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RESUMEN

El presente trabajo de investigacién que lleva por titulo “Efecto de
dos concentraciones de medio base Murashige & Skoog y cuatro
concentraciones de citokinina en el cultivo in vitro del tomillo
(Thymus vulgaris L.)”, se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia

Vegetal de la Facultad de Ciencias Agricolas — UNJBG.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar el
efecto de las concentraciones del medio base Murashige & Skoog y de las
concentraciones de citokinina en el cultivo in vitro del tomillo (Thymus

vulgaris L.).

Los factores en estudio fueron: El factor “A’: medio de cultivo
Murashige & Skoog (MS), constituido por dos niveles: a1. medio MS
completo; a2: medio MS %;, factor “B™: citokinina (bencil aminopurina
BAP), con cuatro niveles: b1: 0,5 mg/L; b2: 1,0mg/L; b3:1,5mg/L,;
b4: 2,0 mg / L. El disefio experimental utilizado fue completamente

aleatorio, en un arreglo factorial de 2 x 4.

El resultado para la variable sobrevivencia a los 7 dias de siembra

fue de 93,1%. En cuanto a la variable altura de explante en la etapa de



introduccion, la combinacion de medio MS completo y 1,5 mg / L de BAP,
obtuvo la mayor altura de explante (18,2 mm); las combinaciones de
medio MS 7% con niveles de 005mg/L;10mg/L;, y20mg/L,
obtuvieron la menor altura de explante (17,6 mm). En la etapa de
micropropagacion, las combinaciones de medio MS completoy 2,0 mg/ L
de BAP y medio MS %2 y 0,5 mg /L, obtuvieron la mayor y menor altura

de explante, 44,4 mm y 42,6 mm respectivamente.

Para la variable numero de nudos por explante en la etapa de
introduccién y micropropagacion, la combinacién de medio MS completo
y 1,5mg/ L de BAP, fue la que obtuvo mayor nimero de nudos por
explante (7 y 10 respectivamente); la combinaciéon de medio MS % y
0,5 mg / L de BAP obtuvo el menor nimero de nudos por explante (6 y 9

respectivamente).

En la etapa de enraizamiento, para la variable longitud de raiz, las
combinaciones de medio de cultivo MS completo y 1,5 mg /L de BAP y
medio MS completo y 0,5 mg / L, obtuvieron la mayor y menor longitud de

raiz 21,4y 20,0 mm respectivamente.



L INTRODUCCION

El mercado internacional de hierbas aromaticas y medicinales tiene
una demanda creciente; entre estas especies tenemos al tomillo, por sus

usos culinarios, medicinales y aceites esenciales.

A nivel mundial los principales productores de tomillo son Espana,
Francia, Israel, México, Colombia y Peru. El mayor productor mundial es
Esparia, que produce por encima de 2000 toneladas de tomillo por afio.
Estados Unidos y Europa (Francia, Alemania y Reino Unido), son los

principales consumidores de tomillo a nivel mundial.

A nivel del Pert, existe cultivo de tomillo en la sierra de Arequipa
(Puquina, Chiguata, Pocsi y Polobaya) y Moguegua, con rendimientos que

han llegado a superar ios 2 700 kg / ha / afo.

En la region de Tacna, el cultivo de tomillo ha sido incentivado en la
provincia de Candarave, que cuenta con un area de 0,65 has., siendo el
principal productor el distrito de Huanuara, con un rendimiento de 3 000

kg / ha / afio de tomillo en seco a partir del segundo afio.



El precio internacional de tomillo para el afio 2006 en los Estados
Unidos oscilé entre 5 a 8 dblares por libra. En la region de Tacng, la hoja
deshidratada de tomillo puesto en chacra estd cotizado en S/. 5,00
nuevos soles / kg. El tomillo, al igual que otras hierbas, cuenta con un
mercado pequefio y un precio relativamente bueno todo el afo, asi
también las condiciones comerciales para la agroexportacion, propician un

escenario interesante, que puede incentivar el desarrollo de este cultivo.

La regién sur del Perd, tiene una diversidad de climas y suelos que
se adaptan al cultivo del tomillo, que requiere para su desarrolio climas
templados, calidos y secos, altitudes entre 800 a 2500 m.s.n.m., se
desarrolla en cualquier tipo de suelo, siempre que tengan buen drenaje,
alta aireacion y se adapta a un rango de pH entre 5,20 a 7,30. Es una
especie poco exigente de agua, resiste bien los periodos de sequia. El

exceso de humedad le es muy perjudicial.

En las comunidades altoandinas de la regién de Tacna, es tipica la
existencia de peguenas parcelas (minifundio), conocidas como “topos”,
en tales circunstancias, el cultivo de tomivllo les ofrece una alternativa para
mejorar el nivel de ingreso econdémico de estas areas, por la posibilidad

de exportacion.



Dentro de los factores de produccidn que dificultan la ampliacién de
areas de cultivo es el sistema de propagacion. El uso de semillas se
dificulta por las caracteristicas de las mismas; siendo éstas de tamario
muy pequefio hace dificil su manejo para la propagacion controlada, con

su posterior trasplante o para la siembra directa.

De alli que, en el presente trabajo se busca una alternativa de la
produccion de plantulas, a través de la técnica de micropropagacion in
vitro; lo que permitiria lograr uniformidad del material, ademas de contar
con material vegetal libre de virus. Este tipo de material permitiria un

crecimiento uniforme tanto en el sistema radicular como en el aéreo.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar el
efecto de las concentraciones del medio base Murashige & Skoog y de las
concentraciones de citocinina en el cultivo in vitro del tomillo (Thymus

vulgaris L.).
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2.2,

il REVISION DE LITERATURA

Origen

El tomillo es una planta nativa de Europa, el norte de
Africa y Asia. Pertenece a la familia Lamiaceae y corresponde al
género Thymus, el cual esta ampliamente representado en la
peninsula ibérica con numerosas especies, muchas de ellas

endémicas. (10)

Produccion mundial.

El tomillo es ampliamente sembrado en casi todo el
mundo por sus usos culinarios, medicinales y aceites esenciales.
Espafia produce por encima de 2 000 toneladas de tomillo por

ano y es actualmente el mayor productor mundial. (3)

Israel, Espafia, México, Colombia y Perd son los
principales productores de tomillo al mercado de Estados Unidos,
el cual importa alrededor de 1500 t de planta seca/aio, siendo
su principal proveedor Espafia con el 59,20 % y Pera con 0,17 %

que vaen incremento. (18)
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Ubicacion taxonémica del tomillo (Thymus vulgaris L). (7)

Reino: Vegetal

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliépsida

Sub clase: Asteridae
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Tribu: Mentheae
Género: Thymus

Especie: Thymus vulgaris L.

Importancia de la prbpagacién en el proceso productivo del

tomillo.

La propagacidon de plantas ha sido ampliamente
reconocida como una practica fundamental en el campo de las
ciencias agricolas ya que de la calidad de la semilla botanica o
material vegetativo que se utilice, va a depender el resto del

proceso productivo. Es comun el uso de semilla en la mayoria



de cultivos agricolas, pero ello depende fundamentalmente de

las caracteristicas genéticas de la especie.

En la agricultura claramente se distingue la propagacion

por semilla y la propagacion vegetativa.

A. Propagacion por semilla en la produccion de tomillo:

La semilla es la unidad biolégica basica para la
reproducciéon de la mayoria de las plantas. Cada semilla
combina genes masculinos y femeninos en el embrién y da
lugar al vastago, que difiere genéticamente de las plantas
parentales. El cigoto no es sino un embrién que encierra un
nuevo individuo en miniatura que al colocarse en
condiciones 6ptimas dara origen a una plantula que

encierra caracteres de ambos progenitores.

La muiltiplicaciéon por semilla tiene el inconveniente
que combina los genes de sus progenitores; es decir, es de
particularidades heterogéneas y en las sucesivas
generaciones se pueden perder buenas caracteristicas de

sus padres (proceso de segregacion). (13)



De acuerdo a los ensayos realizados en campo por
los docentes de la Facultad de Ciencias Agricolas, se pudo
establecer, se cuenta con un alto porcentaje de
germinacion cuando la semilla de tomillo es cosechada en
plena maduracién y se emplea substrato especiaimente

preparado en bandejas de germinacion. (10)

Las dificultades en el uso de semillas en tomillo
radica en que éstas son de tamafno muy pequefio y de
dificil manejo; no obstante otra alternativa seria la siembra
directa; pero las limitaciones son evidentes por la excesiva
pérdida que se provocaria y la heterogeneidad del material

genético instalado en campo. (28)

Se ha podido verificar que en condiciones de campo,
la germinacion de semillas de tomillo no es uniforme,
viéndose afectada esta por los cambios bruscos de
temperatura y en general de las condiciones

medioambientales.

Consecuentemente, las posibilidades de uso de la
semilla se limitan y se debera buscar alternativas de mejor

uso u otro sistema de propagacion.



B. Propagacion vegetativa en tomillo:

El principio bioldgico de la propagacion vegetativa se
fundamenta en que “cada célula somatica encierra la
informacion genética del organismo en su conjunto
(totipotencia), y estd en la capacidad de regenerar un

nuevo organismo idéntico a la planta madre. (10)

La propagacidn vegetativa explota esta habilidad
natural a través de la separacion de partes vegetativas de
tejido vegetal. Los agricultores pueden asi muitiplicar un
buen numero de plantas a partir de un simple ejemplar y

mantener en los vastagos caracteristicas del original. (13)

Entre los tipos de propagacion vegetativa que
destacan en plantas aromaticas tenemos: la divisidbn de

planta madre, por esquejes y por hijuelos.

- Division de la planta madre. Consiste en separar
una planta en varios ejemplares auténomos, técnica
que se vale del habito de muchas plantas de producir
una masa de vastagos, formando una mata en

crecimiento. La mata o corona puede dividirse en



secciones, cada una de ellas con al menos un

vastago y sus propias raices.

Tiene la ventaja que permite trasplante directo
al campo definitivo. Se trata de un método rapido y
facil, aunque el numero de plantas nuevas que

produce no es muy elevado. (10)

Por esquejes: especies como el romero y la salvia,
enraizan a partir de esquejes de forma facil y rapida.
Eil proceso de obtencion de esquejes es relativamente
sencillo, pero, el éxito depende de la condicidn de los
progenitores influye en la calidad del esqueje

enraizado. (16)

Los esquejes deben ser obtenidos de plantas
sanas y vigordsas. Se cortan esquejes de 11 cm,
eliminando las hojas del medio inferior, dejando las
hojas del medio superior. Los esquejes deben ser
desinfectados con un fungicida, luego tratados con un
enraizante comercial, posteriormente son plantados

en camas de almacigo con sustrato suelto donde
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permaneceran 60 dias, para luego ser trasladados y

plantados en el campo definitivo.(10)

- Por hijuelos: se obtienen cortandolos en el punto de
union con el tallo principal, cuando se observe
desarrollo de raices. Es ventajoso, porque permite
trasplante directo al campo definitivo, propagacion de

plantas grandes y la primera cosecha es precoz. (16)

No obstante ser un medio de propagacién bastante
importante, las limitaciones de la misma radica en que al
aplicarse masivamente, se constituye en un medio de
proliferacion de enfermedades que provienen de la planta

madre. (13)

Consecuentemente, nuestro objetivo es salvar estas
dificultades, mediante otro sistema de propagacion, en el
presente trabajo se ha considerado a la técnica de
micropropagacion in vitro como una altemativa para la

produccion de plantulas.
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Micropropagacion in vitro:

'El cultivo de tejidos, células, 6érganos vegetales abarca
un grupo de técnicas que consisten en el cultivo bajo
condiciones asépticas (cultivo in vifro) de las diferentes partes
de la planta. Estas técnicas tienen gran potencial para estudios
basicos y aplicados en la micropropagacion de especies

econdmicamente importantes.

La técnica de propagar plantulas in vitro es llamada
micropropagacion; la que fue establecida por Boxus en 1974
como un sistema orientado a lograr el desarrollo de nuevas
plantulas en medio artificial, en condiciones asépticas y a partir
de porciones vegetales muy pequefias tales como fracciones
de tallos o semillas; apices caulinares o radicales, callos,

células aisladas, granos de polen, etc. (9).

Permite una multiplicacion rapida en condiciones que las

mantienen libres de enfermedades. (13)

La porcion pequefia de planta que se utiliza para iniciar

un cultivo de tejidos se llama explante. (9)
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Las aplicaciones principales de la micropropagacién son:

» Establecer plantas libres de organismos patogenos.

= Aislar células o lineas de células genéticamente
extraordinarias que pueden convertirse en nuevas variantes
de plantas.

= Permitir una multiplicacién rapida en condiciones que las

mantienen libres de enfermedades. (13)

El proceso de micropropagacion incluye varias etapas:

Etapa I: Del establecimiento de cultivos asépticos
(introduccién al cultivo in vitro); es la etapa de iniciacion o
de establecimiento, en la cual se establece el cultivo inicial o

primario.

En esta etapa se inoculan los explantes en los tubos
de cultivo; a los pocos dias se observan si hay proliferacion
de organismos contaminantes (hongos o bacterias); los
tubos de cultivo contaminados deben eliminarse y los que se
mantienen sanos deben evaluarse periddicamente para
observar el desarrollo de lo que sera la futura planta

(formacion de hojas, tallos, etc.).
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Etapa lI: Propagacién de propagulos sanos, sub cultivos
(micropropagacion propiamente dicha); es la etapa de

multiplicacion de brotes, o multiplicacion simplemente. (8)

En esta etapa, se deben separar los propagulos
obtenidos y pasarlos a un medio fresco para la proliferacién
de nuevos brotes y para el desarrollo de los mismos. De
acuerdo con la cantidad de material que se necesite, seran

los sub cultivos que deben hacerse.

Etapa lll: Enraizamiento; en esta etapa se procede al
enraizamiento de los propagulos obtenidos para la obtencién
de plantas completas. Tiene como objetivo producir una
planta autotrofica que pueda sobrevivir en las condiciones
del trasplante al suelo. Este periodo dura de dos a cuatro

semanas.

Ademas de las tres etapas propuestas inicialmente
por Murashige (1974), puede considerarse otra como parte

del procedimiento:

Etapa IV: Trasplante a suelo y acondicionamiento a

invernadero; en esta etapa la textura, pH y la composicion
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del sustrato estaran dados en las condiciones especificas de

la especie que se trate. (24)

Las plantas identificadas como libres de virus (en su
material nuclear) seran propagadas in vitro para obtener el
material de inicio o plantas patrones. Las mismas que se
propagaran por los métodos tradicionales para obtener
plantas registradas y, finalmente, plantas de calidad

certificada (14).

Wiedios de cultivo in vitro:

El crecimiento de las plantulas in vifro depende
principalmente de los medios de cultivo utilizados, y por lo tanto
de las soluciones preparadas. El medio base Murashige &
Skoog — MS es ampliamente utilizado en los laboratorios de
produccion de plantulas, las concentraciones de sales y
vitaminas que contiene son las adecuadas para un normal

crecimiento de las plantas en condiciones in vifro. (27)

En la actualidad, los medios base se obtienen facilmente
en su forma comercial, sin embargo, la posibilidad de utilizar

soluciones stock permite la disponibilidad el medio de cultivo
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por muchos anos y reduce los costos de produccion de
plantulas. Ademas en el cultivo in vitro se requiere de la
utilizacion de reguladores de crecimiento, los cuales deben ser
preparados y conservados adecuadamente para su mejor

efecto. (9)

Los nutrientes presentes en el medio base MS son sales
organicas, vitaminas, aminoacidos, carbohidratos, reguladores
de crecimiento y suplementos organicos. Los compuestos
usados para la preparacion de medios de cuitivo contienen el
medio base, ademas de un stock de vitaminas y otras
sustancias adicionales, como por ejemplo acido giberélico, el
cual rompe la dormancia de las yemas y acelera el crecimiento
del explante. Las vitaminas participan en las funciones
enzimaticas de las células, estimulando el crecimiento de los

explantes. (24)

El agua que se utiliza para la preparacion de los medios
de cultivo debe estar desprovista de sustancias organicas o
minerales, pues podrian interferir en el normal desarrolio de las
plantulas, principalmente en la nutricién. Por esta razon se

utiliza agua destilada. EI medio cuenta con los minerales
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necesarios (N, S, P, Ca, K, Mg), agregados en forma de sales.
Los hidratos de carbono, que se agregan de manera adicional
al medio, le sirven como fuente de carbono al explante, ya que
in vitro las plantulas apenas elaboran clorofila, aun incluso si se
les ilumina adecuadamente. Por esta razén su fotosintesis es

débil y no son completamente autotrofos. (26)

Aun cuando se utiliza el medio base MS para el cultivo in
vitro, es necesario agregar una pequefia cantidad de una
solucién stock de vitaminas, ademas del acido giberélico, acido
indolbutirico (AIB), la fuente carbonada (sucrosa o glucosa) y el
gelificante (phytagel o agar). De esta manera, se le da al
explante un ambiente adecuado para que se desarrolle como

una planta completa (27).

Reguladores de crecimiento

Los reguladores del crecimiento y el desarrolio de las
plantas actualmente se agrupan en cinco categorias: auxinas,
giberelinas, citokininas, acido abscisico y etileno. Ademas de

estas sustancias naturales (reguladores enddgenos) existen
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numerosos productos de sintesis que pueden utilizarse como

reguladores del crecimiento en el cultivo in vitro. (26)

En los métodos de propagacién in vitro se emplean
ampliamente las auxinas; en la organogénesis y las
aplicaciones a la multiplicacién vegetativa esta ampliamente

ligada a la utilizacion conjunta de auxinas y citokininas. (24)

A. Auxinas:

La principal auxina es el acido 3-indolacético (AlA),
pero también se puede emplear el acido 3- indol butirico

(AIB), aunque son auxinas relativamente débiles.

Otros compuestos sintéticos pueden comportarse
como auxinas muy débiles (acido fenilacético) o fuertes:
acido naftalenacético (ANA), el acido 3 naftoxiacético
(NOA), etc. El 2,4 D (acido 2;4 diclorofenoxiacético) es una

auxina muy fuerte. (34)

El ANA es una auxina fuerte que se utiliza para inducir

la rizogénesis, a veces en asociacion con el AlB. (28)
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El efecto de las auxinas esta estrechamente ligado
al alargamiento celular, que se explica por sus efectos
sobre la celulosa — sintetasa, el aumento de la plasticidad
parietal y el aumento de la absorcidn de agua. También

tienen un efecto marcado sobre la divisién celular. (34)

Giberelinas:

Las giberelinas se emplean poco en cultivo in vitro
ya que hay numerosas experiencias que indican un efecto
inhibitorio sobre la organogénesis y, particularmente, la
rizogénesis. Sus efectos varian segln su concentracion y el

material vegetal. (28)

Las giberelinas provocan el alargamiento celular;
eliminan el enanismo de las plantas;, estimulan la
germinacion de la semilla de cereales mediante la
induccion de la produccion de la a — amilasa; inducen la
floracidbn de plantas de dias largos; eliminan la dormancia

de yemas y semillas; etc. (34)
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C. Citokininas:

Las citokininas son derivados purinicos, en especial
derivados de la adenina, que se han reportado en
pequenas cantidades en el agua de coco, jugo de tomate,

extractos de flores, tubérculos y nédulos radicales, etc. (9)

Entre las citokininas naturales tenemos la zeatina, la
isopentenil-adenina (IPA), etc. Son citocininas sintéticas la
kinetina (KIN: 6-furfunil aminopurina) el BAP (N-6- bencil
aminopurina). Recientemente se ha descrito que la N-6-
bencil aminopurina (BAP) ha sido aislada de plantas y

constituye también una citokinina natural. (28)

En cultivos de tejidos, el BAP y las citokininas
sintéticas son las mas frecuentemente usadas. El BAP se
emplea con frecuencia debido a su gran actividad y su bajo

costo. (34)

Las citokininas estimulan la divisibn celular
(cariocinesis) en cultivo de tejidos vegetales y regulan la
diferenciacion en los tejidos cortados. También provocan

la elongacion de algunas hojas y la elongacion de
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segmentos de tallos etiolados. Estas respuestas se deben,
en gran parte, a la expansion celular. Otro efecto, es

retrasar el envejecimiento de los tejidos vegetales. (28)

Ademas, las citokininas inducen la formacién de
6rganos en una gran variedad de cultivos de tejidos in vitro;

controlan la formacidn de proplastidios en cloroplastos. (13)

Skoog y Miller (1957) descubren en cultivos de callos
de tabaco, que una relacidn citokinina / auxina elevada
inducia la formacion de yemas, mientras que una relacion
baja favorecia la formacion de raices; niveles intermedios

favorecian la proliferacion del callo. (13)



. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del experimento.

El experimento se lievd a cabo en el area de frutales del
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, propiedad de la Facultad
de Ciencias Agricolas de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann de Tacna, se encuentra ubicado
geograficamente a 17°59°38” de latitud sur y a 70°14°22" de

longitud oeste y a una altitud de 550 m.s.n.m.

3.2. Material experimental

» Explantes de tomillo (Thymus vulgaris L.). obtenidos de
plantas madre de dos afios de edad, mantenidas en

condiciones de invernadero.

» Citokinina (N - 6 - bencil aminopurina BAP)

» Medio base Murashige & Skoog (MS)
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El tomillo (Thymus vulgaris L.) es una planta herbacea,
pequefia, que alcanza los 40 cm de altura, de aspecto
grisaceo.

El sistema radicular se presenta con una raiz principal

lefiosa y diversas raices secundarias.

Los tallos son cuadrangulares, y muy ramificados, de
color verde grisaceo. Cuando la planta se vuelve anosa (vieja)

hay un aumento general de su lignificacion.

Las hojas son ovoides, opuestas, peciolo pequefio, éste
es corto en relacién con el limbo o lamina de la hoja, de color
verde grisaceo mas oscuro en el haz y pubescente en el envés.
Su tamafo varia en longitud de 4 a 10 mm y 2 a 6 mm en

anchura.

Las flores son pequefias, zigomorfas, hermafroditas,
color rosado o blanco, producidas en cimas axilares y en

espigas terminales con semillas muy pequenas.

La flor presenta una corola labiada. La férmula floral en
esta familia suele ser K5, (Cs) Aw) G'*?, los signos abreviados

indican la estructura fundamental de la flor: en donde K indica
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que el céliz estd compuesto por 5 sépalos ; la C () indica que la
corola se compone de 5 pétalos ; Ay indica que lo componen
4 estambres : G (?) indica que el gineceo es stpero constituido

por 2 carpelos. El fruto es un tetraquenio, de color marrén. (7)

Factores en estudio:

- Factor A: Medio de cultivo (medio base MS)

a1: MS aun 'z (50% de concentracion)

a2: MS completo (100% de concentracion)

- Factor B: concentracion de citokinina (BAP)

b1:05mg/L
b2:1,0mg/L
b3:15mg/L

b4:20mg/L
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Cuadro 1: Combinacion de los factores en estudio.

[ | Factor A Factor B .
- Tratamientos | medio de | concentracion | Combinacién
cultivo de citokinina

T1 a4 b1 a1b1
T a4 b, ab,
T3 & bs aibs;
T4 aq b4 a1b4
TS ar b1 azb1
Ts a b, azb,
T7 a b; azbs
Ts ao b4 ashy

Fuente: Elaboracién propia.
3.4. Variables de respuesta:

» Sobrevivencia. Se conté el nimero explantes sobrevivientes

por tratamiento a los siete dias de la siembra.

» Altura de explante. Se realiz6 a la sexta semana, se midio la
altura de los explantes, sacando un promedio por
tratamiento. Se evalud la altura de explante al final de la

etapa de introduccidn y de la etapa de micropropagacion.

» Numero de nudos por explante. Se realizd a la sexta
semana, se contd los nudos de los explantes, sacando un

promedio por tratamiento. Se evalud el nimero de nudos por
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explante al final de la etapa de introduccién y de ia etapa de

micropropagacion.

> Longitud de raiz. Se realizé a la sexta semana, donde se
tuvo que medir las raices formadas en cada explante, luego

promediandolo por tratamiento.

Diseiio experimental:

Se emple6é el disefio completamente aleatorio con
arreglo factorial de 2 x 4. El factor medio de cultivo con dos
niveles y el factor citokinina con cuatro niveles. Se tuvo ocho

combinaciones de tratamientos y cinco repeticiones.

La prueba experimental consisti6 en someter a los
explantes de tomillo a dos concentraciones de medio MS de
cultivo y cuatro concentraciones de citokinina (BAP). Un medio
MS con la mitad de stock A y stock B, y un medio MS con stock
A y stock B completo, y diferentes concentraciones 0,5; 1,0;
1,5; y 2,0 mg de citokinina por litro de medio MS y someterlos a
evaluacion en la etapa de introduccion y la etapa de

micropropagacion.
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3.6. Conduccion del experimento:

A. Preparacion de soluciones stock:

Las soluciones concentradas para el medio de cultivo
Murashige y Skoog (1962), se prepararon combinando
varias sales y productos segun el grado de solubilidad o

estabilidad de los mismos.

La preparacién de soluciones stock, se realizé segun
el manual de Toledo (1998) de cultivo de tejidos. Donde los
solutos indicados se disolvieron uno a uno en agua
destilada, formando asi las soluciones concentradas: stock

A, stock B, stock C, stock D.

> Preparacion de stock A: de sales para lo que se
pesaron: NH4sNOs; 35,0 g, KNOs 40,0 g, CaCl..2H.0O
10,3 g, KHoPO4 3,5 g, HsBO3 0,1 g, MnSO4H.0 0,4 g,
ZnS04.H>0 0,2 g, Kl 0,02 g, NaMoQ4 0,004 g, para ser
disueltos en 200 ml de agua destilada, lo que se puede

conservar, debidamente etiquetado a 4°C.
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En segundo lugar se pesaron 5 mg de
CuS04.H0 y CoCl,.6H20 y se disolvid en 100 ml de
agua destilada. Finalmente a un litro de la solucién
anterior se le adicioné 200 ml. de agua destilada; para

conservarlos debidamente etiquetado a 4°C.

Preparacion de stock B: Se pesé 3,7 g de
MgS0.4.7H20 vy se disolvié en 100 ml. de agua destilada,

posteriormente se etiquetd y conservé a 4°C.

Preparacioén de stock C: Primero se pesaron 0,75 g de
NaEDTA y se disolvid en 20 ml. de agua destilada
caliente, se dej6 enfriar. En segundo lugar se pesé 0,55
g de FeS047H,0 y se disolvid en 20 ml. de agua
destilada, finalmente se mezclaron las soluciones
anteriores y completaron hasta 100 ml. con agua
destilada, se conservé en un frasco oscuro, debidamente

etiquetado a 4°C.

Preparacion de stock D: Para este stock de vitaminas
se pesaron: tiamina 20 mg, glicina 100 mg, &cido

nicotinico 25 mg, y piridoxina 25 mg. Se disolvidé en
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500 ml de agua destilada, mezclé y repartié en frascos

de 200 ml, se rotuld y se mantuvieron a 0°C.

» Preparacion de solucién de bencil aminopurina BAP
solucién concentrada de BAP 1000 ppm: Se pes6 0,2 g
de BAP y se disolvié con algunas gotas de NaOH 1N,
luego se afadidé 200 ml de agua destilada. Se guardd en
un frasco debidamente rotulado y se conservo a 0 °C. Un
mi de la solucidn concentrada (1000 ppm) contiene 1mg

de BAP.

B. Preparaciéon de medios de cultivo:

» Preparacion de medio base MS 1/2: se mezclé 50 mi
de solucidon de stock A, 5 ml de solucién stock B, 5 ml
de solucién stock C, 10 ml de solucién stock D, 100 mg
de mioinositol, 30 g de sucrosa. Luego se completd y
enrraso en una fiola de 1000 ml con agua destilada. se
repartié en cuatro vasos de precipitados, y se agregd la
bencil aminopurina a 0,5; 1,0, 1,5, y 2,0 mg/L
respectivamente. Se procedid a medir el pH y ajustar a

5,6. Posteriormente se agrego el gelificante y se disolvio
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en caliente. Finalmente se repartié en tubos de ensayo,
para luego ser esterilizados en autoclave (121,1°C; 15 Ib.

de presién por 20 minutbs).

» Preparacion de medio base MS completo: se mezclé
100 m! de solucién de stock A, 10 ml de solucién stock
B, 5 ml de solucién stock C, 10 ml de solucion stock D,
100 mg de mioinositol, 30 g de sucrosa. Luego se
completd y enrrasd en una fiola de 1000 ml con agua
destilada. se repartio en cuatro vasos de precipitados,
y se agregd la bencil aminopurina a 0,5; 1,0; 1,5, y
2,0 mg / L respectivamente. Se procedié a medir el pH y
ajustar a 5,6. Posteriormente se agregé el gelificante y
se disolvio en caliente. Finalmente se repartié en tubos
de ensayo, para luego ser esterilizados en autoclave

(121,1°C, 15 Ib. de presidn por 20 minutos).

C. Introduccion a condiciones in vitro:

Este proceso consta de dos etapas y su éxito
depende principalmente de la fase de desinfeccion del

explante.
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» Desinfeccion en el invernadero: En esta etapa se
recolectd los esquejes de la planta madre. Estos
esquejes se lavaron con Benlate a 1000 ppm y se les
quitdé las hojas marchitas o dafiadas con ayuda de un

bisturi.

» Desinfeccién en el laboratorio: En esta etapa se

realizd dos procesos de desinfeccidn.

La primera desinfeccion; se réalizé en la sala de
esterilizacién propiamente dicha, donde se extrajeron
las yemas recolectadas y se las lavd con detergente,
inmediatamente se procedi6 a enjuagar cada uno de los

 esquejes con abundante agua. Luego se coloco los
: ésquejes en una solucion de Benlate 1000 ppm por 15
minutos, se pasé luego en alcohol de 70% (por cuatro
segundos), se lavé en una solucidon de hipoclorito de
sodio al 20% y se mantuvieron alli por diez minutos. (Al
finalizar cada paso se enjuagd con abundante agua

destilada).
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La segunda desinfeccion; se realizé en la cdmara
de flujo laminar; donde primero se pusieron los
explantes (yemas) en alcohol de 70% por cuatro
segundos, se enjuagd con agua destilada, luego se
pasé a hipoclorito de sodio 20% por 5 minutos y se

enjuago tres veces en agua destilada estéril.

Se esteriliz las placas petri, la camara de flujo
laminar, se limpid la mesa de trabajo con alcohol de
96%, se desinfectd las manos y esterilizd los
instrumentos de metal (pinzas, bisturis, escalpelo, etc.)
a llama del mechero. Asi también se flameé la boca de
los tubos o frascos cada vez que se destap6 o tapd
cualquiera de éstos. Se destapd un tubo con el medio
fresco estéril y se procedidé a colocar el nudo en el
interior de tubo; tratando de hundir ligeramente en el
medio por un extremo, haciendo que la yema esté
siempre hacia arriba. Se flame6 y tapé el tubo. Se sellé
el tubo con parafilm; se rotuld correctamente y se llevé

a incubar.
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D. La micropropagacion:

La micropropagacion es un procedimiento que se

realiza para obtener un mayor niumero de plantas.
El procedimiento consiste:

» En esterilizar las placas petri, la camara de flujo laminar,
la mesa de trabajo. Luego, se esteriliza los instrumentos
de metal a llama de mechero y se colocé todo el material
metalico en una placa petri estéril. Asi también se flameé
la boca de los tubos cada vez que se destapo o tapo

cualquiera de éstos.

» Posteriormente se destapd el tubo que contiene el
explante; se exirajo el explante y se colocd sobre una
placa petri, con ayuda de pinza y bisturi. Luego se
quitaron las hojas y cortaron en los entrenudos, teniendo

cuidado en no danar al explante.

» Se destapd un tubo con medio fresco estéril y se
procedié a colocar el nudo en el interior de tubo; tratando

de hundir ligeramente en el medio por un extremo,
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haciendo que la yema esté siempre hacia arriba. Se

flameé y tap6 el tubo.

» Se selld el tubo con parafilm; se rotulé correctamente y

se llevd a incubar,

3.7. Analisis estadistico:

Los resultados se sometieron analizaron mediante analisis
de varianza bajo el modelo de disefio completamente aleatorio
con arreglo factorial a una prueba de F de 0,05 y 0,01 de

probabilidad.



4.1.

Iv.

Sobrevivencia

RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion de sobrevivencia en la infroduccion al

sistema de cultivo in vitro se realizd a los siete dias de la

siembra. Los resultados se presentan en el cuadro 2, en el cual

se muestra el total de explantes sobrevivientes, encontrandose

un promedio de 93,1% de explantes sobrevivientes.

Cuadro 2. Porcentaje de sobrevivencia de explantes de
tomilio. Tacna 2009.

Explantes Explantes Explantes Explantes | Sobrevivencia

Trat. introducidos | contaminados | fenolizados | sobrevivientes (%)
a1b1 20 0 ] 20 100
a1b2 20 0 1 19 95
a1b3 20 0 0 20 100
a1lb4 20 1 2 17 85
a2b1 20 0 0 20 100
a2b2 20 2 1 17 85
a2b3 20 0 0 20 100
a2b4 20 2 2 16 80
Total 93,1

Fuente: Elaboracién propia
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La evaluacion de acuerdo al trabajo de investigacién de
Centeno (2009) obtuvo 72% de sobrevivencia, esto puede ser
debido a que la extraccion de material vegetativo (yemas
uninodales) fueron de plantas madres cultivadas en condiciones
de vivero, sin embargo, en el presente trabajo de investigacion
se obtuvo un 93,1% de sobrevivencia, debido a que las plantas
madres de donde se extrajeron los explantes uninodales se
encontraban en condiciones de invernadero, donde existe un
mayor control fitosanitario, por ello se obtuvo un mayor

porcentaje de sobrevivencia.

Altura de piantuia de tomillo en la etapa de introduccion al

cultivo In vitro.

De acuerdo al analisis de varianza frente a la influencia
de las concentraciones de medio de cultivo y de citokinina, no

existe diferencias significativas para los factores Ay B.
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Cuadro 3. Analisis de varianza para altura de plantula (mm)

en la introduccion a cultivo in vitro del tomiilo. Tacna 2009.

F.V. G.L. SC CM FC FT
A 1 04 04 1 4,15| 7,50 N.S.
B 3 1,2 0,4 1 2901446 N.S.
AB 3 | 1,8E-12 | 6,1E-13 | 1,52E-12 {290/ 4,46 N.S.

Error exp. | 32 12,8 0,4

total 39 14,4
Fuente: Elaboracion propia

C.V. 355%

En promedio, la plantula alcanz6 una altura de 17,8 mm
en las diferentes combinaciones de niveles de medio de cultivo

y de citokinina (BAP).

De acuerdo al comportamiento del material introducido in
vitro, se pudo observar que el tomillo respondio positivamente a
una organogénesis directa; es decir, la totipotencialidad se
expresa mediante la formacién de brotes directamente, sin la
necesidad de la formacién de callos como sucede en otras

especies.

Se ha podido observar que los explantes colocados en el
medio de cultivo tienen una respuesta sensorial positiva, ya

que la exposicion a una iluminacién programada posibilita el
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surgimiento de brotes con foliolos pigmentados de color verde,

lo que evidencia la presencia de clorofila.

De acuerdo a las observaciones realizadas en el
presente trabajo, se pudo establecer que el meristemo del
explante nodal, no solamente reproduce el meristemo; sino
también hojas, lo que nos indica que el meristemo apical tiene

una estructura compleja.

Como se vera posteriormente la formacion de hojas sera
un indicador para la formacion de nudos en las nuevas

plantulas y consecuentemente los entrenudos.

De acuerdo a los resuitados obtenidos, la citocinina
suministrada al medio no tuvo un efecto estimulante en el
crecimiento y diferenciacion de tallos, lo que es corroborado
mediante el analisis de varianza para este indicador, lo mas
probable que tenga una relacién directa con la poca presencia

de raices en la etapa de introduccion del material.



4.3. Namero de nudos por plantula en la etapa de introduccion

al cultivo In vitro.

De acuerdo al andlisis de varianza para la variable

numero de nudos por plantula, en la etapa de introduccion, las

combinaciones de niveles de medio de cultivo MS y de

citokinina

estadisticamente.

no

presentaron

diferencias

significativas

Cuadro 4: Analisis de varianza para nimero de nudos por

plantula en la etapa de introduccién in vitro del tomillo.

Tacna 2009.

F.V. G.L. SC CM FC FT
A 1 0,015{ 0,015 0,429 415 | 7,50 N.S.
B 3 0,058 0,019 0,541 2,90 | 4,46 N.S.
AB 3 0,005| 0,002 0,048 290 | 446 N.S.
Error
exp. 32 [1,149| 0,036
Total . 39 (1,228
Fuente: Elaboracioén propia

CV. 467 %

Con relacion al nimero de nudos se puede afirmar que

en el caso de tomillo, como sucede en la mayoria de las

especies; se requiere cierto espacio minimo para el surgimiento
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de los primordios foliares, consecuentemente los nudos y los
espacios entre nudos; esto debe implicar un estudio a nivel del
tejido vegetal, con la finalidad de conocer si este espacio
responde a un numero determinado de células o es la
modificacion que puede surgir producto de alargamiento celuiar
o0 incremento de volimenes de estructuras celulares,
-alargamiento del meristemo, etc. que no fue posible analizar por
las caracteristicas de requerirse protocolos especificos. Sin
embargo, se puede presumir que es muy probable, también el
efecto de promotores, dentro de los que se encuentran las

citokininas.

El efecto de la citokinina en el presente trabajo, indica
que a pesar de no haber tenido una influencia estimulatoria en
el espacio fisico, se puede presumir que si tuvo una incidencia
atenuando el efecto de los inhibidores naturales, ya que el
ndmero de nudos formados comparando con los resultados de
acuerdo al trabajo de investigacion de Centeno (2009), para la
variable nimero de nudos por plantula evaluados a los 35 dias,
se determiné que el 34% de los plantula present6 4 a 10 nudos
por plantula, en comparacién al presente trabajo, se obtuvo de

12 a 16 nudos a los 42 dias de evaluacion.
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4.4, Altura de plantuia en la etapa de micropropagacién /n vitro
de tomillo.

De acuerdo al analisis de varianza, no se encontro

diferencias significativas para los factores medio de cultivo ni

citokinina.

Cuadro 5: Andlisis de varianza para altura de plantula (mm)

en la micropropagacion in vitro del tomillo. Tacna 2009.

F.V. GL | SC CM FC FT
A 1 3,6 3,60 3,945 | 4,15 {7,650 N.S.
B 3 2,1 0,70 0,767 | 2,90 |4,46 N.S.
AB 3 6,2 2,07 2,264 | 2,90 |4,46 N.S.
Errorexp. | 32 29,2 0,91
total 39 | 411

Fuente: Elaboracion propia

C. V. 220%

En promedio, la plantula alcanz6 una altura de 43,5 mm
en las diferentes combinaciones de los niveles de medio de

cultivo y citokinina (BAP).
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4.5. Numero de nudos por plantula en la etapa de

micropropagacion In vitro.

De acuerdo al andlisis de varianza frente a la influencia
de los niveles de medio de cultivo MS y de citokinina, no se
encontré diferencias significativas para el factor A medio de

cultivo ni diferencias para el factor B citokinina,

Cuadro 6. Analisis de varianza para nimero de nudos

por plantula en la micropropagacion in vitro del tomillo.

Tacna 2009.

F.V. g.l. sc cm fc FT
A 1 0,004 0,0433 0,187) 4,15 7,50 N.S.
B 3 0,010 0,0033 0,144| 2,90| 4,46 N.S.
AB 3 0,004 0,0016 0,069| 2,90| 4,46 N.S.
Error exp. | 32 0,742 0,0232
total 39 0,761

Fuente: Elaboracién propia

C.V.323 %

La presencia del estimulante en la siguiente etapa, es
decir la multiplicacién, confirma nuestra presuncién en el
sentido que la citokinina, al parecer, disminuye el efecto de los

inhibidores naturales promoviendo la formacion de mayor
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numero de entrenudos, lo que facilitara sustancialmente una

multiplicacién masiva del material vegetal de tomillo.

4.6. Longitud de raiz

De acuerdo al andlisis de varianza para la variable
longitud de raiz frente a la influencia del medio de cuitivo y la

citokinina, no existen diferencias significativas.

Cuadro 7. Andlisis de varianza para longitud de raiz (mm)

en la micropropagacion in vitro del tomillo. Tacna 2009.

FV. |GL | SC | CM FC FT |
A 1 04 | 040 02735 | 415 | 7.50 N.S. i
B 3 0.8 0,27 0,1823 | 2,90 | 4,46 N.S.
AB 3 84 2,80 1,9145 | 2,90 | 4,46 N.S.
Errorexp. | 32 | 46,8 1,46

Total 39 | 564

Fuente; Elaboracién propia
C.V. 510%

En promedio, las raices alcanzaron una longitud
promedio de 20,8 mm en las diferentes combinaciones de

niveles de medio de cultivo y citokinina.
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Los resultados muestran que la presencia de citokinina
es necesaria durante la formacién de las raices y de acuerdo a
estos resultados muestra una incidencia en la velocidad de
crecimiento del sistema radicular, transcurrido los 42 dias las

raicillas alcanzaron una longitud por encima de los 20 mm.

En el proceso de formacién de raices juegan un papel
determinante la presencia de hojas ya que a partir de éstas se
generan otros promotores, como auxinas que en combinacion

con las citokininas incidiran en la formacion de raices.



V. CONCLUSIONES

» En cuanto a la variable sobrevivencia, un 6,9% de explantes
presentaron contaminacién por bacterias y fenolizacion,

obtuviéndose un 93,1% de sobrevivencia de explante.

» En la etapa de introduccién del tomillo (Thymus vulgaris L.)
al sistema de cultivo in vitro, en relacion a los factores “A” y
“B” con sus diferentes niveles de concentracion, se concluye
que para la variable altura de plantula no presents un efecto
significativo, obteniéndose alturas de plantula entre 17,6 a

18,2 mm.

» En la etapa de introduccion, para la variable altura de
plantula, la combinacién de medio de cultivo MS completo y
1,5 mg / L de BAP, fue la que obtuvo mayor altura de
plantula (18,2 mm.); asimismo, las combinaciones de medio
MS % v 05mg/L; medio MS % y 1,0 mg/L; medio
MS 'y 2,0 mg /L obtuvieron la menor altura de plantula

(17,6 mm.).
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» En la etapa de micropropagacion in vitro del tomillo (Thymus
vulgaris L.), para la variable altura de plantula a la sexta
semana de evaluacién, la combinacion de medio de cultivo
MS completo y 2,0 mg / L de citokinina (BAP), fue la que
obtuvo mayor altura de plantula (44,4 mm); asimismo, la
combinacion de medio MS 2y 0,5 mg / L obtuvo la menor

altura de plantula (42,6 mm).

» Para la variable nimero de nudos por plantula en la etapa
de introducciéon y micropropagaciéon, la combinacion de
medio de cultivo MS completo y 1,5 mg / L de citokinina
(BAP), fue la que obtuvo mayor numero de nudos por
plantula (14 y 20 respectivamente), asimismo, Ia
combinacion de medio MS % y 0,5 mg / L de citokinina
obtuvieron el menor nimero de nudos por plantula (12 y 18

respectivamente).

> Para la variable longitud de raiz, la combinacién de medio
de cultivo MS completo y 1,5 mg / L de BAP, fue la que
obtuvo mayor longitud de raiz (21,4 mm); asimismo, la
combinacion de medio MS completo y 0,5 mg / L de BAP

obtuvo la menor longitud de raiz (20,0 mm).



V. RECOMENDACIONES.

» Es necesario contar con plantas madre donadores de

explantes sanas y de buenas caracteristicas agronémicas.

» Utilizar el medio de cultivo MS a 50% de concentracién, en

la etapa de introduccion al cultivo in vitro de tomillo.

» En base a los resultados obtenidos se recomienda hacer
ensayos con otros niveles de bencil aminopurina en cultivo

in vitro de tomillo.

» Se recomienda hacer ensayos con diferentes dosis de acido
giberélico (AG3) para aumentar la altura de la planta,

ademas de los tratamientos utilizados.

» Se recomienda hacer ensayos con diferentes dosis de acido

indol butirico (AIB) en la etapa'de enraizamiento.
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ANEXOS



Anexo 1:

Costos de produccion de 5000 plantas en 3,5 meses

RUBRO Unidad | Cantidad | Precio Unitario Total
Insumos
Medio de cultivo L 18,50 11,0 203,50
Hojas de bisturl 4,00 1,0 4,00
Algodén ka 0,25 20,0 5,00
mol 96° L 4,00 6,0 24,00
Papel aluminio Rollo 2,00 8,0 16,00
Parafilm Rollo 2,00 8,0 16,00
Turba Saco 3,00 20,0 60,00
Detergente kg 0,50 8,0 4,00
Lejfa L 3,00 3,8 11,40
Fungicida kg 0,50 200,0 100,00
SUB TOTAL 443,90
Materiales
Speedling 37,00 8,0 296,00
Marcadores 3,00 25 7,50
Vasos
descartables Ciento 50,00 3,0 150,00
453,50
Mano de obra
Laboratorista Jorpales | 30,00 25,0 750,00
Obrero Jornales | 30,00 15,0 450,00
SUB TOTAL |1 200,00
Otros
Energia eléctrica 130 4,0 520,00
Agua 30 4,0 120,00
SUB TOTAL 640,00
TOTAL 2737,40

Fuente: Elaboracién propia



Analisis economico

Valor bruto de la produccion:

Costos variables

Costos fijos

Costo total de la produccion:
Utilidad bruta

Rentabilidad

Costo unitario

S/. 10 000
S/.2737,4
S/. 273,74
S/.3011,14
S/. 6 988,86
2,3

S/. 0,55



Anexo 2:

Composicion del Medio Murashige & y Skoog

Constituyentes Concentracion (mg/L)
Completo 1/2
Sales menores
NH4NO; 1650 825
KNO, 1900 950
CaCl,.2H.0 440 220
MgS0,.7H,0 370 185
KH,PO, 170 85
4530 2265
Sales menores
HsBO; 6,200 3,1000
MnSQO4.H,O 16,800 8,4000
ZnS0,4.7H,0 8,600 4,3000
Kl 0,840 0,4200
NaMo0,4.2H,0O 0,250 0,1250
CuS0,.5H,0 0,025 0,0125
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125
32,740 16,3700
Hierro
Na,EDTA 37,300 18,650
FeS0,.7H.0 27,800 13,900
65,100 32,550
mg/L 4627,84 2313,92

Fuente: Elaboracién propia



Anexc 3:

Componentes organicos del medio de cultivo

Componentes organicos Concentracion
Tiamina 0,1 mg/L
Mioinositol 100,0 mg/L
Glicina 2,0 mg/L
Acido nicotinico 0,5 mg/L
Piridoxina 0,5 mg/L
Agar 3,8 g/L
Azucar 30,0 g/L

Fuente: Elaboracién propia



Anexo 4:

Altura de plantula en la etapa de introduccion In vitro del tomillo a

los 42 dias (mm)

T1 T2 T3 T4 T5 16 T7 T8
aib1 aib2 a1b3 alb4 a2b1 a2b2 a2b3 a2b4

17 18 19 17 19 18 19 18

18 17 18 18 18 18 18 18

17 18 18 18 18 18 18 19

18 18 18 18 17 17 18 17

18 17 17 17 17 18 18 17
17,6 17,6 18,0 17,6 17,8 17,8 18,2 17,8

Fuente: Elaboracion propia
Anexo 5:

Nuamero de nudos por plantula en la etapa de introduccion al sistema

de cultivo In vitro del tomillo a los 42 dias

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
albt | a1b2 | atb3 | atb4 | a2b1 | 2262 | a2b3 | a2b4
12 14 12 16 12 12 12 16
14 14 14 14 14 14 14 14
12 12 16 12 14 16 16 14
12 12 12 12 12 12 14 12
14 14 14 14 14 14 14 12
12,8 13,2 13,6 13,6 13,2 13,6 14,0 13,6

Fuente: Elaboracién propia




Anexo 6:
Altura de plantula en la etapa de micropropagacion In vitro de

tomillo a los 42 dias (mm)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
albl | a1b2 | a1b3 | alb4 | a2b1 | a2b2 | a2b3 | a2b4
44 a4 43 42 44 44 43 44

43 43 43 42 43 43 45 43
43 44 43 | 44 43 42 42 44
44 43 42 43 42 45 44 45

43 42 42 44 42 44 45 46
43,4 43,2 42,6 43,0 42,8 43,6 43,8 44 4
Fuente: Elaboracién propia

Anexo 7:
Nuamero de nudos por plantula en la etapa de micropropagacién /n

vitro del tomillo a los 42 dias

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
aib1 alb2 a1b3 alb4 | a2b1 a2b2 a2b3 a2b4
18 20 18 20 18 18 22 20
20 18 22 18 18 18 18 20
20 18 20 22 20 20 20 18
18 20 20 20 22 22 20 20
18 20 18 18 18 18 18 18
18,8 19,2 19,6 19,6 19,2 19,2 19,6 19,2

Fuente: Elaboracion propia



Anexo 8:
Longitud de raiz de plantula en la etapa de enraizamiento en el

cultivo In vitro del tomillo a los 42 dias (mm)

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
alb1 alb2 alb3 alb4 a2b1 azb2 azb3 a2b4

20 19 19 19 20 21 22 21
21 21 21 21 19 22 23 22
22 22 20 20 20 21 21 22
23 22 22 21 23 20 20 21
20 21 19 21 18 21 21 20

21,2 21,0 20,2 204 20,0 21,1 21,4 21,2
Fuente: Elaboracién propia




