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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo de investigacion fueron georreferenciar palmas
datileras de la Regidn Ica (83 puntos) y caracterizar morfolégicamente los frutos de 25
ecotipos usando 16 descriptores morfologicos tomados de IPGRI et al. (2005).Los
ecotipos 2, 8 y 17 destacaron por la buena calidad de fruto, segln las exigencias del
mercado (Markhand et al., 2010). Posteriormente, se realizaron tres experimentos con
tres tratamientos cada uno para la produccion de callo embriogénico; en el primero se
produjo la Induccion de callo, con los tratamientos 11, 12 e 13; el segundo hubo la
Proliferacion de callo con P1, P2 y P3y el tercero, la Formacion de callo embriogénico
con C1, C2y C3. En el primer experimento, el tratamiento 12 produjo la mayor cantidad
de explante con callos (63%), con un medio compuesto por sales y vitaminas MS
(Murashige y Skoog, 1962), 100 mg/L de 2,4-D y 3gr/L carbén activado, en
temperatura de 26°C y plena oscuridad. En el segundo experimento, el tratamiento P2
produjo mayor crecimiento de callo (300%), con un medio compuesto por sales y
vitaminas MS y 200 mg/L caseina hidrolizada, en temperatura de 26°C y plena
oscuridad. En el tercer experimento, el tratamiento C3 produjo un mayor desarrollo de
embriones somaéticos (76% de callos diferenciados), con un medio compuesto por sales
y vitaminas MS y 0.1 mg/L BAP, en condiciones de 26°C y fotoperiodo de 14/10. En
conclusidn, se propone un protocolo para la produccién de callo embriogénico, el cual
permitird obtener material que puede servir para la conservacién, intercambio de
germoplasma y/o produccion masiva de plantas clonadas. También, la investigacion
permiti6 identificar ecotipos sobresalientes por la calidad de fruto, los cuales servirian

en un programa de mejoramiento genético en esta especie.

Palabras clave: Phoenix dactylifera, Descriptores, PCA, Embriogénesis somatica.



ABSTRACT

The aims of this research work were to georeference the date palms from Ica (83 points)
and morphologically characterize the fruits of 25 ecotypes using 16 morphological
descriptors of IPGRI et al. (2005). The ecotypes 2, 8 and 17 stood out for the good
quality of the fruit, according to the demands of the market (Markhand et al., 2010).
Subsequently, three experiments are carried out with three treatments, an embryogenic
callus production; in the first, callus induction has occurred, with treatments 11, 12 and
I3; the second was the proliferation of calluses with P1, P2 and P3 and the third, the
formation of embryogenic calluses with C1, C2 and C3. In the first experiment, the 12
treatment obtained the highest number of explants with callus (63%), with a medium
composed of sales and vitamins MS (Murashige and Skoog, 1962), 100 mg/L of 2,4-D
and 3gr/L Activated carbon, at a temperature of 26°C and in the dark. In the second
experiment, treatment with P2 produced a greater growth of callus (300%), with a
medium composed of sales and vitamins MS and 200 mg / L of hydrolyzed casein, at a
temperature of 26°C and in the dark. In the third experiment, treatment with C3
obtained a greater development of somatic embryos (76% of differentiated calluses),
with a medium composed of sales and vitamins MS and 0.1 mg/L BAP, under
conditions of 26°C and photoperiod of 14/10. In conclusion, a protocol for the
production of embryogenic callus is proposed to obtain material that can be used for
conservation, exchange of germplasm and / or mass production of cloned plants. In
addition, the research will identify outstanding ecotypes for the quality of the fruit,

which will serve in a plant breeding program of this species.

Key words: Phoenix dactylifera, Descriptors, PCA, Somatic embryogenesis.



l. INTRODUCCION

La Palma datilera (Phoenix dactylifera L.) (2n=2x=36) es una especie monocotileddnea,
perenne, dioica perteneciente a la familia de las Aracaceae (Barrow, 1998). Es uno de los
cultivos que tiene un alto valor nutritivo y se adapta a suelos &ridos y salinos. El datil
constituye una parte importante en la dieta de las regiones orientales como: Irak, Israel,

Egipto, India, Siria, ya que proporciona proteinas, azlcares, sales minerales, vitaminas.

Su importancia en el Peru radica en que con el paso del tiempo los datiles que en un inicio
fueron introducidos por los espafioles en la Epoca Colonial (Rivera et al., 2013), se adaptaron
al ecosistema de la Costa peruana. Actualmente, en Ica se observa que estas palmeras no
fueron mantenidas adecuadamente hasta llegar al estado de abandono, factor que permitio el
desarrollo de ecotipos que crecen y producen frutos de mejor calidad que la Medjool,
variedad mas cotizada a nivel mundial que son consumidos principalmente por el poblador
local, los cuales los conocen como “chochos”, y otro en menor porcentaje son vendidos al

mercado local.

Para realizar la caracterizacion morfoldgica de las palmeras, se ha tomado como referencia
otros trabajos de caracterizacion morfologica que los agrupé mediante el uso del Analisis de
Componentes Principales, estos son: higos con 8 componentes principales que explicaban el
93.34% de la variabilidad total (Giraldo, et al, 2010), berenjena con 4 componentes
principales que explicaban el 71.38% de la variabilidad total (Cakir, et al., 2017), papaya
con 12 componentes principales que explicaban el 88.70% de la variabilidad total (de
Oliveira, et al., 2012), maracuya con 7 componentes principales que explicaban el 93.34%
de la variabilidad total (Matheri, et al., 2016), coco con 2 componentes principales que
explicaban el 87% de variabilidad total (Zizumbo et al., 2005), palma datilera con 3
componentes principales que explicaban el 50.02% de variabilidad total (Ahmed et al.,
2011).



La propagacion convencional de las Palmas datileras es por semillas o hijuelos los cuales no
proporcionan el material vegetal necesario para la instalacion de un campo de cultivo
comercial (Al-Khayri, 2001). Por semillas se producen plantas con alta heterogeneidad con
bajo porcentaje de plantas femeninas las cuales no se pueden distinguir hasta la etapa de
floracion. Ademas las progenies derivadas de semilla producen generalmente frutos de
calidad inferior (Zaid y de Wet, 2002; Jain, 2011).

Los brotes o hijuelos, son producidos durante la etapa juvenil del ciclo de vida de la palma
datilera, es en pequefio numero y es el Unico método de propagacion convencional de
producir plantas homogéneas (Nixon y Carpenter, 1978; Soler, 1993; Jain, 2012). En algunos
casos reportaron que estos hijuelos son dificiles de enraizar, con un 60 por ciento de
sobrevivencia (Eke et al., 2005; Asemota et al., 2007; Othmani et al., 2009). Asemota et al.
(2007) afirman que incluso algunos genotipos de palma datil nunca producen hijos basales.

La micropropagacion “in vitro” puede ser importante para solucionar esta limitante, para la
multiplicacién y conservacion de ecotipos con caracteristicas interesantes para el
mejoramiento genético de esta especie. La técnica de embriogénesis somatica, asegura la
multiplicacién a gran escala de plantas élite con caracteristicas uniformes, utilizando
espacios reducidos y permiten el intercambio de material sin ningun riesgo de incidencia de

plagas o enfermedades (Al-Khayri, 2001).

Esta técnica ha sido aplicada en cultivos como la alfalfa (Brown, 1988), maiz (Jemenez y
Bangerth, 2001), arroz (Tomes, 1985), cocotero (Verdeil et al., 1994; Saenz et al., 2010),
palma aceitera (Aberlenc-Bertossi et al., 1999; Constantin et al., 2015), palma datil (Sané
et al., 2006; Sané et al., 2011; Al-Khayri, 2010; Sani et al., 2010; Kurup et al., 2014;
Baharan, et al., 2015) con éxito.

Los objetivos de esta investigacion es realizar la georreferenciacion de ecotipos de palma
datilera elite en Ica; caracterizacion morfologica de ecotipos representativos de palma

datilera y establecer un protocolo para la formacion de callo embriogénico.



II. MARCO TEORICO

2.1. Clasificacién Taxondmica

Las palmas, con cerca de 3500 especies, constituyen un grupo particular de plantas tropicales
y subtropicales, con crecimiento exclusivamente primario (Tomlinson, 2006). Su
importancia econdmica las sitda unicamente detras de las gramineas entre todos los grupos
de plantas. Se utilizan como fuente de alimento, abrigo, tejidos y combustible,
principalmente en los trdpicos (Glimn-Lacy and Kaufman, 2006).

La Palma datilera tiene la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Arecales
Familia: Arecaceae

Subfamilia: Coryphoideae
Tribu: Phoeniceae
Género: Phoenix

Especie: Phoenix dactylifera (Linneo, 1734)

2.2.  Origen, historia y actualidad

Se cree que su origen fue cerca al Golfo Arabe y han sido cultivadas en tiempos antiguos
desde Mesopotamia hasta el Egipto prehistdrico alrededor de los 4000 A.C. La Palma
Datilera se registra en la historia antigua que se encontraba distribuida desde el Valle del
Indo hasta Mesopotamia, el Valle del Nilo, Sur de Persia, Este del Mediterraneo y Africa
(Pintaud et al., 2011; Terral et al., 2012). En la época Medieval, los Moros la introdujeron a



Espafia, posteriormente los viajeros espafioles introdujeron a América. Ahora, aparte de sus
areas naturales de distribucion son extensamente cultivados en muchos paises incluidos
EE.UU. y Australia (Nasser & Shanavaskhan, 2012).

Al Peru fue introducido por los espafioles durante la época de la Colonia logrando mejor
produccion en Ica, Safia y Camana. En nuestros dias estdn marginadas, desarrollandose
en zonas donde no crece ningun otro cultivo (Reserva de Paracas), en bordes de campos
de cultivos de exportacion, arenales con nivel freatico muy bajo o simplemente son
eliminadas para sembrar otros cultivos que no son sustentables a las condiciones de la
Costa Peruana. Algunos pobladores de Ica cuidan estas plantas que se han adaptado
muy bien a las condiciones ambientales del lugar, con una precipitacion menor a 8 mm
al aflo (Whaley et al., 2010), obteniendo plantas y frutos con caracteristicas deseables

en la agricultura moderna.

2.3. Botanica

El datil es una especie monocotileddnea, dioica, alégama y perenne, perteneciente a la
familia Aracaceae, que se reproduce normalmente por semillas botéanicas, las cuales
producen una poblacion de palmeras diferentes a la madre y la mitad de ellas son
machos, los cuales no se distinguen en la fase de crecimiento hasta la floracién (Jain,
2011). Otro método de reproduccién es mediante los hijuelos, estos originan plantas
iguales a la madre, pero su produccion en la planta es baja o nula, ademas el porcentaje

de sobrevivencia es aproximadamente 60 % (Asemota et al., 2007; Eke et al., 2005).

El fruto es una baya de consistencia carnosa y azucarada alargada con semilla Gnica
que procede del Unico carpelo que se desarrolla tras la polinizacion. Su tamafio oscila
entre los 3 y 4 cm, aunque se encuentran ejemplares de hasta 6 cm (Gracia y Ortiz,
1996). Los datiles son ricos en algunos nutrientes y proveen una buena fuente de
energia debido al alto contenido de carbohidratos. Adicionalmente contienen
minerales, proteinas, grasas y vitaminas. El desarrollo del fruto pasa por 5 etapas (FAO,
2002; Nasser, 2012):

“Hababouk”. Comprende desde la fertilizacion hasta 4 — 5 semanas, el fruto esta

totalmente cubierto por el caliz y su tamafio es el de un frijol.



- “Khimri”. Llega hasta las 17 semanas después de la polinizacion, donde 10S
frutos aun son verdes y tienen un 80% de humedad.

- “Khalal o Beser”. Comprende las semanas 18 y 23, donde los frutos alcanzan su
tamafio maximo, hay un cambio de color, pero el contenido de humedad es muy alto
(45-65%) y el sabor no esta bien definido.

- “Rutab”. Va desde la semana 24 a la 27, donde los frutos estan semimaduros, de
color café claro y la humedad de los frutos es de 30-45%. Es posible cosechar algunas
variedades en esta etapa.

- “Tamar”. Comprende la semana 28 y 29, donde hay un notorio cambio en el color,

la firmeza y el sabor de los frutos, y la humedad es < al 30%.

2.4.  Caracterizacién morfolégica

Segln Hernandez (2013), la caracterizacion morfoldgica de recursos filogenéticos es la
determinacion de un conjunto de caracteres mediante el uso de descriptores definidos que
permiten diferenciar taxonomicamente a las plantas. Algunos caracteres pueden ser
altamente heredables, facilmente observables y expresables en la misma forma en cualquier
ambiente. Las caracteristicas morfoldgicas se utilizan para estudiar la variabilidad genética,
para identificar plantas y para conservar los recursos genéticos. Por lo tanto la
caracterizacion es el primer paso en el mejoramiento de cultivos y programas de

conservacion.

2.5. Descriptores

Segun Sevilla y Holle (2004), los descriptores describen o califican las caracteristicas de las
accesiones con un valor numérico, una escala, un codigo o un adjetivo calificativo. Se
denomina “estado” del descriptor a cada una de las variables de un descriptor cualitativo.
Todos los estados de un mismo caracter deben ser homoélogos, es decir, si por ejemplo el
descriptor es “forma de fruto”, todos los estados del descriptor deben expresar literalmente

alguna de las variaciones en forma: Redonda, alargada, achatada, etc.

Estos descriptores para ser evaluados tendran un valor numérico, lo cual permitira evaluar
el coeficiente de correlacion, andlisis de componentes principales y analisis de
conglomerados utilizando indice de distancia euclidiana a partir de promedios, a

continuacion se detallara el por qué:



2.5.1. Coeficiente de correlacion:

Cuantifica en términos relativos el grado de asociacién intima o variacion conjunta entre dos
descriptores cuantitativos. Su valor oscila entre -1 y +1. El signo del coeficiente indica el
tipo de asociacion — negativo (-) si la relacion es inversa y positivo (+) si es directa — La
magnitud esta asociada con el grado de intimidad entre las variables, si el valor es proximo
a 1 estan estrechamente correlacionadas; por el contrario, un valor préximo a 0 debe ser
interpretado con reserva ya que puede indicar independencia entre las variables o una
relaciéon no lineal. El coeficiente mas empleado es el de Pearson que se recomienda para

datos de tipo multiestados cuantitativos, aunque también es util para datos mixtos.

2.5.2. Coeficiente de distancia:

Representa la similitud como la proximidad de las variables o accesiones con respecto a las
demés. Son en realidad medidas de diferencias donde los valores elevados indican una menor
similitud. Los resultados se obtienen en una matriz simétrica cuyos valores varian de 0 a oo
(infinito), donde 0 es el indicativo de maxima similitud. Entre los coeficientes mas utilizados
tenemos a ‘Mean Character Difference’ (MCD) y las Distancias de Manhattan (MD),
Taxonomica (TD), Euclidiana (DE).

Como sintesis de los conceptos sobre los indices o coeficiente de similitud o de distancias,
Bramardi (2002) explica que la semejanza entre pares de unidades ha recibido deferentes
denominaciones tales como similitud, proximidad, disimilitud y distancia o asociacién por
tanto, sugiere que todas las acepciones sean consideradas como un grupo de indices de
distancia. Asi, por ejemplo, cuando se hace referencia a similitud se tomaunrango de 0y 1,
en el que 1 es similitud total y O es ausencia total de similitud. Por el contrario, cuando se
refiere a distancia, aunque se toma el mismo rango 0 significa similitud total mientras que 1
es ausencia total de similitud. La eleccién de cual indice tomar depende de los datos y de los
tipos de analisis que se planeen realizar posteriormente, como es el caso del andlisis de
Cluster que trabaja con indices de similitud, no obstante, estos se pueden transformar en

indices de distancia y viceversa.



2.5.3. Componentes Principales:

El andlisis de componentes principales (PCA de sus siglas en inglés) es una técnica de
ordenacion utilizada principalmente para mostrar modelos de datos multivariados. Su
objetivo es mostrar las posiciones relativas de puntos de datos en menos dimensiones
mientras conserva la méaxima informacion que sea posible, y explorar las relaciones entre las
variables dependientes. En general, es una técnica de generacion de hipotesis que pretende
describir modelos, en lugar de probar hipdtesis estadisticas formales. Aunque el PCA fue
desarrollado originalmente para analizar variables continuas, también se puede usar en datos

ordinales de presencia-ausencia (Syms, 2008).

El PCA se lleva a cabo en la respuesta de variables dependientes en un conjunto de datos
multivariante. En consecuencia, es una ordenaciéon no restringida, en que las variables
hipotéticas causales independientes no se incluyen explicitamente en el analisis. Por
ejemplo, si la abundancia de varias especies de peces (la respuesta o las variables
dependientes) se midiera en un rango de diferentes sitios con diferentes caracteristicas, como
la exposicion a las olas (variables causales o independientes), esta informacion de exposicién
no se incluiria explicitamente en el analisis. Los patrones recuperados en el PCA son
unicamente una funcion de las relaciones entre las variables dependientes. Por esta razon, el
PCA también se puede clasificar como un andlisis de gradiente indirecto, en el que los
procesos causales hipotéticos, como la exposicion, la humedad, etc., se deducen de los
modelos de las variables dependientes. EI PCA supone que las relaciones entre variables
dependientes son lineales. Esto implica que el PCA se debe aplicar cuando la mayoria de las
variables dependientes tienen valores distintos de cero en la mayoria de las muestras, y que
los diagramas de dispersién bivariados de cada variable entre si deben ser lineales o al menos

monotonamente crecientes o decrecientes (Syms, 2008).

2.5.4. Analisis de conglomerados:

Es un método analitico que se puede aplicar para clasificar las accesiones de un germoplasma
(o variables) en grupos relativamente homogéneos con base en alguna similitud existente
entre ellas. Es importante aclarar que el anlisis de conglomerados se aplica sobre una matriz
de distancias y no sobre una de similitud. Existe dos métodos de conglomeracion: los

jerarquicos y no jerarquicos.



2.5.4.1. Agrupamiento jerarquico:

Se caracteriza por sucesivas fusiones para formar los grupos. Algunos de estos grupos tienen
mayor rango Yy cada uno de ellos abarca varios de menor orden permitiendo seguir en detalle
la formacion de los conglomerados y conocer el nivel de similitud al que se agrupa cada
conjunto de individuos. En este tipo de agrupamiento tenemos: Simple, completo, UPGMA,
centroide y ‘Ward’, todas con el mismo criterio de maximizar la variacion entre los grupos

y minimizarla dentro de ellos.

2.5.4.2. Agrupamiento no-jerarquico:

Esta forma también es conocida como de particion. Se caracteriza por dividir el grupo de
accesiones en un numero preseleccionado de conglomerados que no tienen una estructura
jerarquica. Este método tiene muchas variantes, siendo la mas utilizada "k-means” que se

caracteriza por centrar de nuevo cada accesion cuando cambia de grupo.

Tabla 1: Métodos multivariados de acuerdo con el tipo de variables e indicies de similitud
y distancias asociadas

Tipo de Tipo de variable Indice o distancia asociada Método multivariado
método
Ordenacién ~ Cuantitativas Euclidea Componentes principales.
Mahalanobis Andlisis canénico de
poblaciones.
Cualitativas Similitud Andlisis de coordenadas
principales.
Datos de frecuencia Andlisis factorial
organizados en tablas de de correspondencias.

contingencia. Distancia
Chi-cuadrado

Cuantitativas Indice de disimilitud Analisis de proximidades
o cualitativas (MDS o escalas
multidimensionales).
Clasificacion ~ Cuantitativas Segun tipo de variables, Analisis Cluster.
o cualitativas asociar una matriz de distancia

0 similitud adecuada

Fuente: Adaptado de Bramardi, 2002.

2.6. Georreferenciacion

La georreferenciacion es el posicionamiento en el que se define la localizacion de un objeto
espacial a una posicion en la superficie de la Tierra, con un sistema de coordenadas y datum

determinado.



2.7. Laembriogénesis somatica

La embriogénesis somatica es un proceso que implica la formacion de embriones a partir de
células somaticas vegetales (Von Arnold et al., 2002). Estos embriones poseen, al igual que
los embriones cigdticos, una estructura bipolar con apices de tallo y de raiz (Lelu et al.,
1993). Todo esto es posible gracias a una caracteristica propia de las células vegetales, la
totipotencialidad, esta caracteristica confiere flexibilidad a sus programas ontogénicos.
Consecuentemente, las células somaticas de las plantas son capaces de cambiar y de revertir
sus estados de desarrollo bajo condiciones adecuadas de in vitro. En condiciones extremas,
Fehér et al. (2003) observaron que estas células pueden morir (apoptosis) o desdiferenciarse
y dividirse para experimentar patrones de morfogenesis tales como la embriogénesis,
callogénesis u organogénesis. Como resultado de esa capacidad, ahora se puede asumir que
los programas de desarrollo de plantas pueden darnos muchas vias alternativas (Fehér et al.,
2003; Costa and Shaw, 2007). Los primeros hallazgos de embriogénesis somaética en
laboratorio fueron observados en cultivos de raices de zanahoria por Stewart et al. (1958) y
Reinert (1958).

Para que ocurra la reprogramacién en una célula somética y esta comience a diferenciar un
embrion, su patron de expresion génica debe cambiar (Dodeman et al., 1997; Low et al.,
2008). Es probable que esta regulacion génica se deba a factores epigenéticos como la
metilacion del ADN (Von Arnold, 2008) y compactaciones o descompactaciones en la
disposicion de la cromatina (Fehér et al., 2003). Segun Von Arnold et al. (2002), los
reguladores de crecimiento, principalmente las auxinas, juegan un papel muy importante en
la transduccidn de sefiales para desencadenar un patrén de expresion génica determinado.
De todas las auxinas, el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), utilizado en la mayoria de
los casos para la induccién de Embriogénesis somatica, es el que promueve la
hipermetilacion del ADN con mayor facilidad (Terzi and Lo Shiavo, 1990; Causevic et al.,
2005), ademas su efecto durante la desdiferenciacién celular estd muy correlacionado con el
incremento de AIA enddgeno, lo cual promueve la induccion de Embriogénesis somatica
en zanahoria (Michalczuck et al., 1992), alfalfa (Pasternak et al., 2000), maiz (Jemenez and
Bangerth, 2001).



Los embriones somaticos “in vitro” pueden provenir de células que pasaron por un proceso
de desdiferenciacion, como en callos o suspensiones celulares, en lo que se conoce como
embriogénesis somatica indirecta, sin pasar por ese proceso de desdiferenciacion, en lo que

se denomina Embriogénesis somatica directa (Von Arnold, 2008).

Segun Gueye et al. (2009), la formacion de callo es un pre requisito indispensable en palma
datil para la induccion de Embriogénesis somatica. Sin embargo, debido a este paso previo,
muchas veces las plantas resultantes presentan cierto grado de variabilidad somaclonal. Para
evitar este suceso se tiene que optimizar el uso de reguladores de crecimiento para cada
genotipo, manteniendo en mente los riesgos de las variaciones somaclonales (Sané et al.,
2011). Las variaciones somaclonales tales como la variegaciones y deformaciones de fruto

fueron observadas en plantas producidas in vitro (Cohen et al., 2004).

Los aspectos que mas influyen sobre la embriogénesis somética en palmas, asi como en otras
especies vegetales, en orden de importancia, son: los reguladores de crecimiento, el tipo de
explante, el genotipo, el estado de desarrollo del explante, el medio de cultivo y el tamafio
del explante (Badawy et al., 2005; Asemota et al., 2007; Steinmacher et al., 2007; Gueye et
al., 2009; Perera et al., 2009).

2.7.1. Factores que influyen en la embriogénesis somatica en Palmas

Los reguladores de crecimiento como las auxinas pueden controlar diversos procesos y
respuestas tropicas (Woodward and Bartel, 2005). En cultivo in vitro, las auxinas exdgenas
son las responsables en orientar las vias de desarrollo y favorecer la callogénesis o
rizogénesis de acuerdo a sus concentraciones (Kanmegne and Omokolo, 2003; D’Onoftrio
and Morini, 2006; Jordan et al., 2006). Sin embargo, existen algunos estudios comparativos
detallados de los efectos de los cambios en la concentracion de auxinas durante la
callogenesis y rizogénesis. Aunque el 1-acido naftalacetico (NAA) es raramente usado para
el proceso de embriogénesis somatica indirecta, esta hormona ha sido usada para estudiar el

cambio entre diferentes vias organogenéticas.

Las citoquininas mas utilizadas son el benzilaminopurina (BAP), el 2iP (N6-(2-iso-
penteniladenina)) o bien el tidiazuron, todas en bajas concentraciones. Abohatem et al., 2012

observaron que los medios de cultivo preparados con altas concentraciones de citoquinina
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aumentan la acumulacion de compuestos fendlicos y por tanto, afectan negativamente la

induccioén y el crecimiento de los embriones somaéticos en palmas.

El carbon activado es utilizado cominmente para disminuir los problemas de oxidacion
durante el procesos de embriogénesis somatica en palmas (metabolitos fendlicos y etileno,
ademas de 5-hidroximetil furural (es un inhibidor producto de la sacarosa durante la
esterilizacion del medio en autoclave) (Weatherhead et al., 1978)). Esta caracteristica de la
adsorcion puede afectar en la cantidad disponible de reguladores de crecimiento en el medio
de cultivo, llegando a ser tan alta como 99% de la cantidad inicial (Ebert and Taylor, 1990;
Ebert et al., 1993). Séenz et al., 2010 observaron que habia una mejor respuesta de los
explantes a la embriogénesis somatica cuando las particulas de carbon activado eran muy
finas (<38um).

Badawy et al. (2005) utilizaron apices, yemas axilares y hojas de palma datil en un mismo
tratamiento de induccidn de embriogénesis somatica y encontraron que el apice y la yema
axilar respondieron mejor. Veramendi and Navarro (1997) utilizaron tejido sub apical, apices
y yemas de las plantas, ademas de apices, bases fragmentos de la hoja, y observaron que los
apices, yemas y bases de hojas produjeron mayor cantidad de callo (96-100%).

En las palmas la respuesta a la induccion de callo estd muy influenciado por el genotipo,
segun Gabr and Tisserat (1985); Sané et al., 2012; Sani et al., 2011 en palma datilera y

Verdeil et al., 1994 en coco.

2.7.2. Las etapas de desarrollo de los Embriogénesis somatica (Newton et al., 1994;
VVon Arnold et al., 2002)

Etapa 1: Induccion de tejido Proembriogénico.

En monocotiledoneas el patron de desarrollo de los embriones tanto cigdticos como

somaticos comprende los estadios globular, corazon, torpedo, escutelar y coleoptilar.

Etapa 2: Proliferacién de la masa callosa.

Etapa 3: Formacion de embriones somaticos.

Etapa 4: Maduracion de los embriones somaticos

Etapa 5: Desecacion y Regeneracion de plantas.
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2.7.3. Importancia de la Embriogéenesis somatica

La importancia de la Embriogénesis somética radica en la multiplicacion de genotipos a gran
escala. Facilita el cultivo en medios liquidos y favorece la automatizacion del sistema de
cultivo. Ademas es una técnica de regeneracion celular, la cual, puede ser utilizada como
base para el mejoramiento genético no convencional. Permite la conservacion a largo plazo
(crioconservacion) de lineas celulares de interés genético y comercial, facilitando el

intercambio internacional de germoplasma in vitro (Aguilar et al., 2008).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1.  Ubicacion del Area experimental

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en las regiones de Ica y Lima, siendo las
actividades de Georreferenciacion, Caracterizacion morfologica de las plantas, Recoleccion
de frutos e hijuelos de los Ecotipos de palma datilera realizados en las provincias regionales
de Ica y Pisco de la Regidn de Ica y la caracterizacion de frutos y la fase In vitro de la tesis
se llevd a cabo en la Region Lima. Los hijuelos y frutos recolectados fueron transportados
via terrestre hasta al Laboratorio de Cultivo de Tejidos vegetales del Instituto de

Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La Molina (238 msnm).

3.2.  Prospeccion y seleccion de ecotipos

Los materiales que se utilizaron para la Georreferenciacion de las palmeras datiles fueron:

- 01 GPS Garmin

- 01 cinta métrica

- 01 eclimetro

- 01 camara fotografica

- Fichas de evaluacion

Se georeferencid 83 ecotipos de palmeras datileras y se caracterizd 25 de ellas por 16
descriptores morfoldgicos de fruto mediante el uso de un equipo GPS. Se seleccion6 un
ecotipo de acuerdo a sus caracteristicas de fruto y disponibilidad de explantes para

introduccién in vitro para la determinacion del protocolo de embriogénesis somatica.

3.3.  Caracterizacion morfol6gica

Los materiales utilizados fueron:
- 01 camara fotografica
- 01 balanza de precision
- 01 vernier

- Fichas de evaluacion



Se utilizb 16 descriptores morfoldgicos para Palma datilera descritos por IPGRI et al. (2005)
y se procedid a realizar las mediciones en el fruto, estos descriptores fueron: 5 caracteres
cualitativos (forma de fruto, color de fruto, sabor, consistencia y textura de la pulpa) y 5
caracteres cuantitativos (longitud, ancho, peso de 20 frutos, peso de semillas y relacion entre
peso de frutos/semilla), ademés se considerd 4 caracteres de rendimiento (nUmero de
racimos, numero de frutos por racimo, frutos totales y rendimiento), 1 caracter de ubicacion

(msnm) y 1 caracter de planta (altura).

3.3.1. Descriptores morfologicos externos del fruto:

Forma de fruto: (Figura 1)

Esférico

Sub esférico
Ovoide

Sub cilindrico
Cilindrico

Piriforme

N g bk~ w D

Curvo

L ongitud en Basar:

Muy corto (< 30mm)
Corto (30 - 40 mm)
Medio (41 -50 mm)
Grande (51 - 60 mm)
Muy grande (> 60mm)

o b 0w DN

Ancho en Basar:

1. Estrecho (< 10mm)

2. Medio (10 - 20 mm)
3. Grande (21 -30 mm)
4. Muy grande (> 30mm)

Peso (q): Peso promedio de 20 frutos de la parte central del racimo.
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Color en Tamar:

Amarillo
Ambar

Miel

Marrén oscuro
Negro

Verdoso

N o a A w D Pe

Rojo

Relacion Peso de Fruto/Peso de Semilla: Peso de 20 frutos/peso de 20 semillas

0000004

Figura 1: Forma del fruto en estado Khalal

3.3.2. Descriptores morfoldgicos de la pulpa del fruto:

Consistencia del déatil en Tamar:

1. Suave
2. Semi suave

3. Seco

Gusto vy Sabor:

Insipido
Agrio
Amargo
Fermentado
Otro

o ~ w0 N

Textura de la pulpa:

1. Fibrosa
2. Harinosa

3. Melosa
15



3.3.3. Elaboracién de dendogramas

Se utilizo el andlisis de conglomerados no jerarquico, utilizando las distancias euclidianas
por promedios. Ademas se elabor6 un andlisis de componentes principales, con su
correspondiente correlacion de Pearson, para seleccionar las variables mas discriminativas
para la caracterizacion. Se utilizé el programa Minitab ver. 17 para el procesamiento de

datos.

3.3.4. Clasificacion de los frutos

Segun Markhand et al. (2010) los frutos de la palma datilera se clasifican en pequefios si
sus medidas son: longitud (L) <4.0 y didmetro (D) < 2.4cm), medianos si L=4.0-5.0 y D=
2.5-29cmy largos si L=>5.0 y D=>3.0 cm.

3.4. Introduccion In vitro

3.4.1. Material vegetal

Se utilizaron los hijuelos de 2 a 3 afios de edad (Figura 2), provenientes del ecotipo 16,
ubicado en la latitud S13.9421, longitud W75.9238 y altitud 354.9 msnm, correspondiente
al distrito de Villacuri, Region de Ica.

Figura 2: Extraccion del hijuelo de 2 a 3 afios de edad.
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Primero se corto las hojas del hijuelo de la planta madre para la extraccion, después se cava
alrededor del hijuelo para que haya espacio para maniobrar (Figura 3), se cortaron las raices,
se realizo una palanca, para que el hijuelo se separe de la planta madre sin dafio en la base,

de esta manera se evita la contaminacion exogena.

Figura 3: Trabajo de extraccion de hijuelo

Una vez extraido el hijuelo, se corta las bases de las hojas que dificulten el transporte debido

a sus espinas (Figura 4).

Figura 4: Hijuelo listo para su transporte
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3.4.2. Material de laboratorio
Los materiales utilizados para el establecimiento “in vitro” de Palma datilera fueron:

- Sierra

- Machete

- Cuchillos

- Guantes de proteccion
- Detergente

- Lejia

- Agua destilada

- Balanza de precision

- Jarras de 2 litros

- Probetas

- Fungicida Benomyl (1 gr/L)

Los hijuelos fueron trasladados al Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Agraria La Molina, Area Cultivo de Tejidos.

Se cortaron las hojas externas del hijuelo, teniendo cuidado de no quebrar la base (Figura 5).

Figura 5: Pelado del hijuelo
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Se sigue pelando hasta dejar una columna de hojas con su base, teniendo un tamafio final de
10 a 15 cm de longitud (Figura 6).

Figura 6: Columna de hojas

3.4.3. Aspectos técnicos comunes de los tratamientos
Tratamiento 1:
- Desinfeccién del material vegetal

La columna de hojas se colocé en una bandeja con abundante agua corriente debajo del grifo
para eliminar residuos de suelo, después se lavan con detergente comercial y se enjuagé con

abundante agua corriente.

En la cAmara de flujo laminar, la columna de aproximadamente 8-10 cm de longitud se
esterilizo superficialmente con alcohol 70% por 1 minuto, se enjuagd con agua destilada
estéril, luego se sumergié durante 15 minutos en la solucién de hipoclorito de sodio 1.6%
(Clorox 30% v/v) con 0.1 ml de Tween 20/100 ml de solucion. Posteriormente se realizé tres
enjuagues con agua destilada estéril a intervalos de 60 segundos. El tejido una vez
desinfectado se sumergidé en agua con cisteina (50 mg/L) hasta la preparacion de los
explantes para evitar su oxidacion. El tejido que rodea el apice fue removido hasta llegar al

meristemo con cuatro primordios.
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Tratamiento 2:
- Desinfeccion del material vegetal

Para iniciar con la desinfeccion del material vegetal, se corté la parte del tallo del hijuelo de
la Palma Datilera, dejando una columna de hojas. Se remojo en lejia Clorox y fungicida
Benomyl (1 g/L) durante 30 minutos cada uno. Seguido de cada remojo se enjuagoé 3 veces
el material con agua destilada (Figura 7).

Figura 7: Columna de hojas remojando en lejia

Posteriormente, se desinfectdo en la camara del Flujo Laminar la columna de 5 a 8
centimetros, se utilizo lejia al 50% durante 20 minutos (Figura 8), luego se enjuago tres veces
con agua destilada estéril. Se cortaron los primordios hasta llegar al meristemo (Figura 9),
luego se remojo en lejia al 25% durante dos minutos y luego se enjuago tres veces con agua
destilada estéril.
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Figura 8: Explante remojando en lejia al 50%

Figura 9: Meristemo de la palmera datil

Los meristemos fueron sembrados en medio Murashige and Skoog (1962), a partir de ahora
[lamado MS, con antibi6tico (ceftriaxona 60 mg/L) e incubados en oscuridad a 26°C por 7
dias. Una vez cumplido ese plazo se utiliz6 para los tratamientos aquellos meristemos que
no mostraron ningun signo de contaminacion (hongos y/o bacterias) ademas se evalu6 la

eficiencia de los tratamientos de desinfeccion.
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Preparacion del explante: Se emple6 como explantes las hojas més tiernas que rodean al
apice meristeméatico asi como el propio &pice meristematico. De las hojas se emple6
segmentos de 3 a 5 mm de longitud de la base (Figura 10) y el apice meristematico se
secciond en cuatro partes (Figura 11) y se sembraron en los medios de induccion de los

tratamientos estudiados

Figura 10: Segmentos de la base de las hojas.

-

Figura 11: Explante del meristemo cortado en cuatro

3.4.4. Tratamientos para la formacion de callo embriogénico

Para la induccion de callos embriogénicos se utilizaron tres procedimientos para la
formacion de callo embriogénico, uno que pudiéramos denominar lento pues se transita por
varios estadios (Al Khayri, 2010), otro rapido referido por Kurup et al. (2014) y otro
establecido en el IBT.
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3.4.4.1.Induccion de callo

El disefio experimental utilizado para evaluar el porcentaje de explantes con callogénesis fue
el Disefio completamente al azar con tres tratamientos y 3 repeticiones. Cada repeticion
consistia en 9 explantes.

Los tratamientos utilizados en la fase de Induccion de callo se describen en la Tabla 2

Tabla 2: Composicién de los medios de los tres tratamientos de Induccion de callo

TRAT. MED'(()L')BASAL INICIO (L)
Sales MS 2,4-D 100 mg
NaH2PO4 170 mg 2 1P 3 mg
Mlomcr)g:]tol 125 Carbon Activo 1.5 gr
1 Glutamina 200 mg
Tiamina 5 mg idad o
Ac. Nicotinico 1 Oscuridad a 26.5 C por 3
mg meses, sub cultivo cada 3
—— semanas
Piridoxina 1 mg
Sacarosa 30 gr
Sales MS
Vitaminas MS
NaH2PO4 200 mg 2,4-D 100 mg
12 Mioinositol 100
mg
Saca,rosa 30 ar Oscuridad a 26° C por 6
Carbon activado semanas
3gr
Sales MS 2,4-D 2 mg
Vitaminas MS AIA 0.1 mg
I\/I|0|ncr>z:;tol 100 Ac. Ascérbico 50 mg
13 Ac. Citrico 50 mg
Sulfato de Adenina 25 mg
Oscuridad a 26° C por 2
meses, sub cultivo cada
mes.

Se utilizo los explantes mostrados en la figura 10 y 11 y fueron sembrados uno por tubo.
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3.4.4.2.Proliferacion de callo

Para la evaluacion del crecimiento del callo se trabaj6 bajo un disefio completamente al azar

con tres tratamientos y tres repeticiones.

Para la evaluacion de sobrevivencia de explantes se trabajo bajo un disefio completamente

al azar con tres tratamientos y diez repeticiones.

Los tratamientos se describen en la Tabla 3.

Tabla 3: Composicion de los medios de los tres tratamientos de Proliferacion de callo

TRAT. MEDIO BASAL PROLIFERACION
(L) (L)
Sales MS ANA 10 mg
NaH2PO4 170 mg 2iP 30 mg
Mioinositol 125 mg | Carbon Activo 1.5 gr
Glutamina 200 mg
P1 —
Tiamina 5 mg Fot i0do 14/10
Ac. Nicotinico 1 mg otoperiodo por
—— 3 semanas
Piridoxina 1 mg
Sacarosa 30 gr
Sales MS
—— Caseina hidrolizada
Vitaminas MS
200 mg
P2 NaH2PO4 200 mg
Mioinositol 100 mg | Oscuridad a 26° C por
Sacarosa 30 gr 4 semanas, sub cultivo
Carbon activado 3 gr cada 2 semanas
Sales MS 2,4-D 2.5 mg
Vitaminas MS AIA 0.1 mg
Mioinositol 100 mg Kinetina 0.25 mg
P3 .
Fotoperiodo 14/10 por
2 meses, sub cultivo
cada mes.

3.4.4.3.Formacion de callo embriogénico

Para la evaluacion del desarrollo del callo se trabajo bajo un disefio completamente al azar

con tres tratamientos y siete repeticiones.
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Los tratamientos se describen en la Tabla 4.

Tabla 4: Composicion de los medios de los tres tratamientos de Callo embriogénico

MEDIO BASAL CALLO
TRAT. i
(L) EMBRIOGENICO (L)
Sales MS ANA 10 mg
NaH2PO4 170 mg 2 1P 6 mg
Mioinositol 125 mg Carbon Activo 1.5 gr
Glutamina 200 mg
Cl — .
Tiamina 5 mg Fotoperiodo 14/10 por 12
Ac. Nicotinico 1 mg | semanas, sub cultivo cada 3
Piridoxina 1 mg semanas
Sacarosa 30 gr
Sales MS ANA 0.5 mg
Vitaminas MS Caseina hidrolizada 200 mg
NaH2PO4 200 mg BAP 0.25 mg
C2
Mioinositol 100 mg | Fotoperiodo 14/10 por 7.5
Sacarosa 30 gr meses, sub cultivo cada 6
Carbon activado 3 gr semanas
Sales MS BAP 0.1 mg
o3 Vitaminas MS Fotoperiodo 14/10 por 4 - 5
meses, sub cultivo cada
Mioinositol 100 mg
mes.

3.4.5. Programa estadistico y Correccion de datos

Toda la informacidn registrada fue ingresada a una base de datos elaborada en el programa
Microsoft Office 2010. La base de datos fue procesada en el software estadistico SAS 9.4
con el fin de analizar la varianza (ANVA), comparar los promedios (Tukey, a=0.05) y
cuando el coeficiente de variabilidad resultara muy alto, se transformo los datos, sumando

uno a cada variable respuesta y posteriormente sacandole la raiz cuadrada.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Georreferenciacion de los Ecotipos de Palma datilera de la Region Ica

Se georreferencid 83 ecotipos de palma datilera, se recorrid toda la zona de la Provincia de
Ica y algunas zonas de la Provincia de Pisco del 8 al 10 de Marzo de 2014 (Puntos rojos)
(Figura 12 y Figura 13) y toda la zona de la Provincia de Pisco del 4 al 6 de Abril del 2014
(Puntos verdes) (Figura 14 y Figura 15), se tomaron los datos de latitud (°), longitud (°),
altura (msnm), altura de planta (m), duefio de la palmera (si la tenia), estado de la palmera,
presencia de hijuelos, sexo de la planta y observaciones finales, todos estos datos se pueden
apreciar en la Tabla 5, y la ubicacion de los puntos en el mapa geogréafico en la Figura 16.
Los puntos resaltados en la Tabla 5 son los que se evaluaron para la caracterizacion
morfoldgica.

Se eligio la Region Ica debido a que ahi se encuentra la mayor poblacién de palmas datileras
que provienen de palmeras sembradas a partir de semilla por los espafioles en la época
colonial, entre ellas tenemos el distrito de Cachiche (Ica - Ica) donde su palmera mas

representativa es la llamada de las “Siete Cabezas”, la Reserva de Paracas (Pisco - Ica), etc.

Figura 12: Georreferenciacion de palmeras datileras de la Provincia de Ica



Figura 13: Entrevista a los propietarios de las Palmeras datileras

Figura 14: Recorrido a pie para la georreferenciacidn de Palmas datileras ubicadas en

zonas inaccesibles para el carro
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Figura 16: Mapa de las colectas de los ecotipos de Palma Datilera.



Tabla 5: Datos de la geoprospeccion de Palma datilera en la Region Ica

ESTADO DE PALMERA
Latitud | Longitud | Altitud | Departamento | Provincia | Distrito | FechaColecta LOCALIDAD Propietario AlturaArbol | HEMBRA (S1=1, NO=0) CONHIUELOS (S1= PRESENCIADE FLORES | g en-1 s O MENOS=2, | | FENOTIPO. (BIEN=S, OBSERVACIONES FoTOS
NO=( (! VAL 3) MAS O MENOS=**, MAL= *)
1] 1200 757 4339 ica ica alas Mar-14 Fundo Athos a 50 m E N.D. 1=3 1 N.D. 4 palmeras 1al
2| 1397 7 439.7 ica ica alas Mar Centro poblado Nuestra Sra. de Guadalupe Sra. Elida Contreras 42 1t 1 = 2 palmeras 4al
3| 1393 7 394.6 ca ca alas Mar- Fundo Granja lca Amaldo Huamant 32 1 - 2 palmeras 16al21
4| 13903 7 3045 ica ca alas Mar Fundo Granja lca Amaldo Huamani 14 1 - 2 palmeras 280133
5| 1393 7 386.4 ica ica alas Mar Fundo Carmen 65 1 8 palmeras, precoz y frutos grandes 38l 47
6| 1394 7 386 ica ica alas Mar- [ como cerco i 482l
7] - - ica ica alas Mar undo Los Luises ustavo Tipaqu 4 o= Xisten dos palmeras mas en medio del cultivo 54 al 5
8| - - ca ica alas Mar undo Los Luises ustavo Tipagu 4 o= Xisten dos palmeras mas en medio del cultivo a7
o - 5 ica ica alas Mar- undo Los Luises' ustaw Tipaqui 1 & xisten dos palmeras mas en medio del cultivo al
0] - - ica ica alas Mar undo Los Luises ustavo Tipaqu 1 = xisten dos palmeras mas en medio del cultivo al84
11| 1394 - ica ica alas Mar undo Los Luises ustavo Tipaqu 2 = xisten dos palmeras mas en medio del cultivo 286
-13.93 7 70.4 ica ica alas Mar Por Carretera 1 1 = Por caretera 7 al
“13.92 7 35 ca lca alas Mar Fundo Santa Ana Jonas Yactayo 1 1 = Fruto Amavillo al
13.92 7 358 ica ca alas Mar- Fundo Santa Ana Jonas Yactayo 0 1 - 3 al
13.94 7 358, ica ica alas Mar Pampa Pisco N.D. 1=a N.D. 8 paimeras, en alto riesgo por sequia al 10
13.94 7 354. ica ica alas Mar Fundo Rocio Richard Navarrete C 1=13 1 = 51 plantas enanas 108al 129
T 75 353, ica ica alas Mar-14 Fundo Rocio Richard Navarrete .7 1 1t 1 12y3 = 130al 141
T 75 339 Ica ica alas Mar-14 Fundo San Miguel 1 0 ) 3 N.D 146 al 148
E 75 330, ica ica alas Mar-14 Fundo Los Rosales Juan 47 oy1 1 1y2 - 149 al 152
13. 75, 335 ica ica alas Mar-14 Fundo Los Rosales Juan 121 1+ 1 2 153 al 158
13.93 75.98 3321 ica ica Salas 8Mar-14 Villacuri Fundo Shuman Produce 61 1 1 1 28 palmeras 159al 182
1391 - 2963 ica ica Salas Mar Villacuri Arenal 5 1 2 = 9 palmeras 183 al 185|
13,91 - 2526 ica ica Salas Mar Villacuri Arenal 1 1 2 = 11 palmeras 186 al 194
13, 5 253.0 Ica a Salas Mar Villacuri Arenal .4 1+ = 195 al 196
13.84 E 17.9 ica Pisco Paracas Mar PARACA! Cerca al mar 102 [ - 26 palmeras 198 al 204
1383 5 192 ica Pisco Paracas Mar PARACA! Cerca al mar .7 1 = 6 palmeras 205 al 208
1383 - 267 ica Pisco Paracas Mar PARACA! Resena de Paracas 16 1 = 4 palmeras 211 al 230
T 7 267 ica Pisco Paracas Mar-14 PARACA! Resena de Paracas 16 1 1 1 = 231
BT 7 6.1 ica Pisco Paracas Mar-14 PARACA! Resena de Paracas 6.6 1 [ 1 - 233
E 7 46.4 ica Pisco Paracas Mar-14 PARACA! Resena de Paracas 56 1+ 1 - Colectar 234
13 7 473 ica Pisco Paracas Mar-14 PARACA! Resena de Paracas 59 1+ 1 - Colectar 235 al 236
13 7 268 ica Pisco Paracas Mar-14 PARACA! Resena de Paracas 102 1 1 = 241 al 243
E - ] ica Pisco aracas Mar PARACA! Resena de Paraca . 1 1 = 244
- - ica Pisco Paracas Mar- LANCHA: osque Huarangal 1 = 246 al 247
E E ica Pisco Paracas - Mar- LANCHA: osque Huarangal = 1 = 248 al 255|
E 5 ica Pisco aracas Mar LANCHA: osque Huarang: 1y0 = 8 palmeras 256 al 261
E - ica Pisco aracas Mar LANCH osque Huarangal E 1y0 o= 24 palmeras 262 al 270
13.70 76.20 207 ica Pisco Pisco 4-Aprid Cooperativa Santa Fe Fundo Rosario Helbet Peralta 1 [ 1 2 - 1 palmera. 357 al 362
1369 7621 207 ica Pisco Pisco 4-Aprid Boca del Rio Familia Flores 1 [ [ 3 - 1 palmera 363 al 366
13,69 76.21 217 ica Pisco Pisco 4Aprid Boca del Rio Familia Flores 0 [ [ 2 - 8 palmeras 367 al 375
13,68 76.21 221 ica Pisco Pisco 4-Apria Boca del Rio Familia Flores [ 0 [ 2 - 5 palmeras 376 al 380
13.70 76.22 215 ica Pisco Pisco 4-Apria Boca del Rio Familia Flores 1 0 1 2 - 1 palmera. 3812l 384
1371 76.21 243 ica Pisco Pisco 4-Aprid [ 0 [ 2 - 2 palmeras 386 al 394
1371 76.22 23 ica Pisco Pisco 2-Aprid Centro de Oasis [ [ 1 1 = 1 palmera. 395 al 397 |
1371 76.22 192 ica Pisco Pisco 4Aprid Playa Humedales de Pisco [ 1 1 2 - 2 palmera 432 al 436
1371 76.22 214 ica Pisco Pisco 4-Apria Playa Humedales de Pisco 4(0) 21) (1) 20) 1 1 = 3 palmera 437 al 442
1371 76.2 198 ica Pisco Pisco 4-Apria Playa Humedales de Pisco [ 1 [ 2 - 4 palmeras 444 al 445
1371 76.2 17.8 ica Pisco Pisco 4-Aprid Centro Poblado Santisima Cruz de la Playa Juan Martin Cuentas Casas 1 1 1 1 o 3 palmeras 446 al 472
1372 76.2: 196 ica Pisco Pisco 4Aprid Los Jardines de San Andres Humedales de Pisco 1 [ 1 2 i 1 palmera. 4732l 474
13.72 76.2 201 ica Pisco Pisco 4Aprid Los Jardines de San Andres Humedales de Pisco 4(1) 1 1 2 - 4 palmeras 475 al 478
1372 76.2 194 ica Pisco Pisco 4-Apria Los Jardines de San Andres Humedales de Pisco 1 0 1 2 - 1 palmera 47
137 76 20 ica Pisco | San Andres | 4-Apr14 Los Jardines de San Andres Humedales de Pisco 1 [ 1 2 - 1 palmera. 480
3.7 76 16 Ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Los Jardines de San Andres Humedales de Pisco 1 1+ 1 1 - 1 palmera. 481 al 482
3.7 76 12 ica Pisco | San Andres | 4-Apr14 Los Jardines de San Andres Humedales de Pisco 1 [ 1 2 = 1 palmera. 483 al 484
3.7 76 23 ica Pisco Pisc 4Aprid Instituto Pisco 1 [ 1 1 - 1 paimera 485
3.7 76 23 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Humedales de Pisco [ 1+ 0 2 - 3 palmeras 488
57] 137 76.21 4 ica Pisco | San Andres | 4-Apr14 Humedales de Pisco [ 1+ 2 - 2 palmeras 489 al 492
58] 137 76.21 Ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Humedales de Pisco 1 1+ 1 - 2 palmeras 493 al 494
59| 137 7621 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Humedales de Pisco 0 1 1 v 2 palmeras 495 al 497
60| 137 76.21 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Humedales de Pisco 0 1+ 2 - 1 paimera
61] 137 76.22 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Humedales de Pisco 0 1+ 2 - 1 palmera. 501 al 502
2| 137 7 2.2 ica Pisco | San Andres | 4-Apr14 Humedales de Pisco 1t 0 1 palmera. 5
3| 137 7 2.4 ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Humedales de Pisco 1+ - 2 palmeras 504 al 5(
64| 137 7 0.3 ica Pisco | San Andres | 4-Apri4 Humedales de Pisco 1+ - 1 paimera 510al 5:
5| 137 7 4.4 ica Pisco | San Andres | 4-Aprid Humedales de Pisco 1+ = 1 paimera. 512l 5:
6| 137 7 4.4 ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Humedales de Pisco 1+ - 3 palmeras 514.al5:
67| 1372 7 4.2 ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Humedales de Pisco 1t - 3 palmeras 517 al 521
68| 1372 7 5.5 ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Humedales de Pisco [ - 1 palmera. 522 al 523
69| 1374 7 8.1 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Puerto Pesquero Playa Pisco [ - 2 palmeras 577
70| 1374 7 4.3 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Puerto Pesquero Playa Pisco 11) 1(0) : 1 palmera 578
71| 1374 7 6.8 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr-14 Playa Pisco [ - 1 palmera. 579
72| 1374 7 16.2 ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Playa Pisco [ [ 1 - 8 palmeras 580 al 581
73] 1375 7 167 ica Pisco | San Andres | 4-Apr-14 Terminal Petro Peru 1t [ 1 - 2 palmeras 580 al 563
74| 1375 7 34 ica Pisco | SanAndres | 4-Apr14 Playa Pisco 1 [ 3 - 1 paimera 603
75| 1376 7 17.4 ica Pisco Paracas 4-Aprid Playa Pisco 0 [ 3 - 2 palmeras
76| 1376 7 17.6 ica Pisco Paracas 4-Apria Playa Pisco 1 11 30) 2 - 4 palmeras 605 al 607
77| 137 76.23 38 ica Pisco aracas 4-Apr- Playa Pisco 3() - 1 palmera. 608 al 612
78 137 76.24 4.7 ca Pisco Paracas 4-Apr- Playa Pisco 1 - 6 palmeras 613
79| 137 76.24 8.0 ica Pisco Paracas 4Apr- Playa Pisco [ - 2 palmeras 614
80| 13 76.24 9.4 ica Pisco aracas 4-Apr- Aranwa 1+ - 80 palmeras 615
81| 138 76.24 7.4 ica Pisco aracas 4-Apr- Los Jardines de San Andres Casa 1+ - 1 palmera. 641 al 646
82| 1372 7622 154 ica Pisco Pisco 5-Apr-14 2 palmera. 650
83| 1356 75.56 363 Ica ica Salas 8-Mar-14 Fundo Rocio Richard Navarrete 12 1+ 1 1 = 2 palmera 673




4.2. Caracterizacion morfolégica

Se evaluaron los caracteres morfologicos de fruto, tomando como base los descriptores
establecidos por el IPGRI, no se pudieron caracterizar todos los puntos georreferenciados
mostrados en la Tabla 5, debido a la falta de disponibilidad de acceso a esos puntos por parte

de los propietarios y/o por el dificil acceso a ellos.

Se escogio describir las palmeras mediante descriptores morfoldgicos de frutos, debido a
que se queria discriminar las palmeras que poseian frutos con calidad superior a los
existentes en el mercado actual p.e. var. Medjoul, ademés se encontré referencias anteriores
que utilizaron descriptores morfoldgicos de frutos para discriminar individuos en una
poblacién en especie de la familia Arecaceae como en coco (Zizumbo et al., 2005) y palma
datilera (Ahmed et al., 2011); en otras especies no relacionadas como los higos (Giraldo,
2010), la berenjena (Cakir et al., 2017), la papaya (de Oliveira et al., 2012) y la maracuya
(Matheri et al., 2016).

En la Tabla 6 se muestra los datos obtenidos en la caracterizacion morfoldgica de las plantas
de 25 palmeras seleccionadas, en la Tabla 7 se muestra los datos obtenidos en la
caracterizacion externa del fruto y en la Tabla 8 se muestra los datos obtenidos de la
evaluacion de la pulpa del fruto y en la Tabla 9 se muestra los datos obtenidos a partir de los

caracteres de rendimiento.

El punto resaltado en las tablas es el punto donde se recolecté los hijuelos para determinar

el protocolo de Embriogénesis somatica.

Los frutos fueron recolectados del 10 al 14 de Abril del 2015 en el estado que se encontrasen,
que en la mayoria fueron en etapa Khalal a Rutab (Figura 17, Figura 18 y Figura 19).
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Figura 19: Muestra de frutos caracterizada



Tabla 6: Caracteres georreferenciales y morfologicos de las plantas de Palmas datileras
seleccionadas.

ECOTIPO LATITUD |LONGITUD |ALTITUD UBICACION ALTURA DE
°) °) (msnm) PLANTA (m)
2 -13.9728 -75.7766 439.69 Ica 4.2
7 -13.93566 | -75.899573 370.03 Ica 4.8
8 -13.93572 | -75.899198 | 371.87 Ica 4.3
9 -13.93573 | -75.898995 | 373.06 Ica 1.6
10 -13.93574 | -75.898933 373.18 Ica 1.6
11 -13.93856 | -75.897047 378.01 Ica 2.8
12 -13.93179 | -75.908451 370.44 Ica 1.8
13 -13.92157 | -75.92368 357.92 Ica 8.7
16 -13.94209 | -75.923761 354.93 Ica 3
17 -13.93316 | -75.931382 | 353.04 Ica 3.7
22 -13.9105 | -76.014766 296.31 Ica 8.5
23 -13.90564 | -76.04676 252.57 Ica 6.1
24 -13.90444 | -76.048399 252.99 Ica 5.4
26 -13.83494 | -76.251018 19.21 Pisco 8.7
27 -13.82988 | -76.222958 46.66 Pisco 1.6
28 -13.83124 | -76.223121 46.66 Pisco 1.6
32 -13.83254 | -76.226663 46.80 Pisco 10.2
33 -13.83372 | -76.223565 45.39 Pisco 9.2
34 -13.82665 | -76.210876 49.99 Pisco 10.5
35 -13.82281 | -76.210652 51.46 Pisco 8.6
36 -13.82361 | -76.208749 55.33 Pisco 6.7
37 -13.82775 | -76.208779 56.19 Pisco 5.5
46 -13.71304 | -76.219806 21.36 Pisco 5.6
65 -13.72438 | -76.217209 14.36 Pisco 5
83 -13.55946 | -75.55906 363.00 Ica 1.2

En la Figura 20 se puede observar que los ecotipos se han separado en dos grupos, el Grupo
1 corresponde a los ecotipos ubicados en la Provincia de Ica y el Grupo 2 corresponde a los

ecotipos ubicados en la Provincia de Pisco.
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Figura 20: Dendograma de ecotipos de la Region Ica tomando las variables de Altitud y
Altura de planta, utilizando el método medicion de distancia tipo Euclidiana y ligamiento

por promedios (Minitab 17). Distancia de corte: 2.10

En la Figura 21 se muestra que al conglomerar el dendograma en cuatro grupos, segun el
criterio altura de planta, se observa que el Grupo 1 corresponde a plantas de Ica y con una
altura menor a 5 metros, el Grupo 2 corresponde a plantas de Ica y con una altura mayor a 5
metros, el Grupo 3 corresponde a plantas de Pisco con una altura mayor a 5 metros y el
Grupo 4 corresponde a plantas de Pisco con una altura menor a 5 metros.
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Figura 21: Dendograma de ecotipos de la Region Ica tomando las variables de Altitud y
Altura de planta, utilizando el método medicion de distancia tipo Euclidiana y ligamiento

por promedios (Minitab 17). Distancia de corte: 1.50
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En la Figura 22 se puede observar que de la poblacion caracterizada el 56 por ciento
pertenece la provincia de Ica (14 individuos) y el 44 por ciento (11 individuos), a la provincia

de Pisco

60.0% 56.0%

50.0%

44.0%

40.0%

30.0%

20.0%

10.0%

0.0%

ICA PISCO

Figura 22: Porcentaje de individuos caracterizados en Ica.

.Tabla 7: Caracteres morfologicos del Fruto de las palmas datileras

FORMA LONG. ANCHO
ECOTIPO FRUTO FRUTO FRUTO
2 Curvo Muy grande Grande
7 Ovoide Corto Grande
8 Sub cilindrico Medio Grande
9 Ovoide Corto Medio
10 Sub cilindrico Medio Medio
11 Sub cilindrico Corto Medio
12 Ovoide Corto Medio
13 Curvo Grande Medio
16 Sub cilindrico Medio Medio
17 Cilindrico Medio Grande
22 Sub cilindrico Medio Medio
23 Ovoide Corto Medio
24 Sub cilindrico Corto Grande
26 Esférico Muy corto Grande
27 Ovoide Corto Medio
28 Ovoide Muy corto Medio
32 Ovoide Muy corto Medio
33 Sub esférico Corto Medio
34 Sub cilindrico Medio Medio
35 Sub cilindrico Corto Medio
36 Sub esférico Corto Grande
37 Sub esférico Corto Grande
46 Sub esférico Corto Grande
65 Cilindrico Medio Grande
83 Ovoide Corto Grande
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En la Figura 23 se muestra la conglomeracién del dendograma en tres grupos, en el Grupo
1 corresponde a plantas con frutos de forma curva; el Grupo 2 corresponde a los frutos de

ancho grande y el Grupo 3 corresponde a los frutos con ancho medio.
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Observaciones
Figura 23: Dendograma de ecotipos de la Regién Ica tomando las variables de Forma de
fruto, Longitud de Fruto y Ancho de fruto, utilizando el método medicién de distancia tipo

Euclidiana y ligamiento por promedios (Minitab 17). Distancia de corte: 2.55

En la Figura 24 se puede observar que en la Region de Ica se puede encontrar ecotipos con
forma de fruto sub cilindrico, ovoide, sub esférico, cilindrico, curvo y esférico,
encontrandolos en la poblacion a una proporcion de 0.32, 0.32, 0.16, 0.08, 0.8 y 0.04,

respectivamente.
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Figura 24: Proporcion de ecotipos en la Region Ica, de acuerdo al caracter Forma de fruto.
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En la Figura 25 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con
forma de fruto sub cilindrico, ovoide, curvo y cilindrico, encontrandolos en la poblacion a
un porcentaje de 42.86%, 35.71%, 14.29% y 7.14%, respectivamente

45.00% 12.86%
40.00% 35.71%
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.00% 14.29%
. (=]
10.00% T14%
5.00%
0.00% 0.00% 0.00%
0.00%
Esférico Sub Ovoide Sub Cilindrico  Piriforme Curvo
esférico cilindrico

Figura 25: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica, de acuerdo al caracter Forma de
fruto.

En la Figura 26 se puede observar que en la provincia de Pisco se puede encontrar ecotipos
con forma de fruto sub esférico, ovoide, sub cilindrico, esférico y cilindrico, encontrandolos

en la poblacién a un porcentaje de 36.36, 27.27, 18.18, 9.09 y 9.09, respectivamente

40.00% 36.36%

35.00%
30.00% 27.27%
25.00%
20.00% 18.18%
15.00%
9.09% 9.09%

10.00%

5.00%

0.00% 0.00%
0.00%

Estérico Sub estérico  Owoide Sub Cilindrico  Piriforme Curvo
cilindrico

Figura 26: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco, de acuerdo al caracter Forma
de fruto.

En la Figura 27 se puede observar que en la Regién de Ica se puede encontrar ecotipos de
longitud Corto, Medio, Muy corto, Grande, Muy grande, encontrandolos en la poblacién a

una proporcion de 0.52, 0.28, 0.12, 0.4 y 0.4, respectivamente.
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Figura 27: Proporcidon de ecotipos en la Region de Ica, de acuerdo al caracter Longitud de
fruto.

En la Figura 28 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con
longitud de fruto corto, medio grande y muy grande, encontrandolos en la poblacion a un
porcentaje de 50%, 35.71% 7.14% y 7.14%, respectivamente.

60.00%
50.00%
50.00%
40.00% 35.71%
30.00%
20.00%
10.00% 7.14% 7.14%
E
0.00%
Muy corto Corto Medio Grande Muy grande

Figura 28: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica, de acuerdo al caracter Longitud
de fruto.

En la Figura 29 se puede observar que en la provincia de Pisco se puede encontrar ecotipos
con longitud de fruto Corto, Muy corto y Medio, encontrandolos en la poblacion a un
porcentaje de 54.55%, 27.27% y 18.18%, respectivamente.
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Figura 29: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco de acuerdo al caracter Longitud
de fruto.

En la Figura 30 se puede observar que en la Regién de Ica se puede encontrar ecotipos de
fruto con ancho Medio y Grande, encontrandolos en la poblacién a un porcentaje de 56% y

44%, respectivamente.
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Figura 30: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica, de acuerdo al caracter Ancho de
fruto.

En la Figura 31 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con
ancho de fruto Medio y Grande, encontrandolos en la poblacién a un porcentaje de 57.14%

y 42. 86%, respectivamente.
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Figura 31: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica de acuerdo al caracter Ancho de
fruto.

En la Figura 32 se puede observar que en la provincia de Pisco se puede encontrar ecotipos
con ancho de fruto medio y grande, encontrandolos en la poblacion a un porcentaje de
54.55% vy 45.45%, respectivamente.

60.00% 54.55%
50.00% 45.45%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%
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0.00%
Estrecho Medio Grande Muy grande

Figura 32: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco de acuerdo al caracter Ancho
de fruto.
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Tabla 8: Caracteres morfologicos de la pulpa del Fruto de las palmas datileras

ECOTIPO |CONSISTENCIA| SABOR TEXTURA COLOR
PULPA

2 Semi suave Otro Harinosa | Ambar
7 Suave Otro Melosa Ambar
8 Suave Otro Harinosa Miel
9 Semi suave Insipido Harinosa | Amarillo
10 Semi suave Otro Harinosa Miel
11 Seco Insipido Fibrosa | Amarillo
12 Suave Otro Harinosa | Amarillo
13 Semi suave Agrio Fibrosa | Amarillo
16 Suave Otro Harinosa Miel
17 Suave Otro Harinosa | Amarillo
22 Semi suave Otro Harinosa | Ambar
23 Suave Otro Melosa Ambar
24 Seco Insipido Fibrosa Rojo
26 Suave Agrio Melosa | Ambar
27 Semi suave Fermentado| Fibrosa Ambar
28 Semi suave Otro Melosa Ambar
32 Seco Agrio Fibrosa | Verdoso
33 Seco Otro Fibrosa Rojo
34 Semi suave Agrio Fibrosa Ambar
35 Seco Insipido Fibrosa Ambar
36 Seco Fermentado| Fibrosa Ambar
37 Seco Fermentado | Harinosa Miel
46 Seco Fermentado| Fibrosa Miel
65 Semi suave Otro Fibrosa Rojo
83 Semi suave Otro Harinosa | Marrdn

En la Figura 33 se puede observar la agrupacion de individuos de acuerdo a sus
caracteristicas en comdn, y esto son: Grupo 1: Frutos de pulpa harinosa y sabor otro (dulce),
Grupo 2: Frutos ambar de pulpa melosa y sabor otro (dulce), Grupo 3: Frutos &mbar de pulpa
suave, melosa y agria, Grupo 4: Frutos amarillos de pulpa semi suave, harinosa e insipida,
Grupo 5: Frutos de pulpa fibrosa, seca e insipida, Grupo 6: Frutos de pulpa semi suave y
fibrosa, Grupo 7: Frutos con pulpa seca y sabor fermentado, Grupo 8: Frutos de pulpa seca

y fibrosa, Grupo 9: Frutos rojos de pulpa fibrosa y sabor otro (dulce).
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Figura 33: Dendograma de ecotipos de la Region Ica tomando las variables de Color de
fruto, Consistencia, sabor y Textura de pulpa, utilizando el método medicion de distancia

tipo Euclidiana y ligamiento por promedios (Minitab 17). Distancia de corte: 1.50

En la Figura 34 se puede observar que en la Region de Ica se puede encontrar ecotipos con
frutos de Consistencia Semi suave, Seco y Suave, encontrandolos en la poblacion a una

proporcién de 0.4, 0.32 y 0.28, respectivamente.
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Figura 34: Proporcion de ecotipos en la Region Ica de acuerdo al caracter Consistencia de
fruto

En la Figura 35 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con

frutos de Consistencia Suave, Semi suave y Seco, encontrandolos en la poblacién a un
porcentaje de 42.86%, 42.86% y 14.29%, respectivamente.
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Figura 35: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica de acuerdo al caracter
Consistencia de fruto.

En la Figura 36 se puede observar que en la provincia de Pisco se puede encontrar ecotipos
con frutos de Consistencia Seco, Semi suave y Suave, encontrandolos en la poblacion a un

porcentaje de 54.55%, 36.36 y 9.09%, respectivamente
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54.55%

50.00%
40.00% 36.36%
30.00%
20.00%

9.09%
10.00%

Suave Semi suave Seco

Figura 36: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco de acuerdo al caracter
Consistencia de fruto.

. En la Figura 37 se puede observar que en la Regidn de Ica se puede encontrar ecotipos con
frutos de Gusto y Sabor de pulpa otro (dulce), Insipido, Agrio y Fermentado, encontrandolos

en la poblacién a una proporcion de 0.52, 0.16, 0.16, 0.16, respectivamente.
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Figura 37: Proporcion de ecotipos en la Region Ica de acuerdo al caracter de Gusto y

Sabor de pulpa.

En la Figura 38 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con

frutos de Gusto y Sabor de pulpa otro (dulce), Insipido y Agrio, encontrandolos en la

poblacion a un porcentaje de 71, 43%, 21,43 y 7.14%, respectivamente.
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Figura 38: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica de acuerdo al caracter de Gusto y

Sabor de pulpa.

En la Figura 39 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con

frutos de Gusto y Sabor de pulpa Fermentado, Dulce (Otro), Agrio e Insipido,

encontrandolos en la poblacién a un porcentaje de 36.36%, 27.27%, 27.27% Yy 9.09%,

respectivamente.
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Figura 39: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco de acuerdo al caracter de Gusto
y Sabor de pulpa.

En la Figura 40 se puede observar que en la Region de Ica se puede encontrar ecotipos con
frutos de Textura de pulpa Fibrosa, Harinosa y Melosa, encontrandolos en la poblacién a

una proporcion de 0.44, 0.4 y 0.16, respectivamente.
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Figura 40: Proporcion de ecotipos en la Region Ica de acuerdo al caracter de Textura de
pulpa.

En la Figura 41 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con
frutos de Textura de pulpa Harinosa, Fibrosa y Melosa, encontrandolos en la poblacion a un
porcentaje de 64.29%, 21.43% y 14.29%, respectivamente.
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Figura 41: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica de acuerdo al caracter de Textura
de pulpa.

En la Figura 42 se puede observar que en la provincia de Pisco se puede encontrar ecotipos
con frutos de Textura de pulpa Fibrosa, Melosa y Harinosa, encontrandolos en la poblacién

a un porcentaje de 72.73%, 18.18% y 9.09%, respectivamente.
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Figura 42: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco de acuerdo al caracter de
Textura de pulpa.

En la Figura 43 se puede observar que en la Regién de Ica se puede encontrar ecotipos con
frutos de color Ambar, Amarillo, Miel, Rojo, Marrén y Verdoso, encontrandolos en la

poblacién a una proporcién de 0.4, 0.2, 0.2, 0.12, 0.04 y 0.04, respectivamente.
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Figura 43: Proporcion de ecotipos en la Regidn Ica de acuerdo al caracter de Color de
fruto

En la Figura 44 se puede observar que en la provincia de Ica se puede encontrar ecotipos con
frutos de color Amarillo, Ambar, Miel y Rojo, encontrandolos en la poblacién a un
porcentaje de 35.71%, 28.57%, 21.43%, 7.14% y 7.14%, respectivamente.
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Figura 44: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Ica de acuerdo al caracter de Color de
fruto

En la Figura 45 se puede observar que en la provincia de Pisco se puede encontrar ecotipos
con frutos de color Ambar, Miel, Rojo y Verdoso, encontrandolos en la poblacién a un
porcentaje de 54.55%, 18.18%, 18.18% Yy 9.09%, respectivamente.
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Figura 45: Porcentaje de ecotipos en la Provincia de Pisco de acuerdo al caracter de Color
de fruto

Tabla 9: Caracteres morfoldgicos relacionados al rendimiento de las palmas datileras

N° FRUTOS [ ;105 | PESO20[ PESO RDT [RELACION

ECOTIPO | o cimos| - POR [ 1oTaLes | FRUTOS | SEMILLA |PLANTA | P FRUTO/

RACIMO (GR) (GR) (KG) |PSEMILLA
2 15 138 2070 394 25.86 40.78 15.24
7 12 1320 15840 1734 30.94 137.33 5.60
8 15 980 14700 308.65 56.5 226.86 5.46
9 12 1110 13320 138.74 14.76 92.40 9.40
10 6 1680 10080 103.42 19.27 52.12 5.37
11 15 1260 18900 141.9 29.76 134.10 2.38
12 6 460 2760 122.23 25.32 16.87 4.83
13 20 567 11340 116.33 10.56 65.96 3.81
16 6 1508 9048 312.36 38.32 141.31 8.15
17 12 536 6432 338.36 21.24 108.82 10.83
22 5 1575 7875 240.56 27.72 94.72 4.34
23 5 576 2880 275.68 24.44 39.70 5.64
24 9 1920 17280 138.95 27.36 120.05 5.08
26 6 284 1704 178.63 14 15.22 12.76
27 4 806 3224 267.28 19.1 43.09 3.50
28 7 1080 7560 2416 14.26 91.32 4.24
32 6 1225 7350 157.44 16.56 57.86 9.51
33 6 1440 8640 114.82 25.25 49.60 455
34 10 945 9450 209.62 22.8 99.05 9.19
35 6 480 2880 146.92 23.32 21.16 3.15
36 15 987 14805 152.41 38.27 112.82 3.98
37 7 1178 8246 115.48 22.36 47.61 5.16
46 15 1185 17775 122.36 19.06 108.75 6.42
65 10 684 6840 216.56 30.56 74.06 7.09
83 5 936 4680 169.01 23.64 39.55 7.15
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En la Figura 46 se puede observar tres grupos, el grupo 1 consiste en individuos con una
produccion menor a 5,000 frutos por planta y con rendimientos menores a 45 kg por planta.
El grupo 3 consiste en individuos con una produccion mayor a 12,000 frutos por planta. El
grupo 2 consiste en individuos con una produccion de frutos mayor a 5,000 y menor a
12,000.
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Figura 46: Dendograma de ecotipos de la Region Ica tomando las caracteres relacionados
al rendimiento, utilizando el método medicion de distancia tipo Euclidiana y ligamiento
por promedios (Minitab 17). Distancia de corte: 4000.0

4.2.1. Andlisis de componentes principales

En la Figura 47 se observa que hasta el componente principal 6 tiene un valor propio
cercano a 1 y explicaria el 83.4 % de la variabilidad observada, lo cual se puede corroborar
en la Tabla 10.
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Tabla 10: Analisis de los valores propios de la matriz de correlacion de las 16
Componentes principales

Valor propio | 3.9342 | 3.2129 2.2553 1.6898
Proporcion | 0.246 0.201 0.141 0.106
Acumulada | 0.246 0.447 0.588 0.693

Valor propio | 1.3403 | 0.9111 0.8146 0.5514
Proporcion | 0.084 0.057 0.051 0.034
Acumulada | 0.777 0.834 0.885 0.919

Valor propio | 0.4389 | 0.2943 0.2468 0.1562
Proporciéon | 0.027 0.018 0.015 0.01
Acumulada | 0.947 0.965 0.981 0.99

Valor propio [ 0.0921 | 0.0397 0.0154 0.0071
Proporcién | 0.006 0.002 0.001 0
Acumulada | 0.996 0.999 1 1

Valor propio
N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1L R B W B b
Numero de componente

Figura 47: Gréfica de sedimentacion de los 16 componentes principales

En la Figura 48 se observa que la forma y longitud del fruto estan altamente correlacionado,
y posiblemente estan influenciados por la altitud (msnm); el rendimiento esta correlacionado
con numero de racimos y peso de semillas y frutos totales; y la consistencia de la fruta esta
correlacionada negativamente con la textura de la pulpa. Ademas, se puede observar que los
ecotipos estan delimitados contrastantemente entre Ica y Pisco, derecho Ica e izquierdo
Pisco. Los ecotipos 17 y 2 son los que presentaron mayor peso en 20 frutos y el 8 con mayor
rendimiento. Esta figura indica que las variables de estudio seleccionadas explican el 45%

de la variabilidad observada.
49



54
frutos_totales
44 rdt_planta
n/racimos
3+ .
pego_semilla
frutos_racimo
36
24 A ,
46 H
i long (o]
4 : forma_fr ;vv
consistencia : bifcho_fruto
l :
. ot 3 F
S b / .
- AN\ 7 ubicacion
o f
X 0“"""""'""’"""""‘""’"'Ith‘ré """"""""""""""""""""""""""""""" lca
a '
%1 3A3 a ; peso, 20frutos A Pisco
£ 37Pisco ; abor
[a)] ! A
1 % :
35 E P\frutq, semilla
5 28!
27 7
A texturg_pulpa
2- ;
3- :
261
4+ A
-5+
6 5 4 3 2 4 1 2 3 4 5 6

0
Dim1 (24.6%)

Figura 48: Biplot del Analisis de los componentes principales

En la Tabla 11 se muestra la contribucion de las variables en los primeros 6 componentes
principales.

El PC1 tiene la contribucion de las variables “Peso de 20 frutos™ y “consistencia de fruto”.
El PC2 tiene la contribucion de las variables “Frutos totales” y “Rendimiento”. Este
componente se basa en los caracteres de productividad.

El PC3 tiene la contribucion de la variable “Forma de fruto”.

El1 PC4 y PCS tienen la contribucion de la variable “Ancho de fruto”.

El PC6 tiene la contribucién de la variable “Altura de planta”.
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Tabla 11: Vectores propios de la matriz de correlacion de las 16 Componentes principales

Variable PC1 | PC2 | PC3 | PC4 | PC5 | PC6
Msnm 0.331]0.179|-0.03 | 0.348 | -0.09 | -0.29
Altura -0.19 | -0.03 | 0.296 | -0.3 | 0.047|0.504
forma_fruto 0.277|0.166 | 0.409 | 0.078 | -0.31 | -0.09
long_fruto 0.326 | 0.182 | 0.333 | -0.05 | -0.29 | -0.09
ancho_fruto 0.115|0.128|-0.08 | -0.5 | 0.4 |-0.37
n_racimos 0.127|0.379(0.298 | 0.03 | 0.362 | -0.02

frutos_racimo -0.230.279|-0.31 | 0.079 | -0.26 | -0.18
frutos_totales -0.14 |0.492 | -0.1 |0.106 |0.221 | -0.08
peso_20frutos 0.394 | -0.04 | -0.02 | -0.23 | -0.13 | 0.264
peso_semilla 0.15 |0.319|-0.27 | -0.26 | -0.13 | 0.357

rdt_planta 0.103]0.464 | -0.21 | -0.05 | 0.112| 0.27
P_fruto_semilla |0.238|-0.17 | 0.176 | -0.33 | 0.251 | -0.26
Consistencia -0.39 | 0.142|0.212 | -0.08 | -0.09 | -0.2
Sabor 0.252|-0.07 | -0.33 | -0.19 | -0.3 | -0.08
textura_pulpa 0.254 | -0.23 | -0.36 [ 0.109 | 0.254 | -0.04
Color -0.22 | 0.065| -0.07 | -0.49 | -0.35 | -0.3

El andlisis de componentes principales (PCA) se utilizd para revelar las diferencias generales
entre genotipos como valores numéricos, que indican los rasgos que podrian utilizarse para
diferenciar los genotipos (Balkaya et al., 2010). En este estudio se utilizo un PCA en
poblaciones de palmas datileras que consideraron caracteristicas del fruto que incluian 5
caracteres cualitativos (forma de fruto, color de fruto, sabor, consistencia y textura de la
pulpa) y 5 caracteres cuantitativos (longitud, ancho, peso de 20 frutos, peso de semillas y
relacién entre peso de frutos/semilla), ademéas se considerd 4 caracteres de rendimiento
(ndmero de racimos, numero de frutos por racimo, frutos totales y rendimiento) y 1 caracter
de ubicacion (msnm) y 1 carécter de planta (altura); los ejes de este andlisis representaron el
83.4 % de la variacion total multivariente entre los ecotipos detallados de palma datilera
(Tabla 11). El primer eje represento el 24.6% de la variacion, mientras el segundo eje
representd el 20.1% dando un total de 44.7% de la variacion, lo que sugiere una considerable
diversidad entre los caracteres de fruto. En este estudio, los rasgos con altos coeficientes en
el primero y segundo componentes principales se deben considerar mas importantes ya que

estos ejes explican la mayor parte de la variacién total.
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En la Tabla 12 se observa la transformacién hecha en los valores de las variables originales

con los valores de la matriz de correlacion, generando nuevos valores para cada componente

y ecotipo.

Tabla 12: Caracterizacion de ecotipos mediante el uso de Componentes Principales

ECOTIPO| PRN1 PRN2 PRN3 PRN4 PRN5 PRNG6
2 5.0146831 | -0.430724 | 3.0252705 | -1.501182 | -0.369727 | -1.217349
7 1.2485789 | 1.365084 | -2.211206 | 0.3241674 | 1.3813745 | -0.121175
8 2.8966475 | 3.6186715 | -1.836889 | -1.224348 | 0.304256 | 1.5640465
9 -0.160362 | 0.2545681 | 0.2877833 | 2.2005517 | 1.5088224 | -0.938546
10 -0.080002 | 0.006691 | -0.853999 | 1.657613 | -1.520862 | -1.610113
11 -1.192145 | 2.9844609 | 0.453632 | 2.3369684 | 0.5566762 | 0.2086482
12 0.9399297 | -2.10961 | -0.766779 | 1.752878 | -0.329716 | -0.108252
13 0.5631736 | 1.3879559 | 4.027328 | 2.017659 | 0.0425868 | 0.1398497
16 2.1047459 | 0.830006 | -1.64188 |0.0489585| -1.50532 |0.6431125
17 3.4322751 | -0.231961 | 0.4999626 | -0.48354 | 0.7230513 | -0.259105
22 0.324829 |0.1422889 | -0.567635 | 0.436375 | -1.628333 | 1.0120622
23 1.4030764 | -2.481895 | -1.045319 | 0.4612663 | -0.303101 | 1.0987446
24 -2.428746 | 2.6670322 | -0.192919 | -0.85552 | -0.363608 | -1.420964
26 -0.173838 | -3.937267 | -0.132414 | -1.210344 | 2.9988141 | 0.2936569
27 -0.493692 | -1.769094 | -0.229615 | 0.6168155 | -1.153685 | 0.4630825
28 -0.21936 | -1.532007 | -1.852659 | 1.0708263 | 0.2227544 | 0.18105
32 -3.023565 | -1.052775 | 0.9280727 | -1.170289 | -0.344934 | 0.1495548
33 -3.04935 | -0.306909 | -0.397571 | -1.304204 | -1.742223 | 0.0793659
34 -0.551675 | 0.1067258 | 1.9041994 | -0.417148 | 0.1077597 | 1.5309981
35 -2.053277 | -1.468003 | 1.9799246 | 0.4769142 | -0.424033 | 1.2716385
36 -1.418863 | 1.9620924 | -0.277789 | -0.976927 | 1.2161876 | 0.8137156
37 -1.739709 | -0.671351 | -0.67068 | -0.644083 | 0.5487632 | -0.722813
46 -1.980028 | 1.5761729 | 0.0810134 | -0.751054 | 1.5477674 | -0.631284
65 0.1758573 | 0.2637326 | 0.6821346 | -2.57973 | -1.169204 | -0.573802
83 0.4608154 | -1.173886 | -1.191967 | -0.282623 | -0.304068 | -1.846124

En la Figura 49 se conglomerd en 10 grupos y se describié tomando como referencia los
valores observados en las Tabla 6, Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9 siendo el Grupo 1 conformado
por ecotipos con peso de fruto mayor a 330 gramos, ancho de fruto grande, sabor dulce
(otro) y textura de pulpa harinosa. EI Grupo 2 corresponde aquellos ecotipos que tienen
frutos de longitud corta y ancho grande. EI Grupo 3 corresponde aquellos ecotipos con frutos
de textura de pulpa harinosa. EI Grupo 4 corresponde a ecotipos con frutos de ancho medio.

El Grupo 5 corresponde a ecotipos con frutos de textura de pulpa fibrosa. EI Grupo 6
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corresponde a frutos de color &mbar, con forma subcilindrica, ancho medio y textura de
pulpa fibrosa. ElI Grupo 7 corresponde a frutos cortos con ancho medio y sabor de pulpa
insipido. EI Grupo 8 corresponde a frutos amarillos, de forma curva, grandes, de
consistencia semisuave, textura de pulpa fibrosa y sabor agrio. El Grupo 9 corresponde a
frutos color miel, ancho grande, consistencia suave, sabor de pulpa dulce (otro) y textura
harinosa. El Grupo 10 corresponde a frutos de color &mbar, de forma esférica, muy corto,

ancho grande, consistencia suave, sabor de pulpa agrio y textura melosa.

287, 1 3 8

Distancia

143

0.00
2 17 7 24 36 46 10 37 83 12 28 23 27 16 22 32 33 65 34 35 9 11 1B 8 26

Observaciones

Figura 49: Dendograma de ecotipos de la Region Ica considerando los valores de los
componentes principales seleccionados, utilizando el método medicion de distancia tipo

Euclidiana y ligamiento por promedios (Minitab 17). Distancia de corte: 2.87

De acuerdo a las exigencias del mercado, para fruto fresco se consideraron los ecotipos con
frutos de longitud media a muy grande (de 4 cm a mas) con ancho medio a muy ancho (de
2.5 cm a mas), con un peso promedio mayor a 300 gramos, con una consistencia de
semisuave a suave, con sabor otro (dulce), con una textura de pulpa harinosa (Tabla 13),
segun Markhand et al. (2010), estos ecotipos poseen frutos de tamafio mediano a grande.
Esta tabla también muestra los ecotipos candidatos para su micropropagacion. El estado de
desarrollo de los frutos durante la evaluacion fue el Rutab, donde ya presentaban dulzor en

su pulpa, caracteristica muy importante en variedades comerciales de calidad superior.
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Tabla 13: Ecotipos superiores de acuerdo a su calidad de fruto.

LONG. ANCHO TEXTURA PESO 20 PESO PESO
ECOTIPO FRUTO FRUTO COLOR CONSISTENCIA | SABOR PULPA FRUTOS | SEMILLA | FRUTO/SEMILLA
Muy < . .
2 grande Grande | Ambar | Semi suave |Dulce | Harinosa | 394 25.86 15.24
8 Medio | Grande Miel Suave Dulce | Harinosa | 308.65 56.5 5.46
17 Medio | Grande | Amarillo Suave Dulce | Harinosa | 338.36 | 21.24 15.93

4.3. Protocolo de formacion de callo embriogénico

4.3.1. Desinfeccion

En la Figura 50 se muestra la eficiencia de dos protocolos de desinfeccidén, mostrando alta
eficiencia (92%) esto puede ser debido al uso de fungicida y lejia Clorox (4% hipoclorito de
sodio) en la parte inicial de la desinfeccion.

100% 929
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

0%

TRA'1 TRA 2

Figura 50: Porcentaje de éxito en la desinfeccion

En la Figura 50 se observa que la desinfeccion fuera de camara, fue muy importante,
resultando esencial el uso de lejia y pesticidas antes del ingreso del explante a cAmara de
flujo laminar, resultando en nuestro caso el Tratamiento 2 el mejor, para el Tratamiento 1 se

tomo como referencia a Al-Khayri (2010), Kurup (2010), no resultando efectivo.
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4.3.2. Induccién de callos

En la Tabla 14 , se observa el andlisis de varianza del porcentaje de explantes inducidos a
callogenesis después de haber transformado los datos ya que inicialmente se obtenia un
Coeficiente de Variabilidad de 85% siendo muy alto, disminuy6 a 11.94%. EI ANVA no
mostrd diferencias significativas (0=0.05), respecto a los tratamientos utilizados para la

induccion de callo.

Tabla 14: Analisis de varianza del porcentaje de explantes con callos a las seis semanas de
siembra con transformacion V(X+1).

Sumade | Cuadrado
Fuente DF ~ | F-Valor Pr>F
cuadrados | de la media
TRA 2 0.0520548 | 0.0260274 1.34 0.3305 (ns)
Error 6 0.1166304 | 0.0194384
Total 8 0.1686852

Coeficiente de Variabilidad= 11.94%

Se observa en las Figura 51 y Figura 52 que el medio de induccion 12 fue el que mejor
respuesta se tuvo en la Induccion de callo, tanto para distintos genotipos como en su
respuesta general al comparar medios de induccion, respectivamente, concordando con los

resultados obtenidos por Kurup et al. (2014).

En la Figura 51 se puede observar que cada genotipo responde mejor a un medio de
induccién siendo para el genotipo 16 el mejor medio de induccidn el 11, para el genotipo 17
el 13 y para el genotipo 83 el 12. Pero es en el medio 12 donde se obtuvo respuesta en todos
los genotipos introducidos, aunque no existan diferencias significativas en la respuesta a la

induccidn en los tres medios comparados (Figura 52).
Ademas se puede observar que la calidad de callo formado es consistente y no friable en el

medio 12 (Figura 54) e 13 (Figura 55) que en el medio de induccion 11 (Figura 53) ya que se

observa una consistencia muy friable (no embriogénica).
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Figura 51: Influencia del genotipo-medio de cultivo en la Induccion de callo
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Figura 52: Comparacion en la respuesta de Induccion de callo en tres medios diferentes
(Tukey a=0.05)

La Induccién de callo en los explantes sembrados, se logré un mayor porcentaje de induccion
en aquellos sembrados en medio MS suplementado con altas concentraciones de 2,4-D
(100mg/L) con ausencia de citoquininas (BAP, 2iP), pero con la adicion de carbon activado
(3 g/L) que deja de 2 — 4 mg/L de 2,4-D en accion. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Kurup et al. (2014) logrando una induccidn réapida a la callogénesis a altas
concentraciones de 2,4-D.
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Figura 53: Callo formado en el medio de induccién 11

Callo

Figura 54: Callo formado en el medio de induccién 12



Figura 55: Callo formado en el medio de induccion 13

4.3.3. Proliferacion de callo

En la

Tabla 15, se observa el andlisis de varianza de los resultados obtenidos del crecimiento de
callo en la etapa de Proliferacion de callo en los tres tratamientos después de haber
transformado los datos, ya que inicialmente se obtenia un Coeficiente de Variabilidad de
30.81% se disminuy6 a 12.41%. EI ANVA no mostré diferencias significativas (0=0.05),
respecto a los tratamientos utilizados para la proliferacién de callo.

Tabla 15: Analisis de varianza del crecimiento de callo en la etapa de Proliferacion de
callo con transformacion V(X+1).

Cuadrado
Suma de
Fuente DF de la F-Valor Pr>F
cuadrados )
media
Trat 2 0.5140054 | 0.2570027 4.4 0.0666 (ns)
Error 6 0.3503031 | 0.0583839
Total 8 0.8643086

Coeficiente de variabilidad= 12.41%

58



Se observa en la Figura 56 y Figura 57 que no hubo diferencias significativas en la respuesta
de proliferacion de callo en los tres tratamientos probados, aunque se obtuvo mayor cantidad
de masa callosa con el medio de proliferacion P2, obteniendo al finalizar esta etapa (6
semanas) una masa de callo 4 veces el tamafio inicial. Cabe resaltar que los callos en P2
contaban con buenas caracteristicas morfologicas como se observa en la Figura 59, es un
tejido de mucha mayor consistencia que el callo proliferado en medios de proliferacion P1
(Figura 58) o del P3 (Figura 60).

En la Tabla 16, se observa el andlisis de varianza del porcentaje de explantes muertos en la
etapa de Proliferacion de callo en los tres tratamientos, el Coeficiente de Variabilidad fue
83.69%, disminuyo a 11.27%. EI ANVA no mostrd diferencias significativas (a=0.05),

respecto a los tratamientos utilizados para la proliferacion de callo.

Tabla 16: Analisis de varianza del porcentaje de explantes muertos en la etapa de
Proliferacion de callo con transformacion V(X+1).

Cuadrado

Suma de
Fuente DF de la F-Valor Pr>F

cuadrados )

media

TRA 2 0.1082821 | 0.054141 3.17 0.0498 (*)
Error 27 0.4604366 | 0.0170532
Total 29 0.5687187

Coeficiente de variabilidad= 11.27%

En la Figura 61 se puede observar el porcentaje de muertes de callo en los tres medios
probados, siendo significativamente mejor en el medio de proliferacion P2. Esta muerte se
observd con la fenolizacion del callo (Figura 62) causada por la falta de antioxidantes o
capturadores de fenoles en el medio, y con el pasmamiento del callo (Figura 63) que es el

resultado de un callo no embriogénico.
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Figura 56: Curva de crecimiento de callo

Segun Sané et al. (2011) la actividad morfogénica es caracterizada por la proliferacion del
callo granular compacto en explantes foliares después de 4 semanas de cultivo en medios
suplementados con 2,4-D de 2 a 3 mm de diametro, estos callos desarrollaron y lograron
tamanos de 6-7 mm después de 8 semanas de cultivo. Es decir aumentd su tamafio en relacién
de 1:3 0 1:4, concordando con los resultados obtenidos en el experimento de proliferacion
de callo P2 (MS + Caseina hidrolizada + Carbon).

P1 P2 P3

Figura 57: Comparacion en la respuesta de proliferacion de callo en tres medios diferentes
(Tukey a=0.05)
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Callo embrionario

Figura 58: Callo formado en el medio de proliferacion P1

Callo embrionario

Figura 59: Callo formado en el medio de proliferacion P2




Callo embrionario

Figura 60: Callo formado en el medio de proliferacion P3
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Figura 61: Porcentaje de explantes muertos en los tres medios de proliferacion de callo
(Tukey a=0.05)



Figura 62: Callo fenolizado

Figura 63: Callo pasmado




Se logr6 una mejor calidad de callo (compacto y globular) en un medio libre de hormonas,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Kurup, et al., 2014 y Eke et al., 2005.
Esto puede ser debido a que el medio libre de hormonas anula el efecto residual del 2,4-D
en el tejido calloso. La adicién de caseina hidrolizada al medio, mejoro el crecimiento y
desarrollo del callo, reduciendo el porcentaje de muerte por vitrificacion, fenolizacion o
pasmado del explante/callo, lo cual también fue observado por Al Khayri (2011), Khierallah
and Husein (2013).

4.3.4. Callo embriogénico

Los callos resultantes de los medios de proliferacion, se transfirieron a los medios
embriogénesis somatica, algunos callos no soportaron el cambio de condiciones y se
pasmaron en su desarrollo, teniendo un menor porcentaje de sobrevivencia (47.9%) el medio
para el desarrollo de callo embriogénico C1. En la Figura 63 se observa que los callos se
adaptaron mejor en el medio C3 (76.1%) seguido por el C2 con un 68.6% de sobrevivencia.

En la Tabla 17, se observa el analisis de varianza del porcentaje callos que desarrollaron
embriones en la etapa de desarrollo de embriones sométicos en los tres tratamientos,
inicialmente se obtenia un Coeficiente de Variabilidad de 47% siendo muy alto para una
investigacion. Después de la transformacion el Coeficiente de Variabilidad disminuyo a
9.43%. EI ANVA no mostro diferencias significativas (a=0.05) en la respuesta de callo en

los tres medios utilizados (Figura 64).

Tabla 17: analisis de varianza del porcentaje callos que desarrollaron embriones en la
etapa de Callo embriogénico con transformacién (X+1).

Suma de Cuadrado de la
Fuente DF _ F-Valor Pr>F
cuadrados media
TRA 2 0.04279212 0.02139606 1.48 |0.2544 (n.s.)
Error 18 | 0.26052528 0.01447363
Total 20 0.3033174

Coeficiente de variabilidad= 9.43%

Durante las transferencias se puede observar el cambio morfologico que ocurre en el tejido
calloso inicial (Figura 65), las células empiezan a diferenciarse formando primero en

embrion globular (Figura 66), después en corazon y torpedo (Figura 67)
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Figura 64: Porcentaje de callos que formaron embriones (Tukey a=0.05)

Figura 65: Callos en medio de proliferacion P2 que se utilizaron para los tratamientos en

los medios de CE



Figura 67: Embriones somaticos



V. CONCLUSIONES

La georreferenciacion brinda una base de datos que permitird seleccionar y ubicar ecotipos
de acuerdo a los objetivos de mejoramiento genético que se desee realizar en un futuro, esto
reforzado con la conservacion in vitro debido a su alta vulnerabilidad a las condiciones que

se desarrollan actualmente.

La caracterizacion morfologica de frutos permite la seleccion de ecotipos promisorios para
el mejoramiento genético de esta especie, los cuales se distinguiran por su calidad de fruto,

tanto en tamanio, textura 'y sabor.

La desinfeccion con lejia, Benomyl (1 gr/L) y Sulfato de Cobre pentahidratado con 24 % p/v
(Iml/L) antes de la introduccidn de la columna de hojas a la camara de flujo laminar, nos

permite tener un bajo porcentaje de contaminacion en la fase de establecimiento “in vitro”.

Para la etapa de Induccién de callo fue en el medio 12 donde se obtuvo mayor nimero de
explantes con callo inducido, el cual contiene alto contenido de 2,4-D (100 mg/L) y mayor

contenido de carbdn (3 gr/L) en comparacion a los otros tratamientos.

Para la etapa de proliferacion fue en el medio P2 donde se obtuvo mas masa callosa con
buenas caracteristicas morfoldgicas, el cual demuestra la importancia de la eliminacién total
del 2,4-D en el medio y la adicion de caseina hidrolizada para la promocién de multiplicacion

de células embriogénicas.

El medio C3 para la fase de desarrollo de embriones somaticos fue el que mas embriones
somaticos se desarrollaron con caracteristicas normales, ademas el porcentaje de muerte de

callos fue bajo, logrando de esta manera la obtencion de callos embriogénicos.

De esta manera se da a conocer ecotipos promisorios por su calidad de fruto de acuerdo a las
exigencias del mercado actual, que serviran de material de seleccion para el mejoramiento
de esta especie, ademas, se propone un protocolo de embriogénesis somatica eficaz y rapido

en comparacion con los protocolos existentes en la actualidad.



VI. RECOMENDACIONES

Para el trabajo de caracterizacion morfoldgica, es conveniente tener como referencia el
conocimiento de los pobladores de la zona, debido a que ellos pueden cosechar los frutos en
la época adecuada para la descripcion morfoldgica de los frutos, obteniendo de esta manera
los datos de fecha de inicio de floracién, fecha de inicio de fructificacion, estadios de
desarrollo y fecha de cosecha, datos muy importantes para los trabajos de mejoramiento

genético.

Para la técnica de embriogénesis somaética, es recomendable realizar trabajos de
investigacion para la obtencion de embriones somaticos a partir de otros tejidos, tales como:
las inflorescencias inmaduras, apices de raices, etc. debido a que no todos los ecotipos tienen

la capacidad de formar hijuelos, pero producen muy buenos frutos.

La investigacion en embriogénesis somatica debe seguir hasta la obtencién de plantas, es
decir, considerar la fase de aclimatacion, para posteriormente evaluar su comportamiento en
campo, de esta manera seria de provecho para los pobladores de zonas que desean cultivar

esta especie.
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