimido, elasticamente dehiscente de 3
mm de largo y 4.5 mm de ancho, presenta 3 mono-carpo bivalvos, semillas
lisas con carlnculas y endospermo lechoso (Fotografias N° 2, 3 y 4) Durand

y Rivero (1996).

Preferentemente se desarrolla en suelos de tierra firme, se adapta bien
a condiciones degradadas, desde el punto de vista agricola, incluyendo
pastizales, las restingas altas constituyen una opcién interesante, de textura
media a arcillosa y con buen drenaje; la propagacién se puede realizar con
semilla colectada directamente o colectando plantulas de regeneracién natural
con un distanciamiento de 5 x 5 hasta 10 x 10 m. no se han observado
problemas fitosanitarios; también puede concentrarse en sistemas
agroforestales de la regién, la combinacién con yuca y platano a un
distanciamiento 5 x 5; la cosecha podria ser de 7 — 8 afios de la plantacion en
un diametro de 30 cm; la explotacidbn va acompafada de un programa de

reforestacién de los arboles, Pinedo (1999).

Estrella (1995) menciona que en Colombia se obtiene la resina
especialmente de Croton funckeanus, que es un érbol‘ pequeiio de 3 a5 m
de altura: En el Ecuador Croton lechleri, que es un arbol de hasta 25 metros
de alto con un tronco de 40 a 50 cm de diametro, conocido entre los

“Quechuas” como “lan huiqui” y entre los Cofanes como “Masujin”. En el Peru



se han reportado cinco especies de Crofon designados popularmente como
“Sangre de Drago” o “Sangre de Grado” de los cuales dos han recibido
especial atencion por parte de los investigadores C. palanostigma Klotzsch y
C. lechleri Muell Arg. En Bolivia C. draconoides Muell Arg conocido como
“sangre de drago” en Pando y Beni, es un arbol pequefio con savia amarillo

rojiza, usada como cicatrizante y para el dolor de estémago é higado.

Durand y Rivero (1996) manifiestan que la “Sangre de grado”, se
encuentra distribuida en América Tropical y Sub-Tropical. En el Peru se
encuentra en los Departamentos de Loreto: Llachapa — Rio Napo, Indiana-Rio
Amazonas, Padre Cocha y Momén — Rio Nanay; San Martin, Huanuco, Cerro
de Pasco: Oxapampa, Satipo, Puerto Bermudez, lzcozacin y Villa Rica,
Junin: Chanchamayo, Cuzco y Puno. Sus propiedades terapéuticas
segun Durand y Rivero (1996), Ducke y Vasquez (1997) y Pinedo (1996)
son: astringente, hemostatico, cicatrizante, antiséptico, analgésico,
depurativo, regenerador de tejido muscular, desinfectante, anticancerigeno.
Tiene efectos beneficiosos en la cicatrizacion de heridas y ulceras
estomacales y en General contra cualquier herida, cortadura, tlcera en el
cuerpo, en el tratamiento de las diarreas, cancer uterino, utilizandole inclusive
para realizar . irrigaciones internas en caso de vaginitis y para aumentar la
fertilidad de la mujer, se usa en el tratamiento de las hemorroides y de la
leucorrea, se le usa también para gargaras contra afecciones bucales,
amigdalas inflamadas y contra la picadura de culebra. Ademéas Ducke y
Vasquez (1997) menciona que podrian ser especialmente Utiles contra males
virales causados por herpes

Ducke y Vasquez (1997) mencionan que la resina de Croton lechleri,



tiene varios componentes, entre ellos dimethyl cedrusina y taspina. Pinedo
(1996) manifiesta que contiene taspina, proantocianidina oligomérica,
piridona, indol-aporfina, quinoleina, tropano, acidos grasos insaturados,

antraguinonas, espoxiacidos grasos, triterpenoides.

Foto N° 01: Arbol Adulto de Croton sp.




Foto N° 02: Inflorescencia de Croton sp.
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encia y Fructificacién de Crofon sp.

3.2

Clasificacion taxonomica
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Durand y Rivero (1996) clasifican a la “Sangre de Grado” de la forma
siguiente |
Divisién: Anthophyta
S. Divisién: Angiospermae
Clase: Dicotiledonae
S. Clase: Arquiclamideae
Orden: Geraniales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Croton
Especies: Croton lechleri Muell Arg.
C. draconoides Muell Arg.

C. palanostigma Klotzsch.

Segin Durand y Rivero (1996) el Croton sp. habita en zonas
aledanas a quebradas, bosques primarios y secundarios, restingas, chacras
nuevas, purma cerrada, purma joven, en suelos inundables con creciente alta,
resiste medianamente la inundaciéon. De preferencia se encuentra en zonas
sombreadas, aunque también prosperan en zonas iluminadas‘; Comparte su
habitat con las siguientes especies: cetico (Crecopia latiloba miq), charichuelo
(Rheedia gardneriana), zapote (Quararibea ochrocalix), limén (Citrus sp.),
pifién, chiricsanango, ufa de gato (Uncaria tomentosa), uvas (Espondias
lutea), patquina, tangarana (Tachigalia paniculata), malva, cafabraba,
huamansamana, uvilla (Pouroma cecropeifolia), huasaf (Enterpe precatoria
Mart.), cashapona, bijao, huacapu (Minquartia punctata), topa (Ochroma
lagopus), aguaje (Mauritia flexuisa), shimbillo (Pithecellobium laetum),

carahuasca (Gualteria elata), escalera de mono, huacrapona (/riartea
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deltoidea) y otros.

Condiciones de cultivo
Durand y Rivero (1996) manifiesta, que para prosperar Croton sp. requiere

de las siguientes condiciones:

Clima: Calido con alta humedad relativa, temperatura media anual
entre 17,7 y 30° C, precipitaciéon pluvial entre 2000 a 3300 mm /afio con una

minima de 1000 mm, nivel altitudinal entre 300 a 2,080 m. s. n. m.

Suelo: Se desarrolla bien en suelos arcillosos a arenoso-arcilloso, con
abundante o escasa materia organica, con buen drenaje y buena aeracién y
moderadamente acidas (pH 5,6 a 6) a ligeramente alcalinos (pH 7,4 a 7,8). Es
una planta silvestre que crece libre y espontaneamente en las orillas de los
rios y en los valles; cuyo poder germinativo, cuando la semilla esta fresca

puede alcanzar un 80 % hasta los 14 dias.

Epoca de siembra: En Varzea (restingas inundables), la plantacion
debe establecerse inmediatamente después de la vaciante (junio en la zona
de Iquitos), en los suelos de tierra firme, es ventajoso plantar al inicio de la

época lluviosa (noviembre, diciembre y enero.)

Distanciamiento: El distanciamiento es variable dependiendo los
cultivos integrados y el ciclo vegetativo, pero se recomienda utilizar

distanciamientos de 6m x 6m y 7m x 7m. también se puede emplear
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distanciamiento de 5m x 5my 10m x 10m.

Propagaciéon: Ensayos realizados por Gaviria 1991 citado por
Durand y Rivero (1996), menciona que la prueba de germinaciéon con
semillas sexuales en las comunidades nativas en la zona del rio Perené,
encontr6 que las especies del género Croton tienen resistencia a la
germi_naci()n 10 dias, en un periodo de germinacién de 18 dias con un

porcentaje de 52%.

El poder germinativo y la viabilidad de las semillas segin Durand y
Rivero (1996) obedecen en gran parte del tiempo en que se colecta para ser
sembrado, estudios realizados muestran que se pueden alcanzar un 80% de
germinacion en 18 dias. Utilizando semillas frescas y empleando nebulizador

se ha logrado su propagacion mediante estacas.

Propagacién en vivero: La obtencion de semillas para ser propagadas
en viveros debe provenir de arboles maduros que se encuentran en perfecto
estado de sanidéd y el colector de los mismos debe asegurarse de que dichas
semillas hayan alcanzado su madurez fisiolégica. Para la siembra deben
utilizarse bolsas negras de polietileno, con agujeros de tal forma que faciliten .

el drenaje.

La formulacién del sustrato debe hacerse en las proporciones 4:1:1
(tierra del bosque, arena, estiércol), los riegos dos veces por semana y el

traslado a campo definitivo cuando crezca hasta 25 o 35 cm de altura. Una
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vez establecido su cultivo, existen cuidados importantes que deben tomarse
para el buen crecimiento del arbol. Es importante mantener el cultivd

desmalezado.

En los primeros meses de crecimiento hay que cuidar que Iaé hierbas
no dafien las plantulas de Croton. Después de ese tiempo se recomienda una
limpieza cada tres meses o en la medida que sea necesario. Otra practica
recomendable es podar las ramas del arbol para que su tronco principal
crezca recto y fuerte. Estudios indican que la mejor manera para podar las

ramas es dejar una distancia de 10 cm o mas a partir de tronco principal.

Esto ayuda evitar la putrefaccion de la herida producida por el corte. A
partir del tercer afio la poda ya no es recomendable, pues puede afectar la

capacidad de produccion del latex.

Cosecha y conservacion del producto

Cosecha

Segun Durand y Rivero (1996), la cosecha puede empezar a partir de
séptimo u octavo afio cuando el arbol mide aproximadamente 30 cm de
diametro a la altura del pecho. La extracciéon del latex se debe realizar sin
tumbar el arbol, con el método shiringuero, mediante el corte en espiral o el
corte en forma de V, sobre la corteza del fuste a la altura del pecho. Con el
corte en espiral practicado en el sentido de izquierda a derecha se consigue
un mayor rendimiento del latex. Los factores que influyen en el rendimiento

del latex son: radiaciéon solar, diametro del arbol, follaje, angulo de corte,
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precipitacion y fase lunar; siendo lo mas conveniente entre cuarto creciente y
luna llena. El rendimiento del latex en una mafiana en zona anegadiza y
época lluviosa fue de 250 cc en arboles de 35 cm de diametro y de 2,000 cc
en arboles de 50 cm de didametro. En Ucayali - Perq, la floracion ocurre en
Junio a agosto, la fructificacion en Septiembre: Se considera que la plantacion
alcanza rendimientos econémicamente rentables a partir del séptimo u octavo
afio de la siembra. La produccion nacional entre los afios 1991 y 1993 fue en

promedio de 3,600 litros de latex /afo y de 3,160 Kg. de corteza por afio.

Manejo post - cosecha

El latex después de Ila extraccibn debe conservarse envasado
herméticamente y en lugares frescos. La adicién de aguardiente en pequefias
cantidades evita que el producto se cristalice. Las partes aprovechadas son

latex, corteza y madera.

Calidad de semilla

Pereﬁi (1994) dice que una semilla de calidad es una‘ viable y susceptible a
desarrollar una plantula normal, ain bajo condiciones ambientales no ideales,
tal como puede ocurrir en el campo. Thomson (1979), citado por Peretti
(1994) rﬁenciona que los principales parametros que determinan la calidad de

la semilla son:

Pureza fisica — botanica.
Indica en que grado la muestra esta constituida por semillas intactas y sanas

de la especie declarada y por otros eventuales componentes (impurezas)
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como tierra, fragmentos seminales, restos vegetales y muy especialmente por

semillas extraiias de especies que contaminan el lote (atipicas).

Pureza genética.
Certifica la presencia de un determinado cultivar, y no de otros, o de mezclas

de diferentes cultivares.

Poder germinativo.
Expresado por el porcentaje de semillas puras que pueden producir pléhtulas

normales.

Vigor de las semillas
Es un parametro que informa la respuesta germinativa y la homogeneidad de

implantacién del cultivo en situaciones no favorables de siembra.

Dormancia
Se refiere a los mecanismos de inhibicidon activa del crecimiento del embrion

propio de la semilla.
Homogeneidad del lote

Entendida como uniformidad de los componentes y del tamafo de las

semillas.

Estado fitosanitario.
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Referido a la sanidad de las semillas, es decir, impedir el desarrollo de ciertas

enfermedades que se desarrollen en la cubierta.

Contenido de humedad
Se refiere a la cantidad porcentual de agua, que posee el grano desde la

cosecha hasta la siembra.

Tratamientos de los 6rganos vegetativos mediante agua caliente.

Agrios (1995) menciona que el tratamiento de ciertas semillas, bulbos y
rizomas de viveros mediante agua caliente se utiliza para destruir a los
patégenos que los infectan o que pudieran alojarse en la cubierta de las

semillas, las escamas de los bulbos, etc.

La efectividad de este método de control se basa en el hecho de que
esos oOrganos vegetativos latentes pueden soportar temperaturas
considerables. La temperatura del agua caliente y la duracion de su
tratamiento varia de acuerdo a las distintas combinaciones que se establecen
entre el patégeno y su hospedante. Asi en el caso del carbén descubierto del
trigo las semillas se mantienen en agua caliente durante 11 minutos a una
temperatura de 52 °C, mientras que los bulbos tratados contra la infeccién de
Ditylenchus dipsaci, se mantienen a una temperatura de 43°C durante 3

horas.

Duarte (1981) menciona que los tratamientos fisicos se basan
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generalmente en el empleo de calor, agua caliente, radiacion ultravioleta o
infrarroja. Estos tratamientos destruyen al patégeno pero no dan proteccion

posterior a la semilla.

Uno de los tratamientos mas usados es el de sumergir la semilla en
agua caliente entre 45 a 55 °C (segun la especie) por 10 a 30 minutos. Una
vez sacada la semilla se debe mantener en agua fria y esparcir para que
vuelva a secar. Es un tratamiento que se utiliza en cereales y algunas
hortalizas para eliminar bacterias y hongos. Otro tratamiento es el uso de
calor seco, por ejemplo para eliminar el Virus del Mosaico del Tabaco. En este
caso se mantiene la semilla 4 dias a 70 °C.

Las principales desventajas de este son que el control de la

temperatura debe ser preciso y que las semillas tienen que secarse antes de

venderlas al mercado.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

4.1. Ubicacion de los experimentos

Los experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de

Cultivos de Tejidos Vegetales y en el invernadero de la Facultad de Ciencias

Agrarias de la Universidad Nacional de San Martin, ubicado en la Ciudad

Universitaria, distrito de Morales, provincia y regién San Martin.

4.1.1. Ubicacion politica.
Distrito
Provincia

Departamento

4.1.2. Ubicacion geografica.
3

Longitud Oeste
Latitud Sur
Altitud

Zona de Vida

4.2. Metodologia.

Morales
San Martin

San Martin

76° 21
6° 29’
350m.s.n.m

Bosque seco tropical (Holdridge 1972)

4.2.1. Preparacion de medio de cultivo.

Se utiliz6 la formulacién basal, Murashige & Skoog complementado con

sucrosa 20 g/l, gel rite 2.5%, y carbén activo al 2%.
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4.2.2. Recoleccion y preparacion de frutos

4.2.3.

Los frutos (capsulas) conteniendo semillas se recolectaron del predio
del Sr. Manuel Delgado; Tres de Octubre, Carretera Tarapoto - Juanjui

9 Km.

Preparacion de semillas.

Los frutos fueron beneficiados en laboratorio a temperatura
ambiente y expuestos al sol con el fin de separar las semillas del

fruto por ser capsulas dehiscentes.

Se realiz6 la clasificacién de las semillas separando solamente las
semillas de color plomo oscuro para las pruebas y eliminando las

semillas pardas que son las no viables.

Las semillas fueron sumergidas en agua durante 36 horas para
separar las no viales de las viables, eliminandose las semillas que

flotaron (no viables).

Seguidamente, las semillas fueron desinfectadas con una solucién
de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2% e introducidas durante 10
minutos en frascos de vidrio (In Vitro) y en bandejas germinadoras.

Para siembra en invernadero.

Recoleccion y preparacion de hojas, peciolos y apices de brotes.

¢ Las hojas, peciolos, apices de brotes fueron extraidos de plantulas de 70

dias de germinado in vitro.
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Los apices fueron esterilizados con hipoclorito de sodio al 1% por 15
minutos, y enjuagados por tres veces con agua destilada estéril, e
introducidas en tubo de ensayo con 12 ml de medio de cultivo por tubo

y luego fueron transferidos al ambiente de incubacion.

Las hojas y peciolos fueron esterilizados con hipoclorito de sodio al
0.5% por 15 minutos, enjuagados por tres veces con agua destilada
estéril, e introducidos en placas de Petri con 12 ml de medio de cultivo

por placa y luego fueron transferidos al ambiente de incubacién

4.4, Siembra de semillas en vivero.

441.

442,

443.

Sustrato:

El sustrato utilizado, fue el suelo extraido del mismo habitat de los
arboles de Croton de donde se recolecté las semillas. El suelo fue de
color oscuro franco arcilloso, el cual fue colocado en bandejas
germinadoras y desinfectado con vapor de agua, en un autoclave

esterilizador a 121 °C y 15 Ib. de presién por 1 hora.

Preparacion de las semillas:
A las semillas se aplicaron los mismos tratamientos indicados en la
prueba “in vitro”. Utilizando 5 tratamientos con 10 repeticiones cada

uno y 5 semillas por repeticion.

Siembra:

Las celdas de las bandejas germinadoras se llenaron ‘con suelo de
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bosque estéril, luego se colocaron 5 semillas de Croton sp. en cada
celda, sembrandose 200 semillas en 5 tratamientos con 10

repeticiones.

4.5. Siembra de semillas in vitro.
La siembra in vitro se realizd utilizando una camara de flujo laminar de aire
para evitar la contaminacion, en 4 tratamientos con 10 repeticiones, a razén de

5 semillas por frasco, utilizando en total 200 semillas.

4.6. Disefio y caracteristicas de los experimentos
4.6.1. Diseio de los experimentos
En los experimentos desarrollados se utilizé el Disefio Completamente
al Azar (DCA) con 4, 5y 6 tratamientos y 10, 10 y 5 repeticiones por

tratamiento segun el caso.
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Prueba 1: Propagacién sexual de Croton sp. en invernadero.

Tratamientos en estudio.

L. Sangre de grado sumergidas en una solucién de 150 ml de H>SO; al 1
% durante 10 minutos. |

ll. Semillas de sangre de grado sumergidas en agua caliente a 80° C
aproximadamente durante 10 minutos.

lll.  Semillas de sangre de grado sumergidas en 150 ml de acido AG3 al 500
ppm durante 36 horas.

IV. Semillas de sangre de grado sin arilo.

V. Semillas de sangre de grado sin ninguin tratamiento.

Cuadro 1: Diseiio experimental para la propagacion sexual de Croton

sp. en invernadero.

Repeticiones _ Tratamientos
| 1l i v \'
1 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
2 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
3 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
4 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
5 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
6 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
7 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
8 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
9 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
10 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX

X: semillas de “Sangre de Grado”
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Prueba 2: Propagacion sexual in vitro de Sangre de Grado — Croton sp.

Tratamientos en estudio:

L. Semillas de sangre de grado sumergidas en 150 ml de H,SO,4 al 1 %

durante 10 minutos.

. Semillas de sangre de grado sumergidas en 150 mi de agua caliente a

80° C aproximadamente durante 10 minutos.

ll. Semillas de sangre de grado sumergidas en 150 ml de acido AG3 al 500

ppm durante 36 horas.

IV. Semillas de sangre de grado sin arilo.

V. Semillas de Sangre de grado sin ningan tratamiento.

Cuadro 2: Diseifio experimental para la propagacion sexual in vitro de

Sangre de Grado - Croton sp. con los diferentes
tratamientos.
Repeticiones Tratamientos
l ] i v v

1 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
2 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
3 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
4 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
5 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
6 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
7 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
8 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
9 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX
10 XXXXX | XXXXX XXXXX XXXXX XXXXX

X: semillas de “Sangre de Grado”
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Prueba 3: Propagacion clonal a partir de apice de hoja y peciolos de

Croton sp. in vitro

Tratamientos en estudio:

L Siembra de explantes hojas en medio de cultivo sin 2,4-D.

1. Siembra de explantes hojas en medio de cultivo con 0.25 mg/it de 2,4-D.
lll.  Siembra de explantes hojas en medio con 0.50 mg/lt de 2,4-D.

IV. Siembra de explantes hojas en medio con 1.00 mg/lt de 2,4-D.

Cuadro 3: Disefio experimental para la propagacion clonal de explantes

hojas Croton sp. in vitro..

repeticiones tratamientos
| | ]| v
1 XXXX XXXX XXXX XXXX
2 XXXX XXXX XXXX XXXX
3 XXXX XXXX XXXX XXXX
4 XXXX XXXX XXXX XXXX
5 XXXX XXXX XXXX XXXX
6 XXXX XXXX XXXX XXXX
7 XXXX XXXX XXXX XXXX
8 XXXX XXXX XXXX XXXX
9 XXXX XXXX XXXX XXXX
10 XXXX XXXX XXXX XXXX

X: Hojas de “Sangre de Grado”
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Prueba 4: Propagacién clonal con segmentos nodales de Croton sp. in
vitro

Tratamientos en estudio:

. Nudos de plantas en medio de cdltivo sin BAP.

L. Nudos de plantas en medio de cultivo con 0.25 mi de BAP.

li. Nudos de plantas en medio de cultivo con 0.50 mi de BAP.

IV. Nudos de plantas en medio de cultivo con 1.00 ml de BAP.

V. Nudos de plantas en medio de cultivos con 0.25 mi de acido 2,4-D.

VI. Nudos de plantas en medio de cultivos con 0.50 ml de 2,4-D.

Cuadro 4: Diseno experimental para propagacion clonal de explantes de

nodal de Croton sp. in vitro

Repeticiones Tratamientos
I || n v Vv Vi
1 XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
2 XXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
3 XXXXX | XKXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
4 XOXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
5 XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
6 X0 | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
7 XXXXX | XXXXX T XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
8 XXX T XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
9 XXX | XXXXX [ XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX
10 XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX | XXXXX

X: nudos sembrados.
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4.7. Analisis estadistico

Cuadro 5: ANVA para los diseiios experimentales 1 y 2 (Pag. 20 y 21)

F. VARIABILIDAD G L
TRATAMIENTO t—1=4

ERROR t(r-1) = 45
TOTAL ' t r-1=49

Cuadro 6: ANVA para el diseiio experimental 3 (Pag. 23).

F. VARIABILIDAD G. L.
TRATAMIENTO t—1=3
ERROR t (r-1) =36
TOTAL t.r—1=239

4.8. Parametros evaluados:

e Para la propagacion sexual in vitro se evalué del 01-10-2000 al 02-12-
2000 con intervalos de cada 3 dias.

e Para la propagaciéon sexual en invernadero se evalué del 18-10-2000 al
02-11-2000 con intervalos de cada 3 dias.

e Para la propagacion asexual in vitro explantes (Peciolos y hojas) del .08-
03-2000 al 30-03-2001 con intervalos de cada 7 dias.

Para determinar el nimero de vitroplantas germinadas, se contaron las

semillas germinadas en los 5 o 10 frascos (5 semillas por frasco) de cada

tratamiento.

Para determinar el numero de vitroplantas qué formaron callos

(callogenesis) y raices (rizogenesis) se contaron las formaciones gelatinosas

de color blanco que correspondié al callo alrededor de las vitroplantas,

asimismo todas las raices bien diferenciadas.
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Para determinar el nimero de hojas de las vitroplantas, se contaron todas
las hojas formadas de las vitroplantas obtenidas en cada uno de los

tratamientos

La altura de las vitroplantas, se midié utilizando una regla graduada de 30
cm, desde la superficie del medio de cultivo hasta el apice de la yema.

El nimero de vitroplantas vitrificadas, se determiné contando todas los que
mostraron células con turgencia por el exceso de agua acumulada que se

denomina hidrosis, dando la apariencia a una estructura de vidrio.

El nimero de vitroplantas muertas se determindé contando todas las que

fueron necrosadas después de la vitrificacién.

El color pardo de las vitroplantas, se determiné contando todas las
vitroplantas que se oxidaron por intervencion del oxigeno que dio el color

marron.
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V. RESULTADOS

Propagacion sexual de “Sangre de Grado” en invernadero.

Al analizar los resultados del analisis de varianza (cuadro 7) de la propagacion
sexual en invernadero se encontré diferencia altamente significativas entre los
tratamientos para la germinacion de la semilla, altura de plantula y nimero de
hojas; la germinacién de las semillas en invernadero fue mucho mayor que en

in vitro; y en la muerte de plantulas no existi6 diferencia estadistica.

La prueba de rangos multiples de Duncan (Graficos 1, 2, 3 y 4), mueétra
diferencia estadistica en la germinacion, altura, nGmero de hojas y muerte de
plantulas. De los tratamientos 3, 5 y 4; el tratamiento 3 que corresponde al
acido giberélico dio mejor resultado con 87.53 % de semillas germinadas, 5.00
cm de altura 'y 6.00 hojas promedios por planta, y la mayor muerte registro el

tratamiento 5 con 14.60 %.



30

Cuadro 7: Analisis de varianza para propagacién sexual de Croton sp. en invernadero. Vx+0.5

Germinacion Altura (cm) Hojas Muerte de plantulas

F-ValaG. L

S.C.| CM |F.C.|Signif.| S.C. |C.M| F.C. |Signif.]| S.C.|C.M| F.C. |Signif.| S.C.| C.M | F.C. |Signif.
Tratam| 4 | 3.090 |0.7704|59.61| * |[170.24|42.56/286.94| * [1643]|411/453.88 * |0.125| 0.031 | 3.390 | **
Error | 45 | 0.580 | 0.030 6.67 [0.15 0.41 [0.01 0.425 | 0.009
Total | 49 | 3.670 176.91 16.84 0.540
R2 % 84.12 , 96.22 97.58 99.19
CV % 5.70 25.17 5.85 5.46
Prom. 2.00 1.53 1.63 3.66

** = Existe diferencia altamente significativo entre tratamientos
N. S. = No existe diferencia estadistica entre tratamientos
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Grafico N° 1: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
sexual de Croton sp. en invernadero (% Germinacién)
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Grafico N° 2: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
sexual de Croton sp en invernadero (Aitura cm)
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Grafico N° 3: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion sexual
de Croton sp. en invernadero (N° de Hojas)
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Grafico N° 4: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion sexual
de Croton sp. en invernadero (Muerte %)
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Propagacion sexual in vitro del Croton spp.

Al analizar los resultados del andlisis de varianza (cuadros 8 y 9) para la
propagaciéon sexual in vitro, no se encontro diferencia significativa en cuanto
a germinacion, callogénesis, rizogénesis, altura de plantula y vitrificacion, pero
se ha encontrado diferencia significativa en el nimero de hojas y muerte de
plantulas debido a que los grupos de promedio son heterogéneos. La
germinacion de las semillas de Croton sp. de 8 dias de cosechada mostré
una baja germinacién, probablemente se debe a la alta intensidad de luz que

fue expuesta durante la fase de germinacion..

En la prueba de Duncan (Graficos 5, 6, 7, 8 y 9) para la germinacién de
semillas, callogénesis, nimero de hojas y muerte muestran diferencias
significativas, indicando que existe heterogeneidad en los promedios que son

respuestas del contenido nutricional de los medios de cultivos ensayados.
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Cuadro 8: Analisis de varianza para propagacion sexual in vitro de Sangre de Grado — Croton sp.

v leL Germinacién Callogénesis Rizogénesis Numero de hojas

o S.C. | CM |F.C. Signif|S.C.| CM | F.C. |Signif.|S.C.| C.M | F.C. | Signif. [S.C.| C.M | F.C. | Signif.
Tratam.| 4 | 20645 |51.61280.09 * 158.41}14 602|3168.75| ** |40.53|10.31111026.96] ** |5.12|1.279|277.59| =«
Error 45 | 829 | 0.18 0.21 | 0.004 0.37 | 0.009 0.21 0.004
[Total | 49 | 214.74 58.61 40.89 5.33
R?2 % 96.14 99.65 99.11 96.10
CV % 7.92 2.89 3.07 5.36
Prom. 5.42 2.35 3.23 - 1.27

Cuadro 9: Analisis de varianza para la propagacion sexual de Croton spp. in vitro. Datos transformados Vx+0.5.

E vV G L Altura cm Muerte Vitrificacion
T "7 | S.C.|CM| F.C. |Signif.| S.C.| CM |F.C.|Signif.|S.C.| CM | F.C. | Signif.
Tratam. 4 20.61 | 515 |343.01| = |20357| 50.89 |916.14] * |125.73| 31.43 [1658.92| **
Error 45 0.68 | 0.02 250 | 0.05 0.85 | 0.02
Total 49 | 21.29 206.09 126.58
R29% 96.82 98.78 99.33
CV % 23.75 7.56 3.69
Prom. 0.52 3.12 3.73

** = Existe diferencia altamente significativo entre tratamientos
N. S. = No existe diferencia estadistica entre tratamientos
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Grafico N° 5: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagaciéon sexual
de Croton sp in vitro (% Germinacién)
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Grafico N° 6: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
sexual de Croton sp in vitro (% Callogénesis)
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Gréfico N° 7: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
sexual de Croton sp in vitro (% Rizogénesis)
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Grafico N° 8: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion sexual
de Croton sp in vitro (N° Hojas)
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Grafico N° 9: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion sexual
de Croton sp in vitro (Altura cm)
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Grafico N° 10: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
sexual de Croton sp in vitro (% Muerte)
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Grafico N° 11: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
sexual de Croton sp in vitro (% Vitrificacién)
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Propagacion clonal de “Sangre de Grado” por explantes de hojas y
peciolos.

Al analizar los resultados del analisis de varianza (cuadro 10) correspondiente
a la propagacién por explantes de hojas y peciolos, no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a callogénesis, rizogénesis, muerte del
tejido y fenolizacién; solo se encontr6 diferencia altamente significativa en el
color marrén de los explantes. Con relacién al R? existe una asociaciéon entre
tratamientos con respecto al color marrén y bajo nivel de asociacién con
respecto a las demas evaluaciones. Los C. V. que variaron de 2.33 a 2.48 %
estdn dentro de los rangos aceptables para trabajos de laboratorio

establecidos por Calzada (1970).

En los resultados de las pruebas de Duncan (Graficos N° 12, 13, 14 y 15), no
existe diferencia estadistica en las evaluaciones de callogénesis, rizogénesis,
muerte y fénolizacién de plantulas. Solo hubo diferencia estadistica en el color
marrén que es una expresion de necrosis. El tratamiento 1 con 84 % de color
marron, 22.25 % de rizogénesis y con 12. 75 % de plantulas muertas y

fenolizadas se ha mantenido en el primer lugar.
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Cuadro 10: Analisis de varianza de la Propagacion clonal por explante de hojas y peciolos de Croton spp. in vitro.

Expresado en porcentaje.

Fv. leL Color Marrén Callogénesis Rizogénesis Muerte
S.C. C.M F.C. |Sig.| S.C. CM |FC | Sig |SC|CM]|FC | Sig S. C. C.M F.C. | Sig.

Tratam. 3 |8494.08 |2831.36 | 3953.36 | ** |[1830.98| 610.33 | 680.25| ** |32.09| 1069 | 26.01 | ** | 365.34 | 121.78 | 129.74

Error 16 | 1146 | 0.72 14.36 | 0.89 6.58 | 0.41 15.01 | 0.84

Total 19 | 8505.54 1845.33 38.67 380.36

R? % 99.86 99.22 82.98 96.05

C.V.% 3.68 2.54 2.56 5.11

Promedio 23.00 37.36 25.08 18.94

** = Existe diferencia altamente significativo entre tratamientos
N. S. = No existe diferencia estadistica entre tratamientos
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Grafico N° 12: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion clonal
por explante de hojas y peciolos de Croton sp in vitro (Color

Marrén)
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Grafico N° 13: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion clonal
por explante de hojas y peciolos de Croton sp in vitro

(Callogénesis)
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Grafico N° 14: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion clonal
por explante de hojas y peciolos de Croton sp in vitro
(Rizogénesis)
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Gréafico N° 15: Prueba de rangos medios de Duncan para la Propagacion
clonal por explante de hojas y peciolos de Croton spp. in vitro
(Muerte %)
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Evaluacion cualitativa de la propagacion clonal por nudos de Sangre de
grado.
En las evaluaciones cualitativas de la propagacién clonal de nudos de Sangre

de Grado (cuadro N° 11), los tratamientos 1 al 3 mostraron supervivencia,
morfogénesis, color y vitrificacién en un 100 %. En los tratamientos 4, 5y 6 la
supervivencia, morfogénesis y color verde tienen resultados con variacion que

fluctia en 50 %.
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Cuadro 11: Evaluacién cualitativa de la propagacion asexual por nudos de Croton

sp. in vitro.
Repeticiones | Pruebas | Supervivencia | Morfologia Color Vitrificacion
1 Vivo ‘ Reg. Hojas Verde Vitrificacion
2 Vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
1 3 Vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
4 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
Total
1 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
5 2 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
3 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
4 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
Total
1 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
3 2 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
3 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
4 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
Total
1 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
4 2 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
3 Muerto Muerto Muerto Muerto
4 Muerto Muerto Muerto Muerto
Total
1 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
5 2 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
3 Muerto Muerto | Muerto Muerto
4 Muerto Muerto Muerto Muerto
Total
1 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacién
6 2 Muerto Muerto Muerto Muerto
3 Muerto Muerto Muerto Muerto
4 vivo Reg. Hojas Verde Vitrificacion
Total
Total General 18 18
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VI. DISCUSION

Siembra de semillas en vivero

En Ios.anélisis estadisticos de la propagacion sexual de sangre de grado en
invernadero, los andlisis de varianza se presentan en el cuadro N° 7 y las
pruebas de rangos muiltiples de Duncan en los graficos 1, 2, 3 y 4, se observo

lo siguiente:

El analisis de varianza para germinacién, la prueba de F resultd
altamente significativa (**), indicando que existe diferencia estadistica entre
los tratamientos. El C. V. de 5.70 % esta en el rango 4 y 8 % tal como
establece Calzada (1970), para experimentos caracteristicas y calidad. Su R?
de 84.12 %, nos indica que esta asociado al proceso de la germinaciéon de
semillas en los tratamientos. Al comparar los resultados del grafico 1 y 5 con
respecto a la germinacion de semilla in vitro, se observa que hay mayor
emergencia de plantulas con la aplicacion de acido sulfurico al 1 %,
demostrando que luz difusa o la oscuridad tiene mayor importancia para la
germinacion de la semilla de sangre de grado, tal como ocurre en su habitad
natural.

La prueba de Duncan para germinacién, resulté con diferencias
estadisticas por que los tratamientos estudiados mostraron valores

porcentuales muy marcados entre ellos. El tratamiento 3 que correspondi6é a

~ las semillas tratadas con 150 ml de acido giberélico a 500 ppm durante 36

horas registré 87.53 % de semillas germinadas y superd estadisticamente a
los demas tratamientos. Los tratamientos 5 y 4 con 1460 y 11.60 % de

semillas germinadas no se diferenciaron entre ellos y ocuparon el segundo
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lugar. E! 87.53 % de semillas germinadas en el tratamiento 3, se debe a la
accion de las giberelinas que han inducido rompiendo los mecanismos de
inhibicion activa del crecimiento del embrién propio de la semilla. Asimismo
es claro notar el efecto de la luz es importante para obtener mayor
emergencia de plantulas; para el caso de sangre de grado requiere de baja

luminosidad aproximadamente del 1 %.

En el analisis de varianza para promedio de altura de las plantulas, la
prueba de F result6 altamente significativa (**), indicando que existe diferencia
estadistica entre los tratamientos. EI CV de 25.17 % y R? de 96.22 % estan
dentro de lo establecido ;;or Calzada (1970), para los analisis de

agrondémicos y ganaderos.

La prueba de Duncan para promedio de altura resulté con diferencia
estadistica entre los tratamientos por que fueron heterogéneos en el
crecimiento de la planta. El tratamiento 3 mostré plantas desde 0.5 hasta
760 cm de altura, dando un promedio de 5.09 cm, superando
estadisticamente a los demas tratamientos; en este caso se nota que el 4cido
giberélico fomenta el desarrollo celular que va en beneficio del crecimiento
vertical y horizontal de la plantula, también se debe a buena germinacioén y
emergencia de la semilla. El segundo lugar ocupé el tratamiento 4, con
plantulas que registraron alturas desde 1.00 a 4.50 cm y el promedio fue 1.48
cm; los tratamientos con Aacido sulfurico al 1 % y sin eliminacion del arilo
afecta la germinaciéon de semilla, el primero porque causa dafo quimico y

segundo porque que arilo impermeabiliza a la semilla, no dejando pasar el
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agua en cantidades suficientes para cumplir con los procesos fisiologicos en

el proceso de la germinacion.

En el analisis de varianza del nimero de hojas por plantulas, la prueba
de F resulté altamente significativa (**), indicando que existe diferencia
estadisticas entre los tratamientos. Su CV de 5.85 % y R? de 97.58 % nos
indica que estan de acorde a lo establecido por Calzada (1970), para
experimentos de laboratorio, invernaderos y  analisis de calidad o
caracteristicas de plantas. La variacién del niamero de las hojas de las
plantulas en los tratamientos fueron dependientes del contenido nutricional de

los medios de cultivos utilizado en los tratamientos.

La prueba de Duncan para el nimero de hojas de las plantulas en
invernadero; dio como resultado con diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos por que existe heterogeneidad en la formacién de hojas por
planta. El tratamiento 3 con promedio de 6.00 hojas por plantulas, super6
estadisticamente a los demas tratamientos, demostrando que el &acido
giberélico intervino en la multiplicacion celular y como consecuencia formé
mayor nimero de hojas. El tratamiento 4, ocup6 el segundo lugar con
promedios 2.24 hojas por plantulas. En estos casos se explica que las
plantulas han formado hojas hasta que termine sus nutrientes écumulados,
por otra parte es posible que el acido sulftrico actta inhi_biendo el crecimiento
celular y como consecuencia no se formaron mas hojas. Este efecto tiene

relacion con el efecto observado en la altura.
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En el andlisis de varianza de la muerte de plantulas, la prueba de F
resulté altamente significativa (**), indicando que existe diferencia estadistica
entre los tratamientos. Su CV de 5,46 % esta acorde con lo establecido por
Calzada (1970), para experimentos de laboratorio, invernaderos y andlisis de
calidad 6 caracteristicas de plantas. Su coeficiente de determinacién 99.19,
nos indica que tiene una buena asociacion con respecto a la evaluacion

realizada

En la prueba de rangos miiltiples de Duncan de muerte de plantulas
obtenidas de semillas en invernadero, donde encontramos diferencia
estadistica entre los tratamientos. El tratamiento 5 con promedio 15.95 % de
semillas germinadas, superando estadisticamente a los demas tratamientos.

Los tratamientos 1 no registr6é plantas muertas.

La semilla germinada de Croton sp de 87.07 % en el invernadero con
el tratamiento de acido giberélico es superior al 80 % obtenido Gaviria en
1991 citado por Durand y Rivero (1996) y con respecto a la siembra de la
semilla in vitro; la alta iluminacién no permitié la mayor germinacién de plantas

in vitro.

La altura de 5.09 cm y namero de hojas de 6.00 por planta obtenida
por el tratamiento 3, superan a los resultados obtenidos por el tratamiento 4
de la propagacién in vitro por semillas sexuales que muestran plantulas con
1.48 cm de altura y 2.24 hojas planta; asi mismo se observd que existié

menor numero de plantas muertas. Referente a las observaciones realizadas
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en la propagacion de semillas sexuales in vifro e invernadero, es necesario
realizar mayor observacién en cuanto al comportamiento de la semilla con

respecto a los factores ambientales.

6.2. Propagacion sexual in vitro con los diferentes tratamientos
En los analisis estadisticos de la propagacion sexual in vitro de Sangre de
Grado, los analisis de varianza se presentan en los cuadros N° 8 y 9, y las
pruebas de Duncan en los graficos N° 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 11. Luego de los

analisis se llegé a las siguientes observaciones:

En los resultados de la germinacion de semillas sexuales, se encontré
diferencia estadistica altamente significativa entre los tratamientos mostrando
heterogeneidad en el porcentaje de plantas emergidas porque las semillas no
tuvieron buena viabilidad y vigor, y por otra parte se debe al efecto de los
tratamientos ensayados. Su C. V. de 7.92 %, estd en los rangos 4 y 8 %,
como establece Calzada (1970) para calidad y caracteristicas. El R? de 96.14
% muestra un buen nivel de asociacion entre los tratamientos tal como

establece el mismo autor.

La prueba de Duncan para la germinacién de semillas en medios de
cultivo en el laboratorio (grafico 5), resulté con diferencias estadisticas entre
los tratamientos. El tratamiento 2 con 15.95 % de semilla_s germinadas, superd
estadisticamente a los demas tratamientos. El segundo lugar ocupé el
tratamientos 1 con 13.94 %. No se observé semilla germinada en el

tratamiento 5 (semillas sumergidas en agua caliente a temperatura 80 °C),
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porque la altas temperatura ocasionaron la muerte del embrion. Este
tratamiento no estuvo de acorde con las recomendaciones para el tratamiento
de patégenos en la mayoria de semillas botanicas que establecen Duarte
(1981), Agrios (1978 y 1995), French y Teddy (1980), entre 48 y 52 de °C

por 20 a 30 minutos.

El tratamiento 1 que corresponde a la aplicaciéon de acido sulfarico al
1% obtuvo 15.95 % de semillas germinadas, 5.19 % de formacién de callos,
2.39 hojas por planta, 1.70 cm de altura, 2.20 % de muerte y 2.60 % de
vitrificacién superando a todas las pruebas estudiadas en la propagacion in

vitro de las semillas sexuales.

Los niveles de germinacion de los tratamientos en estudio (1 al 5), es
menor en comparaciéon con los resultados obtenidos en invernadero en las
comunidades nativas del Rio Perenne por Gaviria 1991, citado Durand y

Rivero (1996) de 52 %.

En la rizogénesis (grafico 7) las semillas sumergidas en 150 ml de
acido sulfarico al 1 % durante 10 miﬁutos y semillas sin arilo (tratamientos 1y
4) registraron 4.39 y 3.99 % de explantes con raices y el tratamiento 3 con
2.00 %. Las semillas sumergidas en acido sulfarico al 2 % y con acido
giberelico a 500 ppm (tratamiento 1), permitieron que el arilo se destruya,
dejando libre a la semilla, provocando mayor enraizamiento.

En las evaluaciones de callogénesis de las vitroplantas, no se

encontrd diferencia significativa entre los tratamientos por que las respuestas
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de las semillas variaron de acuerdo al tratamiento efectuado. Su C. V. de 2.89
% es bajo y esta inferior a los rangos 4 y 8 % que establece Calzada (1970)
para los datos de calidad o de caracteristicas pero tiene concordancia para
experimentos en laboratorio. El R? de 99.65 % nos indican buen nivel de
asociacion entre los tratamientos estudiados, tal como establece Calzada

(1970) para el coeficiente de determinacion muiltiple.

La prueba de rangos miltiples de Durican, de la formacién de
callogénesis (grafico 6) de las vitroplantas en medios de cultivos en el
laboratorio, resulté con diferencia estadistica altamente significativas entre
ellos entre los tratamientos. El tratamiento 1 con 5.19 %, superé
estadisticamente a los demas tratamientos que no registraron callos. Se nota
claramente la intervencion del acido sulfarico al 1 % en el proceso de la
multiplicacién celular, dando como resultado formaciéon de callos, hecho
importante para el proceso de multiplicacién in vitro de plantulas de sangre de
grado |

En las evaluaciones de rizogénesis, no se encontré diferencia
significativa entre los tratamientos, porque las raices formadas no difieren en
funcién a los tratamientos. Su C. V. de 3.07 % esta dentro del rango de 1y 8
% como establece Calzada (1970) para los datos de laboratorio, calidad o
de caracteristicas de plantas. El R?> de 99.11 % nos indica un buen nivel
asociado en los tratamientos tal como establece Calzada (1970) para el
coeficiente de determinacion multiple.

La prueba de Duncan de rizogénesis (grafico 7) de propagacion sexual

in vitro, resultd con diferencia estadistica altamente significativa entre los
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tratamientos. El tratamiento 1 ocupé el primer lugar con promedios 4.39 % de
formacion de raices, variando entre las pruebas, pero no se diferenci6 de los
demas tratamientos; los tratamientos 4 y 5 no formaron raicillas. Las semillas
de sangre de grado sin tratamientos no formaron raices por que no existi6 un

inductor que active a los genes responsables de la formacion de raices

En las evaluaciones de altura de vitroplantas, se encontré diferencias
altamente significativas entre los tratamientos porque las plantulas fueron
heterogéneas en el crecimiento. Su C. V. de 23.75 % es alto y no se
encuentra en los rangos 4 y 8 % como establece Calzada (1970) para
trabajos en laboratorios y datos de calidad o de caracteristicas. El R? de
96.82 % nos indican que estan asociados con el resultado de la altura de

plantulas.

La prueba de Duncan para la altura de las vitroplantas (grafico 9),
resulté con diferencia estadistica entre los tratamientos. El tratamiento 1 con
una altura de 1.70 cm superd estadisticamente a los demas tratamientos,
demostrandonos que las plantas que formaron callos y raices tienen mayor
altura. Los tratamientos 4 y 2 que formaron raices después de la germinacion
dieron como resultados plantas de menor altura. Es claro notar que la funcién
del acido sulfarico al 1 % ha inducido en la multiplicacién celular horizontal y

vertical de las plantulas de sangre de grado.

En las evaluaciones del numero de hojas de las vitroplantas, se

encontr6 diferencia significativa entre los tratamientos, debido a que no todas
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las plantas emergidas formaron la misma cantidad de hoja. Su C. V. de 5.36
% es bajo y estd en los rangos 4 y 8 % como lo establece Calzada (1970)
para los datos de calidad o de caracteriéticas. El R de 96.10 % nos indican
que estan asociados y 3.90 % no estan asociados a los tratamientos tal como

establece Calzada (1970) para el coeficiente de determinacién muiltiple.

La prueba de Duncan para el numero de hojas de las vitroplantas
(gréfico 8), resultaron con diferencia estadistica entre los tratamientos. El
tratamiento 1 con 2.39 hojas por vitroplanta, super6 estadisticamente a los
tratamientos 4 y 2 que registraron menor hoja en las vitroplantas, este
resultado nos indica que las plantulas obtenidas de callos. forman mayor
namero de hojas que las plantas procedentes de raices. El tratamientos 3 no
formé plantulas y como consecuencia tampoco hojas a pesar de haber

formado raices.

En la muerte de las vitroplantas, se encontré diferencia significativa
entre los tratamientos. Su C. V. de 7.56 % es bajo y estd en los rangos de 4
y 8 % como establece Calzada (1970) para los datos de calidad. El R? de

98.78 %, nos indican que estan asociados con respecto a esta evaluacion.

La prueba de Duncan para muerte de vitro plantas (grafico 10) de
semillas botanicas en el laboratorio, resulté con diferencias estadisticamente
significativa. El tratamiento 5 con 100 % registr6 el mayor porcentaje de
vitroplantas muertas. Los tratamientos 2 y 1 no registraron vitroplantas

muertas. La muerte de las vitroplantas se debi6é a la presencia de micelio de
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hongos fitopatogenos endéfitos que fueron introducidas en el interior de Ia

-semilla.

En las evaluaciones para la vitrificacion, se encontré diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos. Su C. V. de 3.69 % es
aceptable, como establece Calzada (1970) para los rendimientos
caracteristicas y calidad. El R? de 99.33 % estan asociados a los

tratamientos con respecto a la vitrificacion.

La prueba de Duncan para la vitrificacién de semillas (grafico 11) en
medios de cultivos en el laboratorio, resulté con diferencia estadistica entre
los tratamientos. No se observé vitrificacion en el tratamiento 2 y 5. El
tratamiento 1 al otorgar un balance nutricional adecuado y el tratamiento 4,
que correspondié al agua caliente aproximadamente 80 °C, que inactiv6 las
reacciones respiratorias y asi mimo éste tratamiento no permitié la

vitrificacion.

Propagacion asexual por explante de hojas y peciolos de sangre de
grado.

En los analisis estadisticos de la Propagacion Asexual (explante de hojas y
peciolos de vitro plantas) de sangre de grado en invernadero, los analisis de
varianza se presentan en el cuadro N° 10 y las pruebas de rangos mdiltiples
de Duncan en el Grafico 12, 13, 14 y 15. Luego de los andlisis se llegd a lo
siguiente:

En el analisis de varianza para el color marrén, la prueba de F resulté
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altamente significativa (**), indicando que existe diferencia estadistica
altamente significativa, existiendo variacion en la respuesta al color de cada
uno de los explantes durante el experimento. EI CV de 3.68 % y R? de 99.86
%, nos indica que se encuentra en un rango 6ptimo, conforme establece

Calzada (1970), para experimentos agronémicos y ganaderos.

La prueba de Duncan para el color marrén (grafico 12), resultdé con
diferencia estadistica entre los tratamientos. El tratamiento 1 con 68.00 % del
color marrén, superé estadisticamente a los demas tratamientos. El
tratamiento 3 ocupa el segund§ lugar con 16 % y los tratar.nientos 2y4no

registran el color marrén, no existiendo diferencia estadistica entre ellos.

En el analisis de varianza para callogénesis, la prueba de F resultdé No
Significativa (N. S.), indicando que no existe diferencia estadistica entre los
tratamientos. Su CV de 2.54 %, nos indica que estd de acorde a lo
establecido por Calzada (1970), para trabajos en experimentos ganaderos y
agronémicos. El R? de 99.22%, nos indica un buen nivel de asociacién de los
tratamientos en funcion de la callogénesis, respuesta que se debe
probablemente a la influencia de factores ambientales o la desnaturalizacién

de la hormona al ser esterilizado a 130 °C por 20 minutos en el autoclave.

La prueba de Duncan para Callogénesis (grafico 13); resulté con
diferencia estadistica entre los tratamientos. El tratamiento 2 con 44 % de
explante formaron callos, superando a los demas tratamientos. Ocupé el

segundo lugar los tratamientos 1 y 3 con 36 % de callos formados. El ultimo
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lugar ocupd el tratamiento 4 con 16.00 % de callos. En esta evaluacién se

nota que todo los tratamientos han formado callos inferiores al 50 %.

En el analisis de varianza para rizogenésis, la prueba de F resulté con
diferencia estadistica altamente significativa, por que entre tratamiento hubo
respuestas divergentes. Su C. V. de 256 % estando de acorde con lo
establecido por Calzada (1970), cuando menciona para experimentos de
laboratorio, invernaderos y | analisis de calidad 6 caracteristicas de plantas. El

R? de 82.98 % nos indica la baja asociacion entre los tratamientos.

En la prueba de Duncan para rizogénesis (grafico 14), encontramos
diferencia estadistica entre los tratamientos. El tratamiento 1 con 20 % de
raices formé mayor porcentaje, superando a los tratamientos de 4, 3, 1 que

registraron un promedio de 16 % de explantes que formaron raices.

En el analisis de varianza para la muerte, la prueba de F resulté
estadisticamente altamente significativa, indicando que no existe
homogeneidad. Su CV de 5.11 % estando de acorde con lo establecido por
Calzada (1970), cuando menciona para experimentos de laboratorios e
invernaderos. El R? de 96.05 % nos indica una buena asociacion entre los

tratamientos.

En la prueba de Duncan para la muerte (grafico 15), donde
encontramos diferencia estadistica entre los tratamientoé. El tratamiento 2 con
16 % de explantes muertos, superando a los demas tratamientos.

Los explantes de hojas y peciolos de Croton sp. in vitro, formaron

callos y raices. EIl color marrén en el tejido tiene relacién con los cortes
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realizados por que se destruye algunaslc,élulas, exponiendo a la oxidacion a
los fenoles con la enzima fenoloxidaza al ponerse en contacto con el
oxigeno. La formacion de callos de semillas sexuales de 57 % y explante de
hojas y peciolos de 56.82 %, difieren 18 centésimas, indicando que tienen
respuestas similares en los medios de cultivos. Existe 12.75 % de explantes
muertos en tratamiento 1, que es inferior 47.73 % obtenida por el mismo

tratamiento en la propagacién in vitro por semilla.

Evaluacion cualitativa de Propagacion Asexual por segmentos nodales.
El Cuadro N° 11 (Ver Anexos) de Propagacién Asexual por Explante de Nudo

nos indica lo siguiente:

Los tratamientos 1, 2, y 3 fueron los que obtuvieron mejores resultados
tanto en Supervivencia, Morfologia (regeneraciéon de hojas) y Color varié de
verde: claro a oscuro; el cambio de tonalidad de verde se debe a la
multiplicacién de las células y al envejecimiento. A los 16 dias dé sembrado
los explantes se mantiene vivos con color verde claro pero se vitrifican;
probablemente se deba a la pérdida del agua en todos los medios que

provoco la cristalizacion del cultivo que fueron materia de estudio.
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Vil. CONCLUSIONES

Los mejores tratamientos en la propagacion sexual fueron: en invernadero el
tratamiento 3 (Semillas sumergidas en 150 mi de &cido giberélico a la dosis
de 500 ppm durante 36 horas) con 87.53 % de germinacién, 5.09 cm de

altura y 6.00 hojas por plantula.

El mayor numero de callos se presenté en el tratamiento 3 (Semillas
sumergidas en 150 ml de acido giberélico a la dosis de 500 ppm durante 36

horas) con 5.19 % de la propagacién sexual in vitro.

En el experimento de la propagacién asexual in vitro por explante de hojas y
peciolos, el tratamiento 2 (dosis de 0.25 de acido 2,4-dicloro-fenoxiacético)

formo6 44.00 % de callos.

Form6é mayor nimero de raices en la propagacion asexual por explante de
hojas y peciolos, los tratamientos 1 (siembra de hojas y peciolos en medio de

cultivo sin acido 24, dicloro-fenoxi-acético) con 20.00 %

La vitrificacion es el estado brillante que muestra el tejido o las vitro plantas

por la acumulacién de agua.

Los tratamientos 1, 2 y 3 (siembra de segmentos nodales: sin acido 2,4-
dicloro-fenoxiacético, con 0.25 % de 2,4-D y 0.50 de 2,4-D) del ensayo de la
propagacién asexual in vitro con 100 % supervivencia, morfogénesis y color

verde dieron los mejores resultados.
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Vilil. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar estudios de viabilidad y vigor de la semilla de Croton

sp. para optimizar su momento de siembra y su conservacion.

Para una mejor explotaciéon de Croton sp. en plantaciones comerciales es
necesario determinar el momento del inicio y la maxima produccién del

taspine dentro de la savia.

Se recomienda buscar la temperatura 6ptima y el tiempo requerido para el
tratamiento semilla sexual de Croton sp. con agua caliente para que no

afecte la germinacion.

Probar cambios en el contenido nutricional y hormonal del medio de cultivo
para lograr un equilibrio en la formacién de callos y raices de los explantes

por hojas, peciolos y segmentos nodéles de Croton sp.

Determinar el momento 6ptimo de aplicacién de las hormonas en los medios

de cultivos para evitar la desnaturalizacion por efecto del calor.

Se debe trasladar los explantes antes de los 16 dias de sembradas a otro
medio de cultivo con la misma composicién nutricional que los medio de

cultivos anteriores, para mantenerlos sin vitrificar.
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IX. RESUMEN

Los experimentos se realizaron en las instalaciones del Laboratorio de Cultivoé de
Tejidos Vegetales e invernadero de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
Universidad Nacional de San Martin, con los objetivos de desarrollar diferentes
estrategias de propagacion sexual y clonal in vitro e invernadero y describir algunas
caracteristicas morfologicas de las plantulas de “Sangre de grado” (Crotfon lechlen).
Fue ubicado en la Ciudad Universitaria, distrito de Morales, provincia y Regiéon San
Martin, Longitud Oeste 76° 21’, Latitud Sur 6° 29', Altitud, 350 m. s. n. m y Clima
bosque seco tropical (Holdridge 1972).. En la propagacién sexual por invernadero
los mejores resultados fueron, el tratamiento 3 con 87.53 % de germinacién de
semillas y 5.09 cm de altura; en la propagacién in vitro el tratamiento 1 con 13.94 %
de germinacién y 5.19 % de formacién de callos. En la propagacion asexual por
explante de hojas y tallos, formé mayor nimero de raices el tratamiento 2 con 20.00
%. El color marrén es un proceso de transicién en el aspecto fisiolégico del explante
de hojas y peciolos; la vitrificacion es el estado brillante que muestra el tejido o las
vitroplantas por exceso del agua. En la propagacion asexual de explante de hojas y
peciolos, la fenolizacién de los callos tienen relaciéon con la muerte de los callos en
mayoria de los tratamientos. Los tratamientos 1, 2 y 3 con 100 % supervivehcia,
morfogénesis y color verde son los mejores resultados en la propagacién asexual

por explante de nudos.
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X. SUMMARY

The experiments were carried out in the facilities of the Plant tissue culture laboratory
and greenhouse of the Faculty of Agrarian Sciences of the National University of San
Martin, with the objectives of developing different strategies of sexual propagation
and clonal in vitro and greenhouse and to describe some characteristic morphological
of the small plants of “degree Blood” (Croton lechlen). It was located in the Univérsity
City, district of Morales, county and Region San Martin, Longitude West 76° 21 ',
South Latitude 6° 29 ', Altitude, 350 m. s. n. m and Climate tropical dry forest
(Holdridge 1972).. In the sexual propagation for greenhouse the best results were,
the treatment 3 with 87.53% of germination of seeds and 5.09 cm of height; in the
propagation in vitro the treatment 1 with 13.94 germination% and 5.19% of formation
of tripes. In the asexual propagation for explante of leaves and shafts, it formed
bigger number of roots the treatment‘ 2 with 20.00%. The brown color is a transition
process in the physiologic aspect of the explante of leaves and petibles; the
vitrificacion is the brilliant state that it shows the fabric or the vitroplantas for excess
of the water. In the asexual propagation of explante of leaves and petioles, the
fenolizacién of the tripes has relationship‘_with the death of the tripes in majority of the
treatments. The treatments 1, 2 and 3 with 100% survival, morfogénesis and green

color are the best results in the asexual propagation for explante of knots.
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Cuadro 19: Promedios de las pruebas de la propagacién sexual en invernadero

Tratamientos | N° de Pruebas| Germinacion % Altura (cm) N° de hojas Muerte %
1 1 0.00 0.00 0.00 0.00
1 2 0.00 0.50 0.00 0.00
1 3 0.00 0.00 0.00 0.00
1 4 0.00 0.50 0.00 0.00
1 5 0.00 0.00 0.00 0.00
1 6 0.00 0.00 0.00 0.00
1 7 20.00 3.50 5.00 0.00
1 8 0.00 0.00 0.00 . 0.00
1 9 0.00 0.00 0.00 0.00
1 10 0.00 0.00 0.00 , 0.00
2 1 0.00 0.00 0.00 0.00
2 2 0.00 0.00 0.00 0.00
2 3 0.00 0.00 0.00 0.00
2 4 0.00 0.00 0.00 0.00
2 5 0.00 0.00 0.00 0.00
2 6 0.00 0.00 0.00 0.00
2 7 0.00 0.00 0.00 0.00
2 8 0.00 0.00 0.00 0.00
2 9 0.00 0.00 0.00 0.00
2 10 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1 80.00 5.95 7.25 0.00
3 2 80.00 7.60 6.33 0.00
3 3 100.00 4.94 5.80 0.00
3 4 0.00 0.00 0.00 0.00
3 5 100.00 414 7.00 0.00
3 6 80.00 4.45 6.00 0.00
3 7 100.00 4.60 7.00 20.00
3 8 80.00 7.00 6.75 0.00
3 9 100.00 6.10 7.20 ' 0.00
3 10 80.00 5.63 6.67 20.00
4 1 0.00 0.00 0.00 0.00
4 2 0.00 0.00 0.00 0.00
4 3 0.00 0.00 0.00 0.00
4 4 20.00 1.00 2.00 0.00
4 5 20.00 4.50 7.00 0.00
4 6 0.00 0.00 0.00 0.00
4 7 0.00 0.00 0.00 0.00
4 8 0.00 0.00 0.00 0.00
4 9 40.00 4.20 6.00 20.00
4 10 40.00 5.10 7.50 0.00
5 1 80.00 0.60 2.00 80.00
5 2 20.00 0.00 0.00 20.00
5 3 20.00 3.00 4.00 20.00
5 4 0.00 0.00 0.00 0.00
5 5 0.00 0.00 0.00 0.00
5 6 0.00 0.00 0.00 0.00
5 7 0.00 0.00 0.00 0.00
5 8 20.00 3.20 6.00. 20.00
5 9 0.00 0.00 0.00 0.00
5 10 20.00 0.00 0.00 20.00
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Cuadro 20: Promedios de ias

pruebas de la

propagacion sexual in vitro

Ttos | Repet. Germinacién | Callogenesis | Rizogenesis | Altura | N° -de Muerte | Vitrificacion
% % % cm Hojas % %
1 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 2 20.00 0.00 0.00 0.50 2.00 0.00 20.00
1 3 40.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 40.00
1 4 20.00 0.00 0.00 0.50 5.00 0.00 20.00
1 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
1 8 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 0.00
1 9 20.00 22.00 22.00 8.50 7.00 0.00 0.00
1 10 20.00 22.00 22.00 7.50 | 10.00 0.00 0.00
2 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 2 80.00 0.00 20.00 0.00 0.00 80.00 0.00
2 3 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00 0.00
2 4 20.00 0.00 20.00 0.00 0.00 | 20.00 0.00
2 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 7 20.00 0.00 0.00 2.00 2.00 20.00 0.00
2 8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 3 20.00 0.00 20.00 0.00 0.00 0.00 20.00
3 4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 5 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00
3 6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
3 9 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00
3 10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 3 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00
4 4 20.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 20.00
4 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
4 9 20.00 0.00 0.00 2.70 4.00 0.00 20.00
4 10 40.00 0.00 0.00 5.10 7.50 0.00 0.00
5 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 3 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 4 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 7 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 8 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 9 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
5 10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
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Cuadro 21: Evaluacién de la propagacion clonal a partir apices de hojas y peciolos de
Croton sp. in vitro

Repeticiones Pruebas Color marrén | Callogenesis | Rizogenesis | Muerte
% % % %

1 1 40.00 0.00 60.00 20.00
1 2 80.00 40.00 0.00 0.00
1 3 80.00 80.00 0.00 0.00
1 4 80.00 20.00 0.00 0.00
1 5 60.00 40.00 40.00 0.00
2 1 0.00 80.00 0.00 0.00
2 2 0.00 0.00 20.00 80.00
2 3 0.00 80.00 20.00 0.00
2 4 0.00 - 60.00 20.00 0.00
2 5 0.00 0.00 20.00 0.00
3 1 0.00 60.00 0.00 20.00
3 2 0.00 0.00 80.00 0.00
3 3 0.00 0.00 0.00 20.00
3 4 0.00 80.00 0.00 0.00
3 5 80.00 40.00 0.00 0.00
4 1 0.00 0.00 0.00 60.00
4 2 0.00 20.00 0.00 0.00
4 3 0.00 60.00 0.00 0.00
4 4 0.00 0.00 80.00 0.00
4 5 0.00 0.00 0.00 0.00
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Cuadro 18: Presupuesto y financiamiento
N° DESCRIPCION UNIDAD CANTIDAD |P/U. (Sl.)| TOTAL (S/.)
|. |REMUNERACIONES 2,325.00
*Recoleccion Semilla Jornales 10 25.00 200.00
Beneficio de Semilla Jornales 2 25.00 50.00
Recoleccion Suelo Monte Jornales 5 15.00 30.00
Preparacién Vivero Jornales 2 22.50 45.00
Conduccién experimento Salar.Mens 500 2,000 2,000
il {BIENES 2,121.00
Papel aluminio Rolios 5 96.00 480.00
Papel plastico(Clear Wrap) Rollos 5 50.00 250.00
Pinzas 12 cm Unidad 1 32.00 32.00
Algodén 1g. 1 38.00 38.00
Bisturies 10 u 11 cm Caja 100 u 1 116.00 116.00
Sucrosa Fco 500 g. 1 186.00 186.00
Guantes quirargicos Caja 50 u. 1 118.00 118.00
Carbén activo Fco 250 g. 1 172.00 172.00
Alcohol 96% I 5 6.00 6.00
Buffer PH-7 Caja 1 92.00 92.00
Lejia I 5 4.00 20.00
Escarificador HoSO4 2% Fco. 1 94.00 94.00
Induccién (AG3;) I 1 78.00 78.00
Trifenil — Tetrazolium | 1 80.00 80.00
BAP I 1 80.00 80.00
2-4-D I 1 100.00 100.00
Rollo Slide Unidad 2 20.00 40.00
Rollo Copias Unidad 2 156.00 30.00
Papel Bond 80° Millar 1 20.00 20.00
Papel Bulki Millar 1 15.00 15.00
Papel Carbén Millar 1 15.00 15.00
Libreta de Campo Unidad 2 5.00 5.00
Lapiz, lapicero Unidad 4 4.00 4.00
Mandil, Unidad 1 50.00 50.00
Iil. | SERVICIOS 1,410.00
Transporte Semilla Pasaje 10 20.00 200.00
Traslado Suelo Transp.. 1 20.00 20.00
Andlisis de suelo Andlisis 1 40.00 40.00
Servicio laboratorio Contrato 1 1,000 1,000.00
Servicio Computadora Copias 150 1.00 150.00

COSTO TOTAL:

5,856.00
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Foto 01: Excision de segmentos nodales de Croton spp
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Foto 03: Colocacién de segmentos de Crofon spp en tubo de ensayo

Foto 04: Aislamiento de segmentos nodales de Croton spp
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Foto 05: Frasco conteniendo segmentos de Croton spp
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Foto 07: Placa Petri con explante de hoja Croton spp

Foto 08: Frascos conteniendo explantes de hoja de Croton spp
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Foto 09: Frascos conteniendo explantes de nudos de Crotfon spp

Foto 10: Bandejas conteniendo plantulas de Croton spp
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Foto 11: Bandejas conteniendo plantulas de Croton spp

Foto 12: Bandejas conteniendo plantulas de Croton spp
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Foto 13: Plantulas de Croton spp

Edad de plantulas: 80 dias
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Foto 15: Plantulas de Croton spp
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Foto 17: Planta establecida de Croton spp
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