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RESUMEN

La variedad de yuca denominada “venezolana” es la mas difundida en la costa norte
Colombiana. En el departamento de Sucre principalmente se siembra en la region de
sabanas. En los ultimos afios los cultivos se han visto afectados por plagas, bacteriosis y
Chilomima clarkei 1o que dio origen a que disminuyera la oferta de semilla de buena
calidad y a que se dificultara su adquisicion. Como solucién se propuso estandarizar el
proceso de cultivo in viiro para la propagacién masiva de yuca (Manihot esculenta
crantz) variedad venezolana empleando la técnica de segmentos nodales. Utilizando
una formulacion cldsica de medio basal MS suplementado con varias concentraciones
de ANA (0,0; 0,01; 0,03; 0,05mg/lt) y BAP (0,0; 0,02; 0,05; 0,15mg/It) y analizando el
efecto del sello del frasco de cultivo (papel aluminio y cristaflex) en el porcentaje de
sobrevivencia y rapida adaptacion en una posterior etapa de transferencia. Obteniéndose
una propagacion clonal rapida y eficaz en plantas cultivadas y subcultivadas en el
medio basal MS conteniendo 0,01mg/lt de ANA y 0,05mg/lt de BAP. Asi mismo se
obtuvo una rapida adaptacidon en condiciones a capacidad de campo en las plantas que
provenian de frascos sellados con cristaflex con un porcentaje de sobrevivencia
elevado.

ABSTRACT: The cassava variety venezolana is the more common in the north coast of
Colombia. Principally cultivated in the sabanas areas of department of Sucre. In the last
years the yield losses due to disease and plagues have increased due to exposure to
bacteriosis Chilomima Clarker the made an difficult healthy planting material obtain.
Creating the necessity of standard the culture /n vitro for the micropropagation of
cassava (Mamhot esculenta crantz) variety venezolana using of nodal segments
techniques. Using the classical formulation of MS basal medium was supplemented
whit various concentrations of ANA (0,0; 0,01; 0,03; 0,05mg/It) and BAP (0,0; 0,02;
0,05; 0,15mg/lt) and analyzing in the effect of containers cops (cristaflex and
aluminum paper) in the percentage of survival and rapid adaptation after the plantlets
were transferred from the in vitro to the ex vifro conditions. Was obtained in MS basal
medium contained 0,01 mg/It ANA and 0,05 mg/lt BAP. Was obtained rapid adaptation
the plantlets in the ex vitro environment conditions in the glass vial cover of cristaflex
an percentage of survive elevated.

Keyword: micropropagation, cassava, nodal, segments, culture in viiro.
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1. INTRODUCCION

La yuca es un cultivo originario de América; su origen se ubica en el Brasil, y para la
época temprana de la conquista Espafiola era un elemento esencial en la dieta
alimenticia de la poblacion indigena de las cuencas del Amazonas, de la orinoquia, y de

muchas llanuras bajas del sur y centro de América (Montaldo, 1979).

La yuca concebida por los indigenas como el arbol de la vida por sus cualidades
alimenticias, es denominada popularmente como yuca (Norte y Sur de América,
América Central y las Antillas), mandioca (Argentina, Brasil, Uruguay y Paraguay),

Guacamote (México), Cassava en otros paises.

Por tradicién Colombia es un pais productor de yuca. Actualmente ocupa el tercer lugar
en produccion en América Latina después de Brasil (24 millones de toneladas de yuca
al afio), y Paraguay (2,6 millones de toneladas) (Ministerio de Agricultura, 1996). En el
pais el cultivo se hace en explotaciones de economia campesina (1 a 5 hectareas). El
cultivo se ubica en tierras calidas y templadas, siendo las zonas mas productoras la
Costa Atlantica, especialmente en las regiones de sabanas, los Santanderes, el eje

cafetero, Cauca y Meta.

En el Departamento de Sucre se siembra la yuca sobre todo en las zonas de
sabanas no siendo impedimento la textura del suelo y la cosecha se hace
durante la época seca.
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La yuca venezolana es considerada como precoz y la mayoria de las siembras se hacen
con las primeras lluvias del afio (abril), lo que permite empezar a cosechar y vender la

yuca temprano (septiembre y octubre).

En los ultimos afios los cultivos se han visto seriamente afectados por plagas, las que
ocasionan diversas enfermedades a la planta, y con ellas una disminucién en el
rendimiento por hectarea; en 1995 se reportdé un rendimiento de 9.6258 Kg. /ha,
llegando en 1997 a 7.483,2 Kg/ha y en los ultimos afios solo se ha registrado un
aumento en el rendimiento del 10 al 15% .(Unidad Regional de Planificacion
Agropecuaria, URPA; 1999). Ante esta problematica una alternativa viable es recurrir a
la biotecnologia utilizando la técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro, la cual
ofrece muchas ventajas si se compara con la técnica de cultivo tradicional de yuca. La
técnica de cultivo 7n vitro garantiza el estado fitosanitario de las plantas y como sistema

de propagacion masiva es altamente eficiente.
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

La costa Atlantica aporta actualmente la mitad de la produccion total de yuca del pais,
cultivandose en todos los departamentos, especialmente en Sucre y Coérdoba, donde

presenta una produccion mas elevada (Ministerio de Agricultura, 1996).

En el afio de 1994 los cultivadores de yuca disminuyeron el area de siembra debido a
los problemas de comercializacion del producto, al bajarse el precio en forma drastica
por la importacion de una considerable cantidad, de toneladas, de yuca seca. El
desestimulo de los productores se reflejo, en 1995, en la disminucion del area de
siembra siendo la limitante principal para las siembras la escasez de semilla de yuca en
toda la region. Esta situacién cred la necesidad de traer la semilla de otros
departamentos especialmente de Bolivar y Magdalena, 1o cual posiblemente facilito la
introduccion al departamento de Sucre de la plaga conocida como “Barrenador del tallo
de la yuca” (Chilomina Clarker). Esta plaga hizo su aparicion en el mes de junio de
1995 en la subregion sabanas principalmente en los municipios de San Pedro y los
Palmitos, afectando mas del 50% del area de yuca sembrada en estos municipios e

incidiendo negativamente en la produccion (URPA; 1998).

En los afios siguientes, a pesar del manejo dado a dicha plaga esta ain sigue afectando

los cultivos de la subregidn sabanas, y se extendio a municipios como Corozal, San
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Juan de Betulia y Ovejas que son los principales productores del departamento de
Sucre. La bacteriosis y la virosis también afectan gran parte del area sembrada y en
algunas zonas actian simultaneamente con el barrenador, lo que ha originado una
disminucion del rendimiento de los cultivos de yuca, ademas las siembras sucesivas han
conducido a un deterioro de los clones originalmente cultivados y por ende ha

disminuido la oferta de semilla, con lo cual se hace dificil adquirir semillas de buena

calidad.

En la actualidad 1a demanda interna y las perspectivas del mercado externo de yuca han
crecido con lo cual el area de cultivo se ha incrementado, pero predomina un solo
genotipo la variedad venezolana, por lo cual persiste el déficit de semilla sana y de alta
calidad para la siembra, lo cual indica que es urgente suplir la necesidad, que tienen los
cultivadores, de semillas sanas y de alto vigor genético para que asegurar una buena
produccién, rendimiento e ingresos mas estables. Lo cual contribuiria, en cierta
medida, a mejorar la economia campesina y ayudaria a reducir la migracion de los

agricultores del campo hacia los cinturones de pobreza de las ciudades.
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3. JUSTIFICACION

El cultivo de la yuca (Manihot esculenta crantz), esta ligado a la cultura y economia del
campesino de la region de la costa caribe colombiana, el cual la cultiva con fines de
autoconsumo y comercializacion, favorecida en este momento por los precios altos de
los sustitutos de la yuca. El cultivo de la yuca encuentra en la region del norte de
colombia un sitio propicio para su desarrollo debido a las condiciones climaticas y de
altitud de las tierras (Ministerio de Agricultura, 1996). Sin embargo, el barrenador, la
bacteriosis y la virosis de la yuca han afectado la calidad, cantidad y disponibilidad de
la semilla, haciendola insuficiente para satisfaces la demanda creciente por este insumo

(URPA, 1998).

La Gobernacién del departamento de Sucre y en su nombre la secretaria de agricultura a
través de las Unidades Municipales de Asistencia Técnica Agropecuaria (UMATA)
junto con los productores han adelantado programas de produccion de semilla sana y de
buena calidad utilizando los métodos de multiplicacion tradicionales. Estos esfuerzos no
han encontrado resultados satisfactorios ya sea porque los problemas persisten o porque
las técnicas de cultivo tradicional resultan insuficientes para producir la cantidad de

semilla necesaria para cubrir la demanda potencial existente.
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Teniendo en cuenta las anteriores razones es indispensable buscar alternativas basadas
en técnicas modernas que permitan obtener la semilla de yuca de una forma rapida,
eficiente y libre de patdgenos con el fin de poder responder a la demanda de este

material.

En la actualidad, la micropropagacion o multiplicacion masiva in vitro se practica con
éxito en especies horticola, ornamentales y lefiosas (Murashige 1978; Hughes 1981;
Torpe 1980) incluida la yuca. Las ventajas que presenta este sistema en comparacion

con los sistemas convencionales que emplea el productor son:

e Incremento del numero de plantas derivadas por genotipo, lo cual ayuda a
solucionar el problema de disponibilidad de semilla, aumentando la variabilidad
genética de una determinada especie.

e Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga, reduciendo la
diseminacion de plagas y enfermedades por semilla.

e Posibilidad de manipular grandes cantidades de plantas en superficies reducidas,
a bajos costos y en tiempo econdémicamente costeables.

e Reduccion del tiempo de multiplicacion, para producir semilla de yuca los
productores tradicionalmente emplean entre 6 y 9 meses, con esta técnica se

reduce el tiempo a 3 meses 0 menos.
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e Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual solo existen
pocos individuos, con lo cual variedades en peligro de extincion pueden
conservarse y de las cuales pueden obtenerse plantas libres de patogenos.

e Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro (o de una region a
otra dentro de un pais), facilitando tramites aduaneros y cuarentenarios ( Roca y
Mroginski, 1991). Esto baja los costos de flete o transporte de semilla,
particularmente en el caso de yuca las varas que se utilizan para sacar semilla

ocupan grandes volumenes.

Con el presente trabajo se adelantaran estudios para definir un protocolo para la
obtencion de semilla de yuca, a través de la tecnologia de cultivo de tejidos vegetales
asegurando una produccién masiva de semilla en corto tiempo. El proceso in vitro
garantizara que los materiales de propagacion estén libres de patdgenos.
Adicionalmente se podra obtener semilla en cualquier época del afio, asi se podran

propagar los clones que se deseen de acuerdo a las necesidades de los cultivadores.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Estandarizar el proceso de cultivo in vitro para la propagacion masiva de la yuca

(Mamhot esculenta crantz), variedad “venezolana” utilizando la técnica de segmentos

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Determinar la concentracion oOptima de hipoclorito de sodio que debe
utilizarse en el proceso de desinfeccion de los explantes.

Determinar las concentraciones hormonales (auxinas y citoquininas) Optimas a
utilizar en las etapas de establecimiento, multiplicacion y enraizamiento.
Evaluar la densidad de siembra ideal en el frasco de cultivo para la etapa de
multiplicacién y enraizamiento.

Evaluar la sobrevivencia vy desarrollo de las plantulas que provienen de
frascos tapados con una pelicula plastica autosellante (cristaflex) y papel

aluminio en la etapa de transferencia.
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5. MARCO REFERENCIAL

5.1 GENERALIDADES SOBRE EL CULTIVO DE TEJIDOS.

Aun cuando es dificil determinar un punto de partida en el origen del cultivo de tejidos,
importantes antecedentes se remontan a los afios 1860 y 1861, durante los cuales Sacko
y Knops descubrieron que los sustancias més importantes absorbidas por las plantas
eran los compuestos inorganicos. El resultado de estas investigaciones fue la
elaboracion de una solucion nutritiva denominada solucién Knops, empleada como
componente basico de los medios de cultivo (Villalobos, 1993). Actualmente se
elaboran comercialmente diferentes soluciones nutritivas que son utilizadas como

componentes basicos en diferentes medios de cultivos.

En 1902, Haberlandt propuso la teoria de la totipotencialidad, es decir, que todas las
células vegetales tienen la capacidad para formar plantas completas. Sin embargo, esta
hipotesis solo pudo ser demostrada afios mas tarde por Krikorian en 1969. (Krikorian. ef

al., 1969).

En 1934, White pudo cultivar raices de tomate continuamente “in viiro”
proporcionandole extracto de levadura, conteniendo como ingredientes esenciales

algunas vitaminas del tipo B, en especial la vitamina B1 (tiamina). Mas tarde (1939),



32

los investigadores Nobecourt y Gautheret en Francia y White en los Estados Unidos,
reportaron en forma independiente el cultivo indefinido de tejido de callo vegetal en un
medio sintético. El descubrimiento de las citoquininas y el control hormonal de la
regeneracion de tallos y raices logradas de callo de tabaco por Skoog y sus
colaboradores en 1948 en la Universidad de Wisconsin establecio las bases para la
manipulacién de érganos y proporcioné la informacion fundamental en que se basa el

proceso de micropropagacion (Hartmann y Kester, 1987).

Skoog y Miller (1957) fundamentaron la hipotesis, que la interaccion de tallos y raices
en callos cultivados, podian ser regulados por rangos particulares de auxinas y

citoquininas (Villalobos, 1993).

Murashige y Skoog (1962), estudiaron y propusieron la composicion de los medios de
cultivo al medio revisado para obtener una velocidad mayor en el crecimiento de
células de Micouana tabacum in vitro. En la actualidad, las sales inorgédnicas de ese
medio de cultivo se utilizan con bastante éxito en casi todas las especies vegetales.

(Villalobos, 1993).

Las técnicas de cultivos asépticos han contribuido no s6lo a un mejor entendimiento de
los eventos de la diferenciacidon celular, sino a un mejor aprovechamiento de tales
eventos en la explotacion mas eficiente de las plantas. En este ultimo aspecto vale la

pena mencionar los siguientes usos de las técnicas del cultivo iz vifro: a) mejoramiento
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genético, b) obtencion de plantas libres de virus y otros patogenos sistémicos, ¢)

conservacion de germoplasma; y d) micropropagacion (Roca y Mroginski 1991).

En la actualidad, la micropropagacion o multiplicacion masiva in vifro se practica con
éxito en especies horticolas (Murashige, 1978), ornamentales (Hughes, 1981) y mas
recientemente en especies lefiosas. (Thorpe, 1983). Esta metodologia ha mostrado
importantes ventajas en comparacion con los sistemas convencionales de propagacion,;

siendo las mas importantes:

e Incremento del nimero de plantas derivadas por genotipo.

e Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

e Posibilidad de manipular grandes cantidades de plantas en superficies reducidas, a
bajos costos y en tiempo econdémicamente costeables.

e Reduccion del tiempo de multiplicacion.

e Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo existan pocos
individuos.

e Facilidad para transportar el material “7n vitro” de un pais a otro, facilitando tramites

aduaneros y cuarentenarios (Roca y Mroginski, 1991).

Murashige (1974; 1977) y otros encontraron que era util destacar la secuencia de
eventos asociados con la micropropagacion de plantas mediante los técnicos de cultivo

“Invitro”, de la siguiente manera:
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Etapa O: Etapa inicial, que comprende la obtencion y mantenimiento de las plantas
madres y la solucién de una modalidad de pretratamiento para volver

funcional la estrategia que se adopte

Etapa I Etapa de iniciacion o de establecimiento, en la cual se establece el cultivo

inicial o primario.

Etapa II: Etapa de multiplicacion de brotes o multiplicacion simplemente.

Etapa III: Etapa de enrraizamiento o pretrasplante; tiene como objetivos producir una

planta autotréfica que pueda sobrevivir en las condiciones del trasplante de

suelo.

Etapa IV: Transferencia final a la etapa de medio ambiente (Roca y Mroginski, 1991).

En los sistemas de cultivo de tejido hay cinco tipos fundamentales de regeneraciéon

vegetales:

Alargamiento de las puntas meristematicas.

Produccion axilar de ramas.

Iniciacién adventicia de ramas.

Organogénesis.
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e Embriogénesis. (Hartmann y Kester, 1987).

Toda micropropagacién y cultivo de tejidos empieza por la escision de una pequefia
porcién de la planta, su liberacion o eliminacién de microorganismos contaminantes y
su plantacion en el medio de cultivo. La parte de la planta utilizada para iniciar el

proceso se denomina el explante. (Hartmann y Kester, 1987).

Para seleccionar los explantes es necesario tener en cuenta:

e Facilidad de manipulacion.

e Homogeneidad del tejido vegetal.

e El explante sea obtenido a partir de plantas saludables.

e El explante este en el estado biolégico adecuado para iniciar el cultivo.

e No deben utilizar tejidos muy jévenes ni muy viejos.

e Deben seleccionar los tejidos maristematicos u 6rganos preferentemente, sobre otros
tejidos, por sus propiedades clonales, supervivencia en el cultivo, tasas de

crecimiento y totipotencia “in vitro”’. (Castillo, 1996).

El éxito que se obtenga en un cultivo de tejidos depende, ademas, del empleo de tejidos
viables, el uso del medio nutritivo adecuado, usar las sustancias quimicas necesarias y

las combinaciones apropiadas de nutrientes, asi como su forma quimica adecuada,
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debido ha esto se han establecido cultivos para casi todas las partes de una planta en

diversas especies vegetales. (Rodriguez. efal, 1995).

Para crecer, las células requieren una variedad de nutrientes organicos e inorganicos;
estos requerimientos se demuestran facilmente en organos y tejidos extirpados de
plantas superiores e inferiores. Los nutrimentos organicos al igual que los inorgénicos,
se requieren en dos niveles: uno macro y otro micro. Generalmente, las células en
crecimiento pueden fabricar sus proteinas a partir de fuentes adecuadas de nitrogeno y
carbohidratos suministrados por el medio de cultivo; sin embargo, existe ademas una
cantidad de sustancias orgéanicas adicionales de los cuales se requieren cantidades

minimas y que son muy activas en el crecimiento. (Roca y Mroginski, 1991).

5.2 COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO.

5.2.1 Sales Inorganicas.

5.2.1.1 Macronutrientes. Los tejidos en cultivo requieren de una fuente continua de

compuestos inorganicos. Ademas de carbono, hidrogeno y oxigeno, los elementos

requeridos son principalmente nitrogeno, fosforo, potasio, calcio, sodio y magnesio.

5.2.12 Micronutrientes. Para una actividad metabolica, las células vegetales

requieren de micronutrientes. Los mas esenciales son: hierro, manganeso, zinc, boro,
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cobre, cobalto y molibdeno. Los ultimos cinco elementos son fundaméntales para la

sintesis de clorofila y la funcién de los cloroplastos (Lopez, 1993)

5.2.2 Vitaminas. Las plantas verdes se consideran normalmente autdtrofas para las
vitaminas, pero puede ser necesario afiadir al medio algunas de ellas, hasta cuando los
cultivos crezcan o se hallan vuelto verdes. Son necesarias para llevar a cabo una serie
de reacciones cataliticas en el metabolismo y son requeridos en pequefias cantidades.
En la mayoria de los medios, la tiamina, la piridoxina y acido nicotinico se consideran
benéficas y se afladen de forma rutinaria, por conveniencia. Otras vitaminas son: acido
pantoténico, biotina, riboflavina, colina, 4cido ascorbico, vitamina E y el mio - inositol

que no es propiamente una vitamina, sino un azuacar - alcohol. (Lopez, 1993).

5.2.3 Reguladores del crecimiento. Son las sustancias que estimulan a las células para
dividirse y multiplicarse y poder desarrollar procesos morfogenéticos. En el cultivo de

tejidos se utilizan los siguientes grupos:

5.2.3.1 Auxinas. Comprenden una gran familia de sustancias que tienen en comun la
capacidad de producir un agrandamiento celular, sin embargo, se ha encontrado al
mismo tiempo que promueven la division celular en el cultivo de tejidos. Existen dos
grupos: a) naturales como: acido Indolacetico (AIA), Indol-3- Carboxialdehido, Indol-
3-acetamida, y b) sintéticas como: 2.4 Diclorofenoxiacitico (2,4-D), el éacido
naftalenacetico (ANA), y acido Butirico (AIB). En la practica el uso de las auxinas es

un arte que se desarrolla con la practica. Asi, pues con la experiencia es posible
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establecer una concentracion particular de la auxina que se debe utilizar para un caso

particular. (Brumel y May, 1987).

5.23.2 Citoquininas. Estimulan la citocinesis o division celular. Son compuestos
derivados de la adenina, lo cual hace que las células adquieran caracter de células
meristematicas. Las mds utilizadas son: 6 - bencilaminopurina (BAP), 6 funfuril -
aminopurina (KIN), 2 - isopropilaminopurina (2 — IP), estas son de tipo sintético y
natural es la zeatina. o ZEA (6-[4-hidroxi - E - metilbut - trans 2 - enilamino] purina),
la mas utilizada es el BAP el cual es un compuesto muy activo y de facil consecucién.

(Roca y Mroginski, 1991).

5.2.33 Acido giberélico. El cual promueve la elongacion y reprime la formacion de
brotes de cualquier clase de tejido organizado. Fue aislado a partir del hongo
Gibberella wyikuroi (Rodriguez. et al, 1995). En altas concentraciones produce una
desdiferenciacion celular, provocando la formacion de callo, en pequefias cantidades y
combinada con auxinas y citoquininas forma callo en el area de corte de los explantes;
participa también en la formacion de brotes adventicios y hace brotar los embriones

somaticos (Heide, 1969).

5.2.3.4 Acido abscisico. Se utiliza en casos muy especiales, estimula la sincronizacion
durante la embriogénesis en ciertos cultivos; también inhibe el crecimiento.

(Rodriguez. er al, 1995). También es esencial para el desarrollo de embriones
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somaticos y zigoticos, al manipular sus concentraciones se puede lograr su maduracion

y en algunas plantas es esencial para su desarrollo (Ammirato, 1988)

5.2.4 Aminoacidos. Ningin aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos In
vifro, sin embargo, existen varios que se han utilizado experimentalmente. Los
aminoacidos proporcionan una fuente inmediata de hidrogeno al tejido y su asimilacion
puede ser mas rapida que el nitrogeno inorganico proporcionado por el medio. Los
aminoacidos mas utilizados en sistemas /n vifro son: la glutamina y asparagina, L-

arginina, L-serina y L-cisteina el cual es un agente reductor (Lopez, 1993).

5.2.5 Carbohidratos. Son utilizados como fuente de energia, como reguladores
osmoticos y como fuente de carbono, la sacarosa es aziicar empleada universalmente, le
siguen en importancia glucosa, maltosa, fructosa y galactosa, manosa y lactosa.

(Lopez, 1993).

5.2.6 Agentes solidificantes. La efectividad de un cultivo depende tanto de los
ingredientes basicos, nutrimentos, azicar y hormonas, como del agente gelatinizador.
Comunmente se ha empleado el agar como un sistema de soporte para la preparacion de
medios sélidos o semisolidos, las ventajas que presenta el agar son: es estable a todos
las temperaturas de incubacion, no es alterado por las enzimas vegetales, no reacciona
con los constituyentes del medio, no interfiere con la movilizacion de los constituyentes
del medio. Otros compuestos empleados son: gelrite, agarosa, alginato y en algunos

casos almidon. (Hartmann y Kester, 1987).
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5.2.7 Otros suplementos. Los mas utilizados en los medios de cultivos han sido:

e Extracto de malta.
e Jugosy extracto de varios frutos (platano, tomate y agua de coco).
e (eseina hidrolizada (proteinas).

e Absorbentes como el carbon activado. (Rodriguez ef al. 1995).

5.3 AGENTES DESINFECTANTES.

La asociacion explante - medio y las condiciones fisicas en las que normalmente se
incuban los cultivos conforman un ambiente propicio para la proliferacion de
microorganismos (bacteria, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos, competir
con el explante por el medio de cultivo o modificarlo. Evitar las contaminaciones con
microorganismos es un aspecto basico que se debe tener en cuenta para el éxito, no
solamente en el establecimiento de los cultivos sino en su ulterior incubacion y
manipulaciéon. Hay una vasta gama de compuestos quimicos que se pueden utilizar
como desinfectantes para los explantes pero en la actualidad es casi generalizado el
empleo de etanol (70% v/v), hipoclorito de sodio (NaOCI), hipoclorito de calcio (Ca
(Ocl)2 y el cloruro de mercurio ( HgCl2) pero en menor proporcidén. En algunos casos
resulta util agregar algin agente tensoactivo como el Tween 20. (Roca y Mroginski,

1991).
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La mayoria de las técnicas de cultivo descritas en la literatura pueden ser aplicadas
universalmente, sin embargo se deben hacer modificaciones para adaptarlas a las
condiciones y necesidades locales, la investigacidn en el cultivo de tejidos puede cubrir
desde los procesos bioquimicos y morfoldgicos de la diferenciacidén celular, hasta el
desarrollo de tecnologia sobre propagacion clonal y mejoramiento genético de las

plantas. (Villalobos, 1993).

El seguimiento de una biotecnologia vegetal y el optimismo por su contribucion a la
produccion e introduccidn de cultivos nuevos e incluso a prescindir de la planta en su
conjunto, como en el caso de la sintesis 7/n viiro de productos naturales, ha sido la
consecuencia de los avances en las técnicas de cultivo de células y de tejidos vegetales
y de la biologia molecular. Todo el campo de la biotecnologia vegetal esta
expandiéndose con gran rapidez y no es posible cubrir todos los aspectos con gran

detalle. (Lindsey y Jones, 1992).

5.4 MEDIO DE CULTIVO.

Se utilizara el procedimiento para preparar el medio basal (fuente de carbono +
nutrimentos minerales + vitaminas) descrito por Murashige y Skoog, (1962) el cual es
considerado de cardcter universal, y se le han hecho un sin numero de variaciones de
acuerdo con el propdsito del ensayo. Junto con sacarosa al 3%. Para la solidificacion

del medio se utiliza agar-agar al 0.7%. La composicidén del medio es la siguiente:
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Cuadro 1. Composicion del medio de cultivo. Murashige — Skoog (1962).

COMPONENTE mg/litro
NH4 NO3 1650
KNO3 1900
K H2PO4 170
CaCl22Hz20 440
Mg SO4 7H20 370
KI 0,83
H3BOs3 6,20
Mn SO4 22.30
Zn SO4 8,60
NaMo D4 2H20 0,25
Cu SO4 5H20 0,025
Fe SO4 TH20 27.80
Na2EDTA 37,30
Cu Cl26H20 0,025
Tiamina — HCI 0,10
Mioinositol 100,00

5.5 LA MICRO PROPAGACION DE LA YUCA.

La yuca es entre los cultivos que proporcionan alimentos basicos, es uno de los mas
importantes de los tropicos bajos. Las técnicas de cultivo de tejidos se han usado para
propagar cultivos que se multiplican vegetativamente, entre ellos la yuca en condiciones
de sanidad vegetal optimas. Sobre este tema se han desarrollado una gran cantidad de

trabajos entre los cuales podemos citar: Kartha et al (1974) trabajo en la regeneracién
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de plantas de yuca a partir de meristemos apicales. Shahin y Shepard (1980) estudiaron
la produccién de semilla a partir de protoplastos aislados de mesofilo de hojas de yuca.
Stamp y Henshaw (1982) estudiaron la embriogenesis somatica en yuca. Roca (1984)
que trabajo con dos variedades Mcol 22 y Mcol 1505, cultivadas en termoterapia,
utilizando los meristemas para regenerar plantas libres de virus, resultando de una alta
eficacia en su eliminacion. Szabados y Roca (1987) emplearon la embriogenesis
somatica a partir de hojitas inmaduras de plantas propagadas /n viiro en un medio de
induccion. Roca y Mroginski. (1991) trabajaron sobre la eliminacién de virus y
propagacion de clones de yuca a través de termoterapia y cultivo de tejidos apicales.
Delgado y Rojas (1992) en la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo, UNPRG -
Lambayeque Perq, trabajaron en el programa para la produccion de semilla a partir de
cultivo de meristemo. Garcia et a/, (1992) estudiaron el efecto en el rendimiento y
vigor en el proceso de micropropagacién a través del cultivo de meristemos en la
propagacion del clon de yuca “sedorita” Villa Clara Cuba con resultados prometedores
en cuanto a la revitalizacion de dicho clon. Cabral ef a/, (1992) en Brasilia — Brasil,
trabajaron con la técnica de regenerar multiples brotes y la embriogenesis somatica
obteniendo callo en un medio suplementado con 10 mg/lt de 2,4 D y después de dos
semanas se transfiere a un medio 0.1 mg/lt de 2,4 D y 1mg/It de GA3. Zok eral, (1992)
en Camerun, trabajé en la multiplicacidn rapida de semilla de clones mejorados de yuca
cultivando puntas meristematicas continuamente, las cuales se desarrollaron mejor en
un medio MS suplementado con 0,05 mg/lt de BAP y 0,02 mg/lt de ANA. Schopke et
al, (1992) en la Jolla, C. A (USA), estudiaron el cultivo de tejidos de yuca, la

transformacion y mejoramiento del medio de cultivo junto con el efecto de diferentes
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antibioticos en la yuca en los que determinaron que bajas concentraciones de glifosato e
higromicina estimulan la formacion de callo y en altas concentraciones la inhibe , asi
como la fosfinotricina en cualquier concentracion. Palupe ef al, (1992) en la
Universidad del Pacifico sur, Samoa Occidental, trabajaron el la manutencion de una
coleccion de germoplasma de yuca, manteniéndola en buenas condiciones en un medio
con manitol y 4% de sacarosa. Sudarmonowati y Henshaw (1992) Indonesia - United
Kingdom, estudiaron la induccidon de embriogenesis somatica a partir de cultivares
recalcitrantes de yuca usando picloran y dicamba, para el caso del picloran en largos
periodos de incubacion muy estimulante para producir grandes numeros de embriones
somaticos. Taylor ef al, (1992) Bath, United Kingdom, estudiaron la induccién de
embriogenesis somatica en quince cultivares de yuca Africanos y en uno Suramericano.
Mroginski y Scocchi (1992) Corrientes, Argentina, trabajaron en la embriogenesis
somatica en variedades de yuca Argentinas, después de 30 dias de incubacion todas las
variedades formaron callo y su porcentaje estuvo en dependencia del tratamiento
utilizado, las condiciones de incubacidon y la variedad. Catafio ef al, (1992) CIAT,
Cali, Colombia, desarrollaron metodologias para la aislacion y cultivo de embriones
zigoticos y polen inmaduro, los resultados se utilizaron para la formacién de haploides
los cuales todavia se encuentran en desarrollo. Tadeu er a/, (1995) estudiaron el
crecimiento y desenvolvimiento de plantas de yuca provenientes de cultivo de tejidos.
Sofiari ef al, (1997) compararon el efecto del ANA y el 2,4-D en la induccion de
embriogenesis somatica en yuca, resultando mejor el 2,4 D por las caracteristicas del
callo y la maleabilidad del mismo para otras investigacione. Raemakers ef a/, (1997)

estudiaron la regeneracion y transformacidén de yuca. Guohua (1998) estudio el efecto
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de las citoquininas en la regeneracion de semillas de yuca por organogénesis y
embriogenesis somatica a partir de explantes somaticos. Mussio ef al, (1998)
estudiaron la propagacion a partir de segmentos nodales en un clon de yuca africana y
analizaron la conformacién de la planta regenerada resultando un mejor desarrollo en
un medio suplementado con 0,04 mg/lt de BAP, 0,015 mg/lt de ANA y 0,03 mg/lt de

GAs.
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6. HIPOTESIS

La estandarizacion del proceso de cultivo /n witro utilizando la técnica de segmentos
nodales en yuca (Mamihot esculenta crantz) variedad “venezolana” es una alternativa

para la propagacion clonal acelerada.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 DISENO DE LA INVESTIGACION.

Se desarroll6 un tipo de investigacion experimental, donde se estudio el desarrollo de
los explantes sometidos a diferentes tipos de medios de cultivos, distribuidos de una
forma aleatoria y cultivados bajo condiciones del laboratorio, con una temperatura de

28°C, un fotoperiodo de 14 horas, con una intensidad luminica de 1250 lux.

Para los ensayos se probaron diferentes concentraciones de hipoclorito de sodio en la
etapa de desinfeccidn, en las etapas establecimiento y enraizamiento se estudiaron los
requerimientos hormonales necesarios para lograr una respuesta optima de los
explantes, en densidad de siembra se estudio la respuesta de diferentes numeros de
explantes en un mismo medio y frasco de cultivo especifico y en la etapa de

aclimatacion se estudio el porcentaje de sobrevivencia de dos tipos de plantas..
7.2 UNIVERSO Y POBLACION DE ESTUDIO.
Se parti6 del establecimiento bajo condiciones Optimas de higiene y en un ambiente

controlado de un grupo de 200 plantas de yuca de la variedad venezolana, las cuales se

convirtieron en las plantas donantes de los explantes para la investigacion

7.3 LASPLANTAS MADRES.

7.3.1 La gemilla. Fue obtenida de una parcela de 2 hectareas, la cual en su totalidad

estaba sembrada con la variedad de yuca “venezolana”. La parcela es de propiedad del
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sefior Rafael Ortega Alvarez, esta ubicada en el corregimiento de el Mamon, municipio
de Corozal en el departamento de Sucre. Se obtuvieron unos 200 “vastagos” de

aproximadamente 17 cm cada uno. Figura 1.

Figura 1. Vastagos de yuca de la variedad venezolana

7.3.2 Tipo de sustrato. El sustrato empleado estuvo compuesto de dos partes de
materia organica (aserrin y estiércol de ganado vacuno), una parte de arena y una parte

de suelo arcilloso pardo oscuro.

7.3.3 Sembrado y distribuciéon de las plantas madres. Se sembraron en vasos
desechables de 16 onzas y para tener un control individual de las plantas madres se

distribuyeron en 20 lotes de 10 plantas cada lote dentro de la casa malla. Figura 2.
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Figura 2. Distribucion de las plantas madres en la casa de malla para hacer control
individual de contaminantes.

7.4 EL EXPLANTE.

7.4.1 Tipo de explante. Después de sembradas las plantas madres, fueron regadas
diariamente y fertilizadas cada 15 dias con una solucion. del 50% de las sales
Murashige-Skoog, pasados 15 dias se obtuvo un brote por planta de aproximadamente
5 a 6 nudos los cuales se cosecharon para obtener los segmentos nodales que se

utilizaron como explantes.

7.4.2 Corte y preparacioén del explante. Cada brote se corto dejando como minimo
una yema axilar en la planta para que brotara nuevamente. Al brote se le cortaron las
hojas y la yema apical, luego se cortaron los brotes por la parte internodal, teniendo un
tamafio aproximado de 1 cm y fueron depositados en un erlenmeyer con 200 ml de

agua de la llave. Figura 3.



50

Figura 3. Tipo de explante utilizado para ser establecido.

7.4.3 Desinfeccién del explante. Después de ingresar los explantes a la cabina de
trabajo se le adicion6 una solucién de perdxido de hidrogeno al 2% por 1 minuto,
agitando de manera constante y suave durante todo el proceso, luego se retiro, se
enjuagd con agua destilada, procediendo adicionarle el alcohol al 70% por 1minuto,
agitando suavemente, procediendo a enjuagar una vez con agua destilada estéril, por
ultimo se adiciond la solucion de hipoclorito de sodio a la concentracidén y tiempo
establecido para proceder a darle cuatro enjuagues con agua destilada estéril, y se dejo

en agua destilada estéril.

7.4.4 Implantacion del explante en el medio de cultivo. Es la etapa de mas cuidado con
la manipulaciéon debido a que estd en directa dependencia de minimizar el riesgo de
contaminacion exdgena por que al abrir el frasco exponemos el medio de cultivo a los

contaminantes que se encuentran en el ambiente, entonces al abrir el frasco se debe colocar
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con mucho cuidado el explante con las pinzas y se siembra en el medio de cultivo teniendo
especial cuidado de introducirlo por lo menos hasta la mitad y no muy superficialmente.
Al terminar esta operacion se sella el frasco dando 2 o 3 vueltas con el cristaflex para que el

papel aluminio se fije bien a la boca del frasco y no se desprenda. Figura 4.

Figura 4. Explante implantado en el medio de cultivo.

7.4.5 Incubacion de los explantes Se realizé en un cuarto especialmente adaptado y
con condiciones controladas, se incubaron en estantes de 9 entrepafios a razén de 50
frascos en cada entrepafio y cultivados bajo las condiciones del laboratorio, con una
temperatura de 28 °C, un fotoperiodo de 14 horas, con una intensidad luminica de 1250

lux. Figura S.
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Figura 5. Incubacion de los explantes en el cuarto de crecimiento

7.4.6 Multiplicacion de los explantes. Después de obtener un crecimiento
suficientemente (4 a 5 nudos), se determino que los explantes se encontraban en
condiciones optimas para ser multiplicados; previamente preparado el medio de
multiplicaciéon seleccionado, se procedid a llevar los frascos a la camara de siembra
desinfectada y acondicionada. Se tom¢ el frasco receptor y se le retird la tapa y con
mucho cuidado se tomaron los explantes a razon de uno a la vez y se implantaron en el
medio de cultivo y con el cuidado de no introducirlos mucho, se sembraron de 3 a 4 por
frasco y luego se sell6 con el tipo de tapa asignada al experimento ya sea papel

aluminio o cristaflex. Luego se llevo al cuarto de incubacion para su desarrollo.
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7.5 EL MEDIO DE CULTIVO.

Se utilizd el procedimiento para preparar el medio basal (fuente de carbono +
nutrimentos minerales + vitaminas) descrito por Murashige y Skoog (1962) el cual es

considerado de caracter universal

7.5.1 Recipiente de cultivo. El frasco utilizado para la investigacion es un frasco de
vidrio de 10,5 cm de altura, 15 cm de perimetro externo, 3,9 cm de diametro interno y
un volumen total de 130 cm?. Este frasco fue de facil adquisicion a bajo precio como

material reciclado.

7.6 TRANSFERENCIA DE LAS VITROPLANTAS A SUSTRATO.

7.6.1 Preparacion de la plantula para el transplante. El sitio de trabajo previamente
se desinfecta con hipoclorito de sodio para disminuir el riesgo de contaminantes. Se
sacan las plantulas del frasco y se aislan con delicadeza para no fracturar las raices, a
medida que se sacan deben enjuagarse con agua limpia y después se colocan en un
recipiente con agua, evitando que este muy caliente o fria; las hojas muertas de la base
de cada plantula se cortan con un bisturi o tijeras, desinfectadas, para evitar dificultades
en el transplante. En seguida se retiran del agua y se colocan en una solucion fungicida

(benlate 2 gr/lt) agitando con suavidad para eliminar cualquier residuo de agar.
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7.6.2 Transplante y distribucion de las vitroplantas. Se sembraron en vasos de
icopor de 8 onzas. y se utilizo otro vaso como cubierta para mantener la humedad
relativa. En el sustrato de los vasos se hizo un pequefio hueco de 1 a 2 cm de
profundidad, para colocar una plantula, colocando substrato alrededor. Teniendo
cuidado de no enterrar demasiado la plantula para evitar procesos de pudricion, es decir
se entierran hasta el cuello sin cubrir las hojas. Para tener un control de cada una de
las plantas dentro de la casa de malla se distribuyeron en lotes con temperatura

promedia de 32 °C, 65 % de humedad relativa y 4000 lux. Figura 6.

Figura 6. plantas transferidas a casa malla
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7.7 VARIABLES E INDICADORES.

Debido que en este trabajo se establecid una metodologia de propagacion, se hizo

necesario desarrollarlo en varias etapas.

e Etapa 1. Desinfeccion de los explantes.

Cuadro 2. Variables e indicadores para la etapa de desinfeccion.

Variables Indicadores Fuente de informacién
Concentraciones de NaOCl | Colonias de hongos Datos del laboratorio
Tiempo de utilizacién Colonias de bacterias Datos del laboratorio

e [Etapa 2. Establecimiento del cultivo in viiro.

Cuadro 3. Variables e indicadores para la etapa de establecimiento

Variables Indicadores Fuente de informacion
Formacion de callo Datos del laboratorio
Concentraciones de ANA | Longitud de la planta. Datos del laboratorio
Concentraciones de BAP Numero de nudos. Datos del laboratorio
Numero de raices. Datos del laboratorio

e Etapa 3. Multiplicacion del material establecido n vitro.

Cuadro 4. Variable e indicadores para la etapa de multiplicacion

Variables Indicadores Fuente de informacion
Formacion de callo Datos del laboratorio
Concentraciones de ANA | Longitud de la planta. Datos del laboratorio
Concentraciones de BAP Numero de nudos. Datos del laboratorio
Numero de raices. Datos del laboratorio
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e FEtapa 4. Densidad de siembra en el frasco de cultivo.

Cuadro 5. variables e indicadores para la etapa de densidad de siembra

Variables

Indicadores

Fuente de informacién

Numero de explantes por

frascos de cultivo.

Formacion de callo
Longitud de la planta.
Numero de nudos.

Numero de raices.

Datos del laboratorio
Datos del laboratorio
Datos del laboratorio

Datos del laboratorio

e Etapa 5. Transferencia ( aclimatacion — endurecimiento) del material producido

in vitro.

Cuadro 6. Variables e indicadores para la etapa de transferencia

Variables

Indicadores

Fuente de informacion

Tapa de papel aluminio
Tapa de Cristaflex.

Del frasco de cultivo.

Longitud de la planta.
Numero de nudos.

Porcentaje de sobrevivencia

Datos del laboratorio
Datos del laboratorio

Datos del laboratorio

7.8 UNIDADES DE ANALISIS Y TAMANO DE LAS MUESTRAS.

7.8.1 Etapa 1. Desinfeccion de los explantes.

Para evaluar la desinfeccion de los

explantes se utilizo un disefio factorial completamente al azar, en el cual se evaluaron

dos concentraciones hipoclorito de sodio (1% y 2%) vy tres tiempos de aplicacion (10,

15 y 20 minutos) para un total de 6 tratamientos, con 10 repeticiones, 4 submuestras y 5

replicas.
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7.8.2 Etapa 2. Establecimiento del cultivo in vitro. Para evaluar el establecimiento del
cultivo in vitro se utilizo un disefio factorial completamente al azar, en el cual se
evaluaron cuatro concentraciones de ANA (0,0; 0,01; 0,03 y 0,05 mg/lt) y cuatro
concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/It) para un total de 16 tratamientos,

con 10 repeticiones, 4 submuestras y 2 replicas.

7.8.3 Etapa 3. Multiplicacion del material establecido iz wvitro. Para evaluar la
multiplicacion del material establecido in vitro se utilizo un disefio factorial
completamente al azar, en el cual se evaluaron cuatro concentraciones de ANA (0,0,
0,01; 0,03 y 0,05 mg/It) y cuatro concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/lt)

para un total de 16 tratamientos, con 10 repeticiones, 4 submuestras y 2 replicas.

7.8.4 Etapa 4. Densidad de siembra en el frasco de cultivo. Para evaluar la densidad de
siembra en el frasco de cultivo, se utilizo un disefio factorial completamente al azar, en
el cual se evaluaron diez cantidades de explantes por frasco (3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,

19y 21 explantes) para un total de 10 tratamientos con 5 repeticiones.

7.8.5 Etapa 5. Transferencia (aclimataciéon — endurecimiento) del material producido
In vitro. Para evaluar la transferencia de las vitroplantas a la casa malla se utilizo un
disefio factorial completamente al azar, en el cual se evaluaron dos tapas de frascos
donde fueron producidas (papel aluminio y cristaflex) y siete tipos de sustratos (arena,

aserrin, tierra pardoscura, arena-aserrin, arena-tierra pardoscura, aserrin-tierra
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pardoscura y arena-aserrin-tierra pardoscura) todas las combinaciones en proporcidon

1:1, para un total de 14 tratamientos, 10 repeticiones y 2 submuestras.

7.8.6 Indicadores de las etapas de iniciacion, multiplicacion, densidad de siembra y

transferencia.

7.8.6.1 Nivel de callo. Este parametro nos indico la presencia de callo o su ausencia en
cada uno de los tratamientos realizados y a su vez fue un factor determinante de acuerdo
con los objetivos trazados en el estudio, para este caso la presencia de este factor no es
deseable por la misma condicion de ser células indiferenciadas. Se establecid entonces
una escala para tener una referencia a la cual se le asigno u valor de 0 cuando la
ausencia de callo es total; 1 cuando se encontr6 callo solo en minima cantidad y solo en
un extremo del explante; 2 cuando la presencia de callo cubrié todo el borde del corte
hecho al explante y en algunos casos se alcanzo a observar la presencia de células
indiferenciadas y 3 cuando la acumulacion de células indiferenciadas tiene 3 mm de

largo y en algunos casos mas, alrededor del explante.

7.8.6.2 Numero de Nudos. Este parametro hizo referencia al desarrollo directo del
explante y/o la produccion de segmentos nodales, los cuales fueron multiplicados en la
siguiente etapa, se evidencio mediante la observacion directa del explante y se anoto su

cantidad en el correspondiente formato, Anexo 1y 2.
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7.8.6.3 Longitud de la plantula. Indico el crecimiento del brote, su desarrollo y
respuesta a las concentraciones utilizadas en cada tratamiento, la medida se hizo con
una regla anteponiéndola al frasco de cultivo, el cual por su transparencia nos dio un
valor real con un minimo error, aproximadamente de 1 milimetro. El valor medido se

expreso en centimetros y se anoto en el correspondiente formato, Anexo 1 y 2.

7.8.6.4 Numero de raices. Teniendo en cuenta la importancia de la raiz en la planta, su
presencia y caracteristicas fue un buen parametro para la evaluacion ya que en algunas
concentraciones hormonales se produjeron raices “monstruosas’, otras una exagerada
cantidad o por el contrario un tipo de raiz ideal y en optimas cantidades para un buen
desarrollo de la plantula. En todos los casos se anot6 la cantidad obtenida y la

observacion pertinente a cada una, anexo 1.

7.9 PROCEDIMIENTO DE MUESTREDO.

Para cada experimento se considerd apropiado utilizar un disefio completamente al azar,
debido a las condiciones y homogeneidad del laboratorio con alto e igual numero de
repeticiones para disminuir el error experimental. Se realizo un procedimiento de

muestreo aleatorio simple.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 ETAPA DE DESINFECCION.

Al iniciar el sistema de cultivo de tejidos como paso fundamental hubo que controlar y
eliminar interacciones exdgenas al sistema por parte de microorganismos que pudieron
influir directamente en el establecimiento de los cultivos in vitro, incubacion y posterior
manejo. Para controlar esos organismos, se desinfestaron las plantas madres, con
productos quimicos que son toxicos para los microorganismos pero relativamente
inocuos para el material vegetal, lo cudl ayudo en los tratamientos posteriores a la

desinfeccion de los explantes (Hartmann y Kester., 1987).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la evaluacion correspondientes a

la evaluacion final de la etapa de desinfeccion. Cuadro 7.

Cuadro 7. Resultados de la evaluacion final de la etapa de desinfeccion

TRATAMIENTO Explantes Tratados | Explantes Desinfectadas | EFECTIVIDAD (%)
10 Minutos 400 260 65
1% NaOC]1 | 15 Minutos 400 310 77,5
20 Minutos 400 330 82,5
10 Minutos 400 350 87.5
2% NaOCl | 15 Minutos 400 370 92,5
20 Minutos 400 400 100

Nota / los valores promediados se encuentran en el Anexo 3.
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Para un mejor entendimiento y comprensidn de los resultados obtenidos, a continuaciéon

se presenta la eficacia de los tratamientos utilizados en esta etapa (Figura 7).
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Figura 7. Etapa de desinfeccion: Porcentaje de eficacia de las concentraciones de
hipoclorito y sus tiempos de utilizacion.

En la figura 7, se destaca la eficacia del tratamiento para desinfectar explantes de yuca,
al ir aumentando la concentracion de hipoclorito de sodio y su respectivo tiempo de

utilizacion, lo cual es directamente proporcional.

En concordancia con los resultados obtenidos por Hartmann y Kester, 1987, tanto la
efectividad del tratamiento, como el dafio al tejido viviente se aumento como respuesta
al tiempo-concentracidn, para establecer el equilibrio entre estos factores y determinar
el mejor tratamiento, se sometieron los resultados obtenidos a un analisis de varianza y

se aplico una prueba de rango multiple de DUNCAN, pruebas realizadas con el
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programa estadistico MSTAT-C del Departamento de ciencias de la Universidad Estatal

de Michigan, Estados Unidos.

Cuadro 8. Andlisis estadistico de los tratamientos para la desinfeccion de explantes de
yuca variedad venezolana.

TRATAMIENTOS PROMEDIO DE EXPLANTES DE YUCA
DESINFECTADOS

10 Minutos 26a
1% NaOCl 15 Minutos 31a
20 Minutos 33a
10 Minutos 35a
2% NaOCl 15 Minutos 37a
20 Minutos 40a

CvV 20.61 %
LSD 2.56

Sx 0.7041
A 0.05

El anélisis estadistico de los promedios de tratamientos (Anexo 4 y 5), a nivel de
significancia o = 0.05, indica que no hubo diferencias significativas, se observa que el
coeficiente de variacion (C V), indicador del control del experimento, estuvo por
encima del normal (10 — 15 %) para las condiciones controladas del laboratorio. Sin
embargo hay una relacion directamente proporcional entre las variables, es decir, entre
mayor concentracion de NaOCl y mayor tiempo de desinfeccidén se obtiene un mayor
numero de explantes de yuca desinfectados. Los residuos de NaOCl que quedan sobre
el tejido son removidos totalmente al ser lavados cuatro o cinco veces con agua
destilada estéril coincidiendo con los resultados obtenidos por Skirvin, 1983, cuando

se presento un minimo de dafio causado al tejido no tuvo ninguna influencia, ya que la
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lesion, se elimina al momento de preparar los explantes para ser implantados en el

medio de cultivo.

82 ETAPA DE ESTABLECIMIENTO.

Una vez establecido un método eficaz para eliminar los patogenos del explante y
considerando que el explante elegido es fisiologicamente competente para sobrevivir al
cultivo inicial y provocar una respuesta apropiada, acorde con los planteamientos de la
investigacion y teniendo en cuenta que su crecimiento y desarrollo estan controlados
por las interacciones existentes entre el genoma y el medio ambiente, entendiendo
como tal el medio intra e inter celular y las condiciones de luz, temperatura, aporte de
nutrientes y agua segun Lindsey y Jones, 1992, se cre6 la necesidad de establecer las
proporciones de auxinas y citoquininas que originen una respuesta de acuerdo a los
objetivos planteados y atendiendo a que una relacion elevada entre auxina y
citoquininas conduce a la formacién de raices, una baja relacién entre auxina y
citoquininas conduce a la formacién de vastagos y unas proporciones intermedias dan

lugar a la proliferacion del callo segun Lindsey y Jones, 1992.

Se tomaron como referencia trabajos realizados en Manihot esculenta crantz que
anotan 0,02mg/It de ANA y 0,04mg/lt BAP (Roca y Mroginski, 1991) y para las
variedades M Col 22 y M Col 1505 0,02mg/lt de ANA y 0,05mg/It BAP (Roca, 1984);

el CIAT (1992) reporta para las variedades de Manihot: M. Carihaginensis y M.



64

violacea: 0,017mg/lt de ANA y 0,03mg/lt de BAP; M. Chlorosticta, M. epruinosa, M.
Ifuticulosa, M. hastatiloba, M. puipureo-cosiata, M. sparcitolia, M. tripilla y M. tristis:
0,2mg/1t de IBA y 0,03mg/It de BAP; los cuales son concentraciones propicias para la

propagacion clonal de los materiales resefiados.

Se disefiaron los experimentos y de acuerdo a los parametros tenidos en cuenta para la
evaluacion, la concentracion de hormonas auxinas y citoquininas, los resultados

obtenidos se anotan en el siguiente cuadro 9.

Cuadro 9. Resultados de la evaluacion final de la etapa de establecimiento

TRATAMIENTOS |[PARAMETROS EVALUADOS PROMEDIO

1 Nivel de Callo 0

0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 3.1

Numero de Raices 1.6

2 Nivel de Callo 04

0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 27
Numero de Raices 1.1

3 Nivel de Callo 04

0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 4.0
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 39

Numero de Raices 1.2

4 Nivel de Callo 03

0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 3.6
Numero de Raices 15

5 Nivel de Callo 0.4.

0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 32

Numero de Raices 1.9

6 Nivel de Callo 05

0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 35
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 3.1
Numero de Raices 24

7 Nivel de Callo 0.1

0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 47
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 43

Numero de Raices 2.7

8 Nivel de Callo 09

0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 33
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 28
Numero de Raices 13

Nota/ los valores promediados se encuentran en los Anexo 6y 7.




Cuadro 9. Resultados de la evaluacion final de la etapa de establecimiento

TRATAMIENTOS |[PARAMETROS EVALUADOS PROMEDIO
9 Nivel de Callo 13
0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 35
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2.6
Numero de Raices 2.6
10 Nivel de Callo 0.7
0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 37
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 37
Numero de Raices 1.6
11 Nivel de Callo 1.5
0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 4.0
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 35
Numero de Raices 2.8
12 Nivel de Callo 1.8
0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 33
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 20
Numero de Raices 08
13 Nivel de Callo 1.2
0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 39
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 3.0
Numero de Raices 2.5
14 Nivel de Callo 1.2
0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 34
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 27
Numero de Raices 23
15 Nivel de Callo 2.1
0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 33
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 28
Numero de Raices 1.7
16 Nivel de Callo 25
0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 4.0
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 34
Numero de Raices 1.8
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Nota/ los valores promediados se encuentran en los Anexo 6y 7.

Teniendo en cuenta que la division celular esta regulada por el asocio de la acciéon de
las auxinas y citoquininas, pero que cada una tiene su influencia en diferentes fases del
ciclo celular, externamente las auxinas en la replicacion del ciclo celular mientras que
las citoquininas tienen bajo control los primeros eventos mitoticos (Jouanneau, 1971).
Normalmente las divisiones celulares requieren una sincronizacion entre la fase S y la
division celular, sugiriendo que los niveles de auxinas y citoquininas en el cultivo

necesitan estar equilibrados (George, 1993). y los mecanismos de accion de los
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reguladores del crecimiento tienen un papel primario en la determinacion del curso del
desarrollo de las células que actuaran como detonantes para activar una ruta del

desarrollo hacia la que las c€lulas ya estaban dirigidas (Meins y Foster, 1986).

Cuadro 10. Etapa de establecimiento: Diferencias estadisticas entre tratamientos para
las variables: nivel de callo, longitud de la planta, numero de nudos y numero de raices
de la variedad de yuca venezolana.

PROMEDIOS*
TRATAMIENTOS NIVEL DE | LONGITUD | NUMERO | NUMERO DE
CALLO PLANTA DE NUDOS RAICES
1 0.0 mg/lt ANA 01G 3.05 BCDE 3.6B 1.6 ABCDEF
0.0 mg/lt BAP
2 0.0 mg/lt ANA 04FG 2.66 DE 3.6B 1.1 EF
0.02 mg/lt BAP
3 0.0 mg/lt ANA 04FG 3.88 AB 40B 1.2 DEF
0.05 mg/lt BAP
4 0.0 mg/lt ANA 03 FG 3.65 ABCD 3.6B 1.5 BCDEF
0.15 mg/lt BAP
5 0.01mg/lt ANA 04FG 3.17 BCD 3.6B 1.9 ABCDEF
0.0 mg/lt BAP
6 0.0lmg/lt ANA 0.5 FG 3.07 BCDE 35B 2.4 ABCD
0.02 mg/lt BAP
7 0.0lmg/lt ANA 01G 448 A 47A 2.7 AB
0.05 mg/lt BAP
8 0.01mg/It ANA 0.9 DEF 2.78 CDE 33B 1.3 CDEF
0.15 mg/lt BAP
9 0.03mg/It ANA 1.3 CDE 2.63 DE 35B 2.6 AB
0.0 mg/lt BAP
10 0.03mg/lt ANA 0.7 EFG 3.73 ABC 3.7B 1.6 ABCDEF
0.02 mg/lt BAP
11 0.03mg/lt ANA 1.5CD 3.52 BCD 40B 28 A
0.05 mg/lt BAP
12 0.03mg/It ANA 1.8 BC 2.08E 33B 0.8 F
015 mg/lt BAP
13 0.05 mg/lt ANA 1.2 CDE 2.98 BCDE 39B 2.5 ABC
0.0 mg/lt BAP
14 0.05 mg/lt ANA 1.2 CDE 271 DE 34B 2.3 ABCDE
0.02 mg/lt BAP
15 0.05 mg/lt ANA 2.1 AB 2.97 BCDE 33B 1.7 ABCDEF
0.05 mg/lt BAP
16 0.05 mg/lt ANA 25A 3.44 BCD 40B 1.8 ABCDEF
0.15 mg/lt BAP
Cv 64.44 % 30.35 % 18.96 % 65.02 %
LSD 0.54 0.85 0.61 1.07
Sx 0.19 0.30 0.22 0.38
A 0.05 0.05 0.05 0.05

*Promedios con letras iguales no son diferentes.
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Las condiciones en que se realizo la experimentacion fueron controladas por lo que se
considera que los coeficientes de variacidén son altos. El anélisis estadisticos de los
promedios de tratamientos (anexos 9 al 16) indica que hubo diferencias estadisticas
significativas, al nivel del 0.05 entre los tratamientos evaluados y para cada variable de
estudio. En la etapa de establecimiento para la variedad de yuca venezolana el
tratamiento 0.01 mg/It de ANA mas 0.05 mg/It de BAP es estadisticamente diferente, al
nivel del 0.05, siendo el mejor en cuanto a que la cantidad de callo que se produce es
minima, se obtiene mayor longitud de la planta y mayor numero de nudos por planta. El
namero de raices que se obtiene con este tratamiento es ligeramente superior al de
mejor comportamiento para esta variable siendo el segundo mejor tratamiento, como se

puede observar en cuadro 10 y la figura 10.

A continuacion se presentan graficamente cada uno de los parametros evaluados, para
tener un mejor punto de vista de los resultados obtenidos y observar mejor las

diferencias entre cada tratamientos utilizados durante esta etapa.
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8.2.1 Nivel de callo.

/

Nivel de Callo
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15 ’ 0,05
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16

Concentracion ANA / BAP (mg/lt)

Figura 8. Etapa de establecimiento. Nivel de callo presente en cada uno de los tratamientos
utilizados, después de 16 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la figura 8. podemos observar la respuesta en cuanto a la formacion de callo de los
explantes a los diferentes grupos de concentraciones con los que fueron tratados, en
todos las concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/lt) y las concentraciones
de ANA (0,0 y 0,01 mg/lt), se presentd una minima formacién de callo con respecto a la
que se presento cuando se utilizaron las concentraciones de 0,03 y 0,05 mg/It de ANA,

lo que indica que la formacién de callo, en los cultivos a partir de segmentos nodales,
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es consecuencia de las cantidades de reguladores de crecimiento presentes en el medio

en concordancia con lo expuesto por Bressan et al/, 1882.

8.2.2 Numero de nudos

Numero de Nudos
|
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Figura 9. Etapa de establecimiento. Numero de nudos obtenidos en cada uno de los
tratamientos utilizados, después de 16 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la Figura 9. podemos observar la respuesta en cuanto al numero de nudos de los
explantes a los diferentes grupos de concentraciones con las que fueron tratados, en
todos las concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/It) y las concentraciones
de ANA ( 0,0; 0,01; 0,03 y 0,05 mg/lt) se presento una formacién de nudos muy
similar para todos los 16 tratamientos utilizados con leves variaciones en el rango de

los 3 y 4 nudos por explantes, lo que indica que hubo buena respuesta de los explantes

para este criterio.
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8.2.3 Numero de raices.
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Figura 10. Etapa de establecimiento. Numero de raices obtenidas en cada uno de los
tratamientos utilizados, después de 16 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la Figura 10. podemos observar la respuesta en cuanto a la formacién de raices de
los explantes a los diferentes grupos de concentraciones con los que fueron tratados, en
todos las concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/lt) y las concentraciones
de ANA (0,0 y 0,01 mg/lt), tratamientos del 1 al 7 se presento una formacion de raices
proporcional a medida que se aumentaron las concentraciones, de ahi en adelante,
tratamientos del 8 al 16, se puede observar que la formacion de raices se ve favorecida
en los tratamientos en los cuales solo hay la presencia de ANA y con el aumento den la

concentracion de BAP se da un decrecimiento en la produccidn de las raices.
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8.2.4 Longitud de la planta.

Longitud de Plantula (cm)

LONGITUD

Concentracion ANA / BAP (mg/lIt)

Figura 11. Etapa de establecimiento. Longitud de la plantula obtenida en cada uno de los
tratamientos utilizados, después de 16 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la Figura 11. podemos observar la respuesta, en cuanto a la longitud de la plantula
de los explantes a los diferentes grupos de concentraciones con los que fueron tratados,
en las concentraciones 0,02; y 0,05 mg/lt de BAP y 0,0; 0,01 y 0,03 mg/It de ANA se
presento estimulacion en el crecimiento de la plantula mucho mayor que en las otras
combinaciones hormonales; las concentraciones de 0,0 y 0,15 mg/lt de BAP con 0,01 y
0,03 mg/lt de ANA Ia respuesta estuvo en promedio por de bajo comparandose con el
grupo de con contracciones anteriores; para las concentraciones 0,0 y 0,05 mg/lt de

BAP con 0,05 mg/lt de ANA seda un mayor crecimiento de la plantula con relacion a
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0,02 y 0,05 mg/lt de BAP donde ocurrié todo lo contrario al comportamiento descrito

para los grupos anteriores.
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Al analizar la figura 12, podemos decir que al adicionar concentraciones de BAP (0,0;
0,02; 0,05 y 0,15 mg/lt), en las bajas, la longitud de la plantula y el nimero de nudos se
mantuvieron equilibradas y al ir aumentandolas se disminuy6 la diferencia de los
promedios hasta igualarse en las altas (0,05 y 0,15 mg/lt) todo en ausencia de ANA; la
formacion de raices experimentd un decrecimiento para luego recuperase al llegar al
valor inicial. Al adicionar 0,01 mg/It de ANA con las concentraciones de BAP (0,05 y
0,15 mg/lt) se mantuvo la proporcion entre el numero de nudos haciéndose notorio el
aumento en el nimero de raices hasta llegar a un tope maximo en 0,05 mg/lt de BAP;
en altas concentraciones de BAP, se elevo la formacion de callo, mermo la produccion
de raices, la cual logro su punto maximo en los tratamientos donde no se agrego BAP o
estuvo por encima de la cantidad agregada de ANA; llamando la atencidén la respuesta
donde las cantidades hormonales son similares (0,02 mg/lt de ANA y 0,03 mg/lt de
BAP), en donde los promedios del nimero de nudos y la longitud de la plantula se
igualan, disminuyendo considerablemente el numero de raices y a partir de esta
concentracién se registré un incremento en la formacién de callo y finalmente al
adicionar una alta cantidad de ANA (0,05 mg/lt), aumentd proporcionalmente la
formacion de callo al ir aumentando la cantidad de BAP fue inversamente proporcional
a esta el numero de raices; la diferencia entre el nimero de nudos y la longitud de la
plantula se mantuvo e inclusive en los tratamientos con las excepciones anotadas. Es de
resaltar que al incrementar las cantidades de ANA en ausencia de BAP el efecto en la
formacion de raices es bien notable, marcado y se comportd proporcionalmente a las

cantidades de ANA.
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De acuerdo a las observaciones realizadas el tratamiento 7 (0,01 mg/lt de ANA y 0.05
mg/lt de BAP) fue el que cumplié los parametros requeridos para esta etapa de la
investigacidn, en donde el explante se desarrollé en un tiempo optimo de 16 dias; el
nivel de callo fue referenciado como nulo, debido, a la presencia de la minima unidad
de calificacion en una unidad experimental analizada; en cuanto al nimero de nudos, se
obtuvieron en promedio de 4,7 nudos por planta, el mas alto de los tratamientos
realizados y el numero de raices fue en promedio de 2,7 raices por plantula,
localizandose en segundo lugar respecto a los demas tratamientos. Con estos valores
obtenidos en cada uno de los pardmetros analizados se obtuvo una vitro planta de
caracteristicas que podemos calificar como ideales (Figura 13.). Cabe anotar que se
logro regenerar plantas a partir de meristemos apicales utilizando como suplementos
hormonales los resefiados anteriormente (tratamiento 7), con una respuesta y

caracteristicas similares a las obtenidas en los segmentos nodales
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Figura 13. Plantas obtenidas en el tratamiento 0,01 mg/lt de ANA y 0,05 mg/lt de BAP
durante 12, 14 y 16 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento, en la etapa de

establecimiento.

8.2.6 Seguimiento al tratamiento 7 (0,0lmg/lt de ANA y 0.05mg/lt de BAP)
durante 16 dias en la etapa de establecimiento

Cuadro 11. Seguimiento tratamiento 7 (0,0lmg/lt de ANA y 0.05mg/lt de BAP) durante
16 dias en la etapa de establecimiento

DIAS PARAMETROS EVALUADOS PROMEDIO
Nivel de Callo 0
6 Numero de Nudos 2
Longitud de Plantula 0,6
Numero de Raices 0,0
Nivel de Callo 0,0
10 Numero de Nudos 3,1
Longitud de Plantula 2,2
Numero de Raices 1,5
Nivel de Callo 0,1
13 Numero de Nudos 4.0
Longitud de Plantula 34
Numero de Raices 2.1
Nivel de Callo 0,1
16 Numero de Nudos 4.6
Longitud de Plantula 43
Numero de Raices 2,7

>

Nota / los valores promediados se encuentran en el Anexo 8.
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La representacion grafica de las variables: longitud de la planta y el nimero de

nudos, se presentan en la figura 14 y 15.
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Figura 14. Seguimiento de la longitud de cada una de las plantulas utilizadas como unidades
experimentales durante un periodo de crecimiento de 16 dias en la etapa de establecimiento para la
variedad de yuca venezolana.
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Figura 15. Seguimiento del numero de nudos de cada una de las plantulas utilizadas como
unidades experimentales durante un periodo de crecimiento de 16 dias en la etapa de
establecimiento para el tratamiento 0,01 mg/lt ANA y 0,05 mg/lt BAP, para la variedad de
yuca venezolana.
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Figura 16. Tendencia del crecimiento para la longitud de la planta y el numero de nudos en
la etapa de establecimiento para el tratamiento 0,01 mg/lt ANA y 0,05 mg/lt BAP, para la
variedad de yuca venezolana.

En la figura 16 podemos observar el comportamiento que experimentaron los explantes
en cuanto al crecimiento y la formacion de nudos durante la etapa de establecimiento, el
cual se ajusta a un modelo de crecimiento lineal ya que el valor de la constante R para
el caso del numero de nudos (R = 0,9836) y la longitud de la planta (R = 0,9712) esta
muy proximo a 1, o sea, al valor de una linea recta (y = mx + b). Identificado el modelo
de crecimiento podemos hacer extrapolaciones el los valores del numero de nudos y la
longitud de la plantula en un tiempo determinado y teniendo en cuenta el recipiente de
cultivo, la cantidad de medio y las caracteristicas de incubacion de los explantes. con un

minimo error
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8.3 ETAPA DE MULTIPLICACION.

Una vez establecido el cultivo en las condiciones in vitro, y existiendo la necesidad de
incrementar el nimero de plantulas que ingresen al sistema, se formaron nuevos brotes
los que a su vez sirvieron de explantes para repetir la produccion hasta finalmente
lograr un equilibrio de siembra 7z viiro con la salida de material a las condiciones in
vivo. El largo del explante y sus entrenudos es una ventaja porque permitio un buen
procesamiento de ellos para la siembra y se logrdé una alta sobrevivencia de los
explantes por provenir de condiciones iguales. La brotacion tardo unos tres o cuatro
dias mas que en el establecimiento porque los meristemos axilares estan menos
desarrollados y al estar solo un meristemo axilar, la accion de los reguladores del
crecimiento, incorporados al medio, se hace de forma mas eficiente y directa; este
efecto se aumento cuando el explante se corto longitudinalmente y se implanto en el

medio de cultivo en un angulo de 45° de acuerdo con McClelland y Smith, 1990.

De acuerdo a los parametros tenidos en cuenta para la evaluacion de esta etapa, los

resultados obtenidos se encuentran anotaos en el siguiente cuadro 12.



Cuadro 12. Resultados de la evaluacion final de la etapa de multiplicacion

TRATAMIENTOS |PARAMETROS EVALUADOS PROMEDIO

1 Nivel de Callo 0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 27
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 1,9
Numero de Raices 18

2 Nivel de Callo 0

0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 35
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,5
Numero de Raices 1.9

3 Nivel de Callo 0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 37
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 24
Numero de Raices 23

4 Nivel de Callo 0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 24
Numero de Raices 12

5 Nivel de Callo 0

0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 33
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 1,9
Numero de Raices 1.9

6 Nivel de Callo 02
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 34
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 22
Numero de Raices 26

7 Nivel de Callo 0
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 46
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 3,6
Numero de Raices 33

8 Nivel de Callo 26

0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.1
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,1
Numero de Raices 08

9 Nivel de Callo 0
0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 32
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 23
Numero de Raices 26

10 Nivel de Callo 08

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 33
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 28
Numero de Raices 3.5

11 Nivel de Callo 1,6
0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,7
Numero de Raices 34

12 Nivel de Callo 2.5

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.1
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 23
Numero de Raices 09

13 Nivel de Callo 02
0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 34
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula 24
Numero de Raices 3.5

. Nota / los valores promediados se encuentran en ¢l Anexo 17 y 18.
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Cuadro 12. Resultados de la evaluacion final de la etapa de multiplicacion

TRATAMIENTOS |PARAMETROS EVALUADOS PROMEDIO

14 Nivel de Callo 0,5

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.6
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 32
Numero de Raices 38

15 Nivel de Callo 1,7

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.0
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,7
Numero de Raices 3.0

16 Nivel de Callo 28

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 3.0
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 24
Numero de Raices 1,3

Nota / los valores promediados se encuentran en el Anexo 17 y 18.
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Para la regeneracion de brotes a partir de estos segmentos nodales fueron utilizados

explantes juveniles semejantes a plantas jévenes como lo sugiere Hutchinson, 1985.

Considerando la alta probabilidad de cambio en uno o mas caracteres en las plantas

regeneradas a partir de cultivo de callos de acuerdo con George, 1993 En este tipo de

regeneracion se produjeron plantas genéticamente idénticas a las plantas madres,

minimizando el cambio genético en las plantulas originadas de explantes subcultivados.

A continuacion se presenta las diferencias estadisticas entre los tratamientos para cada

una de las variables de la etapa de multiplicacion para la variedad de yuca venezolana.
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Cuadro 13. Etapa de multiplicacion: Diferencias estadisticas entre tratamientos para las
variables: nivel de callo, longitud de la planta, numero de nudos y numero de raices de
la variedad de yuca venezolana.

PROMEDIOS*
TRATAMIENTOS NIVEL DE | LONGITUD | NUMERO | NUMERO DE
CALLO PLANTA DE NUDOS RAICES
1 0.0 mg/lt ANA 00E 1.9D 2TE 1.8 EFG
0.0 mg/lt BAP
2 0.0 mg/lt ANA 00E 2.49 CD 3.5BCD 1.9 EF
0.02 mg/lt BAP
3 0.0 mg/lt ANA 00E 2.41 CD 3.7B 23 DE
0.05 mg/lt BAP
4 0.0 mg/lt ANA 00E 2.41 CD 3.6 BC 1.2 GH
0.15 mg/lt BAP
5 0.01mg/lt ANA 00E 1.92D 3.3 BCD 1.9 EF
0.0 mg/lt BAP
6 0.01mg/It ANA 0.2 DE 221CD 3.4 BCD 26CD
0.02 mg/lt BAP
7 0.01mg/It ANA 00E 361 A 46 A 33 AB
0.05 mg/lt BAP
8 0.01mg/It ANA 26A 2.06 D 3.1 CDE 08H
0.15 mg/lt BAP
9 0.03mg/lt ANA 00E 228 CD 3.2 BCDE 26CD
0.0 mg/lt BAP
10 0.03mg/It ANA 08C 283 BC 3.3 BCD 3.5AB
0.02 mg/lt BAP
11 0.03mg/It ANA 1.6B 271 BC 3.6 BC 34 AB
0.05 mg/lt BAP
12 0.03mg/It ANA 25A 2.29CD 3.1 CDE 09H
015 mg/lt BAP
13 0.05 mg/lt ANA 0.2 DE 242 CD 3.4 BCD 3.5AB
0.0 mg/lt BAP
14 0.05 mg/lt ANA 0.5CD 3.15AB 3.6 BC 38A
0.02 mg/lt BAP
15 0.05 mg/lt ANA 1.7B 2.74 BC 3.0 DE 3.0BC
0.05 mg/lt BAP
16 0.05 mg/lt ANA 28 A 236 CD 3.0 DE 1.3 FGH
0.15 mg/lt BAP
CVv 48.81 % 23.61 % 16.1 % 28.57 %
LSD 0.348 0.519 0.481 0.596
Sx 0.124 0.185 0.172 0.213
a 0.05 0.05 0.05 0.05

*Promedios con letras igunales no son diferentes

Al igual que en la etapa de establecimiento, en la etapa de multiplicacion las
condiciones en que se realizo la experimentacion fueron controladas por lo que se

considera que los coeficientes de variacion son altos. El andlisis estadisticos de los
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promedios de tratamientos (anexos 20 al 27) indica que hubo diferencias estadisticas
significativas, al nivel del 0.05 entre los tratamientos evaluados y para cada variable de
estudio. En la etapa de multiplicacion para la variedad de yuca venezolana el
tratamiento 0.01 mg/It de ANA mas 0.05 mg/It de BAP es estadisticamente diferente, al
nivel del 0.05, siendo el mejor en cuanto a que la cantidad de callo que se produce es
minima, se obtiene mayor longitud de la planta y mayor numero de nudos por planta. El
numero de raices que se obtiene con este tratamiento es inferior al de mejor
comportamiento para esta variable siendo el quinto mejor tratamiento, superado
ligeramente por otros tres y un poco mas por el primero, como se puede observar en

cuadro 13 y la figura 20

A continuacion se presentan graficamente cada uno de los parametros evaluados, para
tener un mejor punto de vista de los resultados obtenidos y observar mejor las

diferencias entre cada tratamientos utilizados durante esta etapa
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8.3.1 Nivel de callo.
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Figura 17. Etapa de multiplicacion. Nivel de callo presente en cada uno de los tratamientos
utilizados, después de 35 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la figura 17 podemos observar la respuesta, en cuanto a la formacion de callo de los
explantes a los diferentes grupos de concentraciones con los que fueron tratados, en
todos las concentraciones de BAP (0,0; 0,02 y 0,05 mg/lt) con las concentraciones de
ANA (0,0 y 0,01 mg/It) no se presento formacion de callo, exceptuando el tratamiento 6
donde se presento una minima formacién. En las combinaciones de 0,03 y 0,05 mg/It de
ANA con 0,0; 0,02; 0,05 y 0.15 mg/It de BAP se observo que la formacion de callo es

directamente proporcional al aumento del BAP y existi6 la mayor formacion de callo en
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los tratamientos que contenian 0,15 mg/lt de BAP, exceptuando el tratamiento 4 donde

no se formo callo.

8.3.2. Numero de nudos
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Figura 18. Etapa de multiplicacion. Numero de nudos obtenidos en cada uno de los
tratamientos utilizados, después de 35 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la figura 18 podemos observar la respuesta, en cuanto al numero de nudos de los
explantes a los diferentes grupos de concentraciones con los que fueron tratados, en
todos las concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/It) con las concentraciones
de ANA ( 0,0; 0,01; 0,03 y 0,05 mg/lt) se presento una formacion de nudos muy

similar para todos los 16 tratamientos utilizados, con leves variaciones en el rango de
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los 3 y 3,7 nudos por explantes, lo que indicé que hubo una buena respuesta de los
explantes para este criterio. En la grafica el comportamiento de los explantes es muy
similar el que experimentaron en la etapa de establecimiento con muy leves variaciones
como las que experimentaron los tratamientos 1, 15 y 16, los demas guardan la misma

proporcion en cuanto a la respuesta obtenida.

8.3.3 Longitud de la plantula.
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Figura 19. Etapa de multiplicacion. Longitud de la plantula en cada uno de los tratamientos
utilizados, después de 35 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.
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En la figura 19. podemos observar la respuesta de los explantes a los diferentes grupos
de concentraciones con los que fueron tratados, en cuanto a la longitud de la plantula,
en las concentraciones 0,02; y 0,05 mg/lt de BAP con 0,0; 0,01 y 0,03 mg/lt de ANA
se presento una estimulacion en el crecimiento de la plantula mucho mayor que en las
otras combinaciones hormonales; en las concentraciones de 0,0 y 0,15 mg/lt de BAP
con 0,01 y 0,03 mg/It de ANA la respuesta estuvo en promedio por de bajo con respecto
al grupo de con contracciones anteriores. Para esta etapa la respuesta de los explantes se
mantuvo constante en todos los tratamientos sin ninguna excepcién como la que ocurrio
en la etapa de establecimiento donde en al ultimo grupo de tratamientos (12 al 16) hubo

una respuesta contraria a la que se venia presentando.



89

8.3.4 Numero de raices.
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Figura 20. Etapa de multiplicacién. Numero de raices obtenidas en cada uno de los
tratamientos utilizados, después de 35 dias de incubacion en el cuarto de crecimiento.

En la figura 20. podemos observar la respuesta de los explantes a los diferentes grupos
de concentraciones con los que fueron tratados, en cuanto a la formacién de raices, en
todos las concentraciones de BAP (0,0; 0,02; 0,05 y 0,15 mg/It) con las concentraciones
de 0,0 y 0,01 mg/It de ANA, tratamientos 1 al 3, 4 al 7, 8 al 11 y 12 al 14 se presento
una formacion de raices proporcional a medida que se incrementaban las
concentraciones, se puede observar que la formacién de raices se ve favorecida en los

tratamientos en los cuales solo hay la presencia de ANA y con el aumento en la
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concentracién de BAP la respuesta es muy marcada, se da un decrecimiento en la
produccién de las raices, en los tratamientos donde se utilizo 0,15 mg/lt de BAP se

presento la mas baja produccion de raices.
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La tendencia en cada uno de los grupos de concentraciones y el comportamiento de

los explantes es bien definido. Al incrementar las concentraciones de BAP (0,0;
0,02; 0,05 y 0,15 mg/lt) en ausencia de ANA el efecto en los explante en cuanto a la
formacion de nudos, la longitud de la planta y la formacion de raices es que
aumentan proporcionalmente hasta llegar a su un tope en 0,05 mg/lt, no
registrandose formacion alguna de callo; pero en 0,15 mg/lt de BAP todos los
parametros decrecen, comportandose inversamente proporcional al efecto logrado en
las cantidades anteriores. Al adicionar 0,01 mg/It de ANA sigui6 el patron de crecer
proporcionalmente. la longitud de la plantula, el numero de nudos y raices al
incrementar la cantidad de BAP. hasta llegar a un punto maximo en 0,05 mg/It de
BAP y decrecer en el tratamiento con 0,15 mg/lt de BAP, la formacion de callo tubo
un incremento proporcional al aumentar las cantidades de BAP hasta su maximo en
0,15 mg/lt. Para los siguientes tratamientos se adiciono 0,03 mg/lt de ANA
registrandose el mismo comportamiento de los grupos anteriores cuando el numero
de nudos, la longitud de la plantula y especialmente el nimero de raices sigue el
patron de crecer proporcionalmente al incrementar la cantidad de BAP. hasta llegar a
su punto maximo en 0,05 mg/lt de BAP y decrecer en el tratamiento con 0,15 mg/It
de BAP, solamente hubo un incremento proporcional al incremento de las
cantidades de BAP la formacion de callo la cual llego a su maximo en 0,15mg/It de
BAP. En el tltimo grupo donde se adiciona 0,05 mg/It de BAP ocurre algo similar a
lo ocurrido en la etapa de establecimiento, pues al ir incrementando las cantidades
de BAP se mostro un pequeno incremento en la longitud de la plantula, el numero de
nudos y raices solo hasta 0,02 mg/lt, luego se comportaron inversamente

proporcional al aumento de las cantidades de BAP y solo proporcionalmente se
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mantiene la formacion de callo. Para esta etapa la diferencia en el promedio del

numero de nudos con la longitud de la plantula se aumenta y mantiene en todos los

tratamientos reduciéndose un poco en los ultimos 4 tratamientos

Las plantulas producidas se deben transferir a un medio que tenga las condiciones
que favorezca la iniciacion de raices y el alargamiento del tallo para preparar la
plantita para su plantacion y establecimiento fuera del medio artificial, cerrado, del
recipiente de cultivo;, dado que la planta en la etapa de multiplicacion depende de la
sacarosa que se le suministra en el medio como fuente de energia, mas bien, que de
su propia elaboracion (Hartmann, y Kester., 1987). El proceso de enraizamiento de
los brotes propagados in vitro requiere generalmente el transplante a un medio de
cultivo con menor concentracion de sales, asimismo, se requiere cambiar el balance
hormonal, disminuyendo las citoquininas y aumentar las auxinas exogenas (Roca y
Mroginski, 1991). En algunas casos, la eliminacion de las citoquininas exogenas ha

sido suficiente estimulo para la diferenciacion del sistema radical (Torpe, 1980).

Teniendo en cuenta las anotaciones hechas en la literatura para un enraizamiento de
brotes regenerados y dados los resultados obtenidos y analizados podemos decir que
en nuestro caso no hubo la necesidad de transferir las plantulas a un medio en
condiciones que favorecieran el enrraizamiento, debido, a que las plantas generaron
raices optimas y eficientes, a demas, de funcionales, lo que se comprobo en la
transferencia realizada, en el medio de multiplicacion lo que indujo a obviar ese
pretrasplante; y a sus vez minimizar costos de produccion y tiempo de propagacion

de las plantulas. De acuerdo a estas anotaciones el tratamiento 7 (0,01 mg/lt de
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ANA y 0.05 mg/lt de BAP) fue el que cumplio los parametros requeridos para esta

etapa de la investigacion, donde la plantula se desarrollo en condiciones ideales en
cuanto a tiempo de desarrollo, 35 dias doblando el periodo de desarrollo para la
etapa de establecimiento; no presento formacion de callo para ninguna de las
unidades experimentales analizadas, el numero de nudos, en promedio 4,6 nudos, en
los que no hubo diferencia significativa en relacion a los nudos que se obtuvieron en
la etapa de establecimiento y por planta el mas alto de los tratamientos realizados y
el nimero de raices fue en promedio de 3,3 raices por plantula (Figura 22),
localizandose por encima del promedio de la etapa de establecimiento. Teniendo en
cuenta este valor se obvio una transferencia a un medio especifico para
enrraizamiento. Con estos valores obtenidos en cada uno de los parametros

analizados se obtuvo una vitro planta de caracteristicas ideales (Figura 23).

Figura 22. Formacion de raices tratamiento: 0,01mg/lt de ANA y 0,05 mg/It de BAP, en
la etapa de multiplicacion durante 35 dias en crecimiento.
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Figura 23. Etapa de multiplicacion., plantas producidas en el tratamiento 0,01mg/lt de
ANA y 0,05 mg/lt de BAP, durante 20 dias.

8.3.6 Seguimiento del tratamiento 7 (0,01 mg/lt de ANA y 0.05 mg/lt de BAP)
durante 35 dias en la etapa de multiplicacion

Cuadro 14. Seguimiento tratamiento 7 (0,01 mg/lt de ANA vy 0.05 mg/lt de BAP)
durante 35 dias en la etapa de multiplicacién

DIAS PARAMETRO EVALUADO PROMEDIO
Nivel de Callo 0
8 Numero de Nudos 14
Longitud de la Plantula 0,5
Numero de Raices 1.1
Nivel de Callo 0
15 Numero de Nudos 2.1
Longitud de la Plantula 1.3
Numero de Raices 1,9
Nivel de Callo 0,1
22 Numero de Nudos 2.9
Longitud de la Plantula 2.1
Numero de Raices 28
Nivel de Callo 0
29 Numero de Nudos 38
Longitud de la Plantula 2.9
Numero de Raices 32
Nivel de Callo 0
35 Numero de Nudos 45
Longitud de la Plantula 3.6
Numero de Raices 33

Nota / Los valores promediados se encuentran en el Anexo 19.
La representacion grafica de los valores anotados en el cuadro, se presenta en
el
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Figura 24 y 25.
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Figura 24. Seguimiento del numero de nudos de cada una de las plantulas utilizadas como unidades
experimentales durante un periodo de crecimiento de 35 dias en la etapa de multiplicacién para el

tratamiento 0,01 mg/lt ANA y 0,05 mg/lt BAP.
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Figura 25. Seguimiento de la longitud de cada una de las pldntulas utilizadas como unidades
experimentales durante un periodo de crecimiento de 35 dias en la etapa de multiplicacion para el
tratamiento 0,01 mg/lt ANA y 0,05 mg/lt BAP.
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Figura 26 Tendencia del crecimiento para la longitud y el numero de nudos de la
plantula en la etapa de multiplicacidn para el tratamiento 0,01 mg/lt ANA y 0,05 mg/It
BAP

En la figura 26 podemos observar el comportamiento que experimentan los explantes en
cuanto al crecimiento y la formacién de nudos durante la etapa de multiplicacion, el
cual se ajusta a un modelo de crecimiento lineal ya que el valor de la constante R para el
caso del numero de nudos (R =0,9982) y la longitud de la planta (R = 0,9993) esta muy
préximo a 1, o sea, al valor de una linea recta (y = mx + b), aun mucho mas cerca que
los valores obtenidos en el seguimiento realizado en la etapa de establecimiento.
Identificado el modelo de crecimiento podemos hacer predicciones de los valores del
numero de nudos y la longitud de la plantula en un tiempo determinado y teniendo en
cuenta el recipiente de cultivo, la cantidad de medio y las caracteristicas de incubacion

de los explantes con un error minimo.
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8.4 DENSIDAD DE SIEMBRA

Primordialmente en el sistema de cultivo se determiné el numero de explantes que
se desarrollan bien en el frasco de siembra y sin perder significativamente la
respuesta obtenida en un sistema de cultivo con explantes individuales, debido al
volumen del frasco, 125 ml, es posible cultivar varios explantes para masificar y

optimizar el sistema.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la densidad de siembra realizada en el
tratamiento 0,01 mg/lt de ANA y 0,05 mg/It de BAP se anotaron en el cuadro 15.

Cuadro 15. Resultados de la evaluacion final de la densidad de siembra.

TRATAMIENTOS | PARAMETROS EVALUADOS PROMEDIO
Nivel de Callo 0
3 Numero de Nudos 47
Explantes Longitud de la Plantula 3.6
Numero de Raices 3,0
Nivel de Callo 0
5 Numero de Nudos 45
Explantes Longitud de la Plantula 34
Numero de Raices 28
Nivel de Callo 0
7 Numero de Nudos 40
Explantes Longitud de la Plantula 3.1
Numero de Raices 2.5
Nivel de Callo 0
9 Numero de Nudos 33
Explantes Longitud de la Plantula 2.9
Numero de Raices 22
Nivel de Callo 02
11 Numero de Nudos 32
Explantes Longitud de la Plantula 2,7
Numero de Raices 1,7
Nivel de Callo 02
13 Numero de Nudos 2.8
Explantes Longitud de la Plantula 2.4
Numero de Raices 1,7
Nivel de Callo 0.3
15 Numero de Nudos 27
Explantes Longitud de la Plantula 2,1
Numero de Raices 1,7

Cuadro 15. Resultados de la evaluacion final de la densidad de siembra.
| | Nivel de Callo | 0.3
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17 Numero de Nudos 27
Explantes Longitud de la Plantula 1,9
Numero de Raices 1.3

Nivel de Callo 02

19 Numero de Nudos 2.5
Explantes Longitud de la Plantula 1,7
Numero de Raices 1.3

Nivel de Callo 0.3

21 Numero de Nudos 2.0
Explantes Longitud de la Plantula 1,5
Numero de Raices 1.3

Nota/ Los valores promediados se encuentran en ¢l Anexo 28.

La representacion grafica de los datos obtenidos se encuentra a continuacion en la

Figura 27.
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Figura 27. Densidad de siembra evaluada para el tratamiento 0,01 mg/It de ANA y 0,05
mg/lt de BAP, durante la etapa de multiplicacion para optimizar el proceso.
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Al observar la figura 27. podemos ver la respuesta de los explantes que es

inversamente proporcional a su numero dentro del frasco de cultivo, con respecto a
la longitud, numero de nudos y raices promedios por explantes;, se presento una
disminucidon proporcional,  hasta los 7 explantes, de ahi en adelante lo
proporcionalidad sigue pero con leves cambios en la respuesta. La formacion de

callo se empieza a presentar, desde los 11 hasta los 21 explantes en una forma

constante y en minima cantidad .

A continuacion se presenta las diferencias estadisticas entre los tratamientos para
cada una de las variables de la etapa de densidad de siembra para la variedad de
yuca venezolana.

Cuadro 16. Etapa de densidad de siembra: Diferencias estadisticas entre tratamientos

para las variables: nivel de callo, longitud de la planta, numero de nudos y numero
de raices de la variedad de yuca venezolana.

PROMEDIOS*
TRATAMIENTOS NIVEL DE | LONGITUD | NUMERO | NUMERO DE
CALLO PLANTA | DE NUDOS RAICES
1 3 explantes 00A 355A 4.66 A 316 A
2 5 explantes 00A 3.40 AB 450 A 2.83 AB
3 7 explantes 00A 3.11 ABC 4.00 AB 2.50 ABC
4 9 explantes 0.0A 2.86 BCD 333 BC 2.16 BCD
5 11 explantes 0.16 A 270 C 3.16 CD 1.66 CD
6 13 explantes 0.16 A 2.41 DE 2.83 CDE 1.66 CD
7 15 explantes 033 A 2.08 EF 2.66 CDE 1.66 CD
8 17 explantes 033 A 1.86 FG 2.66 CDE 133D
9 19 explantes 0.16 A 1.73 FG 2.50 DE 133D
10 21 explantes 033 A 148G 233 E 133D
Cv 12.37 % 17.76 % 18.02 % 38.05 %
LSD 0.418 0.519 0.683 0.867
Sx 0.147 0.183 0.240 0.305
o 0.05 0.05 0.05 0.05

*Promedios con letras iguales no son diferentes
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En el estudio de la densidad de siembra las condiciones en que se realizo la

experimentacion fueron controladas, se utilizo un mismo medio de cultivo y la variedad
de yuca venezolana por lo que se considera que los coeficientes de variacion son bajos.
El analisis estadisticos de los promedios de tratamientos (anexos 29 al 36) indica que
hubo diferencias estadisticas, al nivel del 0.05 entre los tratamientos evaluados y para
las variables: nivel de callo, numero de nudos y longitud de la planta las que se
mantuvieron en rangos bajos y similares entre 10 y 20 %. Para el nimero de raices que
se obtiene con estos tratamientos el coeficiente de variacion es alto, lo que indica que
hubo diferencias significativas, al nivel del 0,05 entre los tratamientos evaluados, sin
embargo hay una relacion inversamente proporcional es decir al ir aumentando el
numero de explantes en el frasco se obtiene una menor formacién de raices por

explante, como se puede observar en el cuadro 16 y figura 27.

Con base en los resultados obtenidos para cada una de las variables, podemos
anotar que colocando 5 a 7 explantes y en un punto mas exigente pueden cultivarse
9 explantes, todos con buena respuesta y presentando minima diferencia a la
obtenida en explantes individuales; al introducir mas explantes se tiene una
respuesta inversamente proporcional a la obtenida en el cultivo individual, o sea, que
empieza a decaer hasta el punto de obtener la mitad de esta respuesta al tener 21
explantes en el frasco. Observandose desde los 11 explantes una insignificante
formacion de callosidad, también se divisa el estado de hacinamiento y se hace
dificil distribuirlos equitativamente en el medio de cultivo y para el caso de una
posible contaminacion debido a la manipulacion del medio se pierde gran cantidad

de material valioso.
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A si mismo el agotamiento del medio de cultivo fue evidente y proporcional al

numero de explantes sembrados, originando una competencia por los nutrientes que
al encontrarse en un sistema heterotrofico estabilizado, la cual se pudo eliminar al
adicionar mas medio de cultivo (Odum, 1984) y por ende un aumento en la
dosificacion del frasco a 20 ml donde originalmente se adicionaban 10 ml lo que fue

suficiente para eliminar la competencia.

Teniendo en cuenta los calculos realizados en trabajos de multiplicacion vegetativa
de la yuca por medio de otras técnicas de propagacion y partiendo de una planta
madre, utilizando el sistema tradicional se obtendrian alrededor de 900 estacas
comerciales por ano (Cock ef a/, 1976); utilizando retofos de estacas de dos yemas
se obtienen 36000 estacas comerciales por afio (Patefia ef a/, 1979), mediante
esquejes de una hoja-yema se obtienen 450000 estacas comerciales por afio (Roca et
al, 1980), utilizando estacas de dos nudos se producen 24000 estacas comerciales
por afio (Cock, 1990) y mediante hojas con yema axilar se obtendrian 300000
estacas comerciales por ano (Cock, 1990). Al utilizar para micropropagar la técnica
de segmentos nodales e iniciando con una estaca como planta madre podemos
obtener 1050000 a 4200000 plantas comercialmente por afio lo que resulta 3 a 9
veces mayor que el mejor de los métodos de multiplicacion anteriores, y si se
multiplica un ciclo mas obtendremos unas 16800000 plantas, lo que indica que esta
técnica se ajusta muy bien a un modelo de crecimiento exponencial, o sea, de la
forma ", donde x es el coeficiente de multiplicacion y y el numero de ciclos

multiplicados o a multiplicar, convirtiendose en un método muy eficiente y mejor
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que los métodos de multiplicacion anteriormente citados, ademas, con todas las

ventajas que le confiere el sistema de cultivo in vitro.

8.5 ETAPA DE TRANSFERENCIA

Los resultados de la evaluacion final de la etapa de transferencia o aclimatacion -

adaptacion de las plantas producidas en los frascos sellados con papel aluminio y

con cristaflex utilizando 0,01 mg/lt de ANA y 0,05 mg/lt de BAP, aparecen

expresados en el cuadro 17 y los porcentajes de sobrevivencia respectivos en el

cuadro 19.

Cuadro 17. Evaluacion final de la etapa de transferencia

TRATAMIENTOS PARAMETRO EVALUADO PROMEDIO
1 Numero de Nudos 1,7
ARE* / Aluminio Longitud de la Plantula 14
2 Numero de Nudos 1.3
ASE* / Aluminio Longitud de la Plantula 1,2
3 Numero de Nudos 1,7
TIE* / Aluminio Longitud de la Plantula 0,9
4 Numero de Nudos 1,0
ARE-ASE / Aluminio Longitud de la Plantula 1,1
5 Numero de Nudos 1,7
ARE-TIE / Aluminio Longitud de la Plantula 1.0
6 Numero de Nudos 1.5
ASE-TIE / Aluminio Longitud de la Plantula 1,1
7 Numero de Nudos 22
AR-AS-TIE / Aluminio Longitud de la Plantula 2,6
8 Numero de Nudos 2,0
ARE / Cristaflex Longitud de la Plantula 1,6
9 Numero de Nudos 22
ASE / Cristaflex Longitud de la Plantula 1,5
10 Numero de Nudos 2,0
TIE / Cristaflex Longitud de la Plantula 1,1
11 Numero de Nudos 2,0
ARE-ASE / Cristaflex Longitud de la Plantula 1,7
12 Numero de Nudos 2.3
ARE-TIE / Cristaflex Longitud de la Plantula 1,5
13 Numero de Nudos 2.7
ASE-TIE / Cristaflex Longitud de la Plantula 1.8
14 Numero de Nudos 30
AR-AS-TIE /Cristaflex Longitud de la Plantula 3,1

* ARE: Arena; ASE: Aserrin; TIE: Tierra. Nota / los valores promediados aparecen en el Anexo 37.
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Los valores anotados en el cuadro 17 corresponden a la diferencia entre los datos

tomados al inicio del experimento y los registrados después de 40 dias, cuando las
plantulas transferidas se encontraban en condiciones para ser transplantadas al lote

final.

Para una mejor compresion de los valores anotados en el cuadro 17, se muestran en

la Figura 28.
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Figura 28. Etapa de transferencia, plantas de 35 dias producidas con 0,01 mg/lt de
ANA y 0,05 mg/lt de BAP. En frascos sellados con papel aluminio y otros con
cristaflex. Transferidas a diferentes sustratos.

Al observar la figura 28, lo mas interesante es la respuesta de las plantas que

provienen de frascos sellados con cristaflex, no importando el sustrato, las cuales
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son superiores a las obtenidas en frascos sellados con papel aluminio. Se comprobo

que estas plantas vienen en condiciones mixotroficas y algunas autotroficas, de
acuerdo a las propiedades de permeabilidad del cristaflex, facilmente comprobadas,
al dejar un frasco con medio de cultivo, a los 30 dias se puede observar facilmente la
perdida de agua del medio ya a los 60 dias solo queda el agar en el fondo del frasco
con la planta con obvios signos de estrés hidrico y muerte; algo que no ocurre con
plantas ni1 el medio de cultivo en frascos sellados con papel aluminio, el cual no
permite un intercambio gaseoso. Analizando el comportamiento de las plantas en los
diferentes sustratos, se tiene que la respuestas es similar para ambos tipos de plantas
(sello de clistaflex o aluminio) en cualquiera de los diferentes sustratos utilizados.
La menor respuesta obtenida fue en los sustratos con arcilla pardoscura (tierra),
seguida de la combinacion con arena. En el sustrato compuesto por arena-aserrin-
arcilla pardoscura debido a la cantidad y variedad de nutrientes presentes en dicho
sustrato, se observa un mejor desarrollo de las plantas, sobresaliendo las producidas

en frascos sellados con cristaflex.

A continuacion se presenta las diferencias estadisticas entre los tratamientos para
cada una de las variables de la etapa de transferencia para la variedad de yuca

venezolana.
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Cuadro 18. Etapa de transferencia: Diferencias estadisticas entre tratamientos para
las variables: longitud de la planta y numero de nudos de la variedad de yuca
venezolana.

PROMEDIOS*
TRATAMIENTOS NUMERO DE NUDOS LONGITUD PLANTA
1 ARE* / Aluminio 1.66 CDE 1.40 B
2 ASE* / Aluminio 1.33 DE 1.15B
3 TIE* / Aluminio 1.66 CDE 0.86 B
4 ARE-ASE / Aluminio 1.00E 1.10 B
5 ARE-TIE / Aluminio 1.66 CDE 0.96 B
6 ASE-TIE / Aluminio 1.50 CDE 1.13 B
7 AR-AS-TIE / Aluminio 2.16 BCD 2.63 A
8 ARE / Cristaflex 2.00 BCD 1.61 B
9 ASE / Cristaflex 2.16 BCD 1.48 B
10 TIE / Cristaflex 2.16 BCD 1.05B
11 ARE-ASE / Cristaflex 2.00 BCD 1.65B
12 ARE-TIE / Cristaflex 2.33 ABC 146 B
13 ASE-TIE / Cristaflex 2.66 AB 1.75B
14 | AR-AS-TIE /Cristaflex 3.00 A 311 A
Cv 32.39% 47.13 %
LSD 0.728 0.828
Sx 0.258 0.293
o 0.05 0.05

*Promedios con letras iguales no son diferentes
*ARE: Arena; ASE: Aserrin; TIE: Tierra.

Las condiciones en que se realizo la experimentacion fueron controladas y similares
a las del campo final de siembra, por lo que se considera que los coeficientes de
variacion son altos. El analisis estadisticos de los promedios de tratamientos (anexos
38 al 41) indica que hubo diferencias estadisticas significativas, al nivel del 0.05
entre los tratamientos evaluados y para cada variable de estudio. En la etapa de
transferencia para la variedad de yuca venezolana el sustrato compuesto por aserrin-
arena-tierra pardoscura (1:1:1) para las plantas producidas con cristaflex es
estadisticamente diferente, al nivel del 0.05, siendo el mejor en el cual hubo el
mayor crecimiento de la planta 3,1 cm y mayor numero de nudos por planta 3, como

se puede observar en el cuadro 18 y figura 28.
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Todos los cultivos de tejidos vegetales producen COz2 durante la respiracion en sus

metabolismos y el crecimiento depende de que el gas se encuentre en cantidades
significativas para activar la maquinaria fotosintética de las células o los tejidos
(Grout y Donkin, 1987). La cantidad de fotosintesis que realiza una plantula o tejido
determina su condicion de mixotrofico o autotrofico, esto es particularmente
dependiente de la intensidad luminica aprovechable, la concentracion de COz2 dentro
del frasco de cultivo, la temperatura y la naturaleza del medio de cultivo (Grout y
Aston, 1978). Las respiracion de plantulas o brotes muchas veces causa elevacion
de las concentraciones de COz2 presentes en el frasco de cultivo lo cual causa una

inoperancia en el proceso fotosintético (De Proft er al, 1985; Fujiwara ef al., 1987).

Cuando los niveles de luz son insuficientes lleva a la fotosintesis a un punto de
descompensacion: al elevarse los niveles de CO2 que se acumulan en el frasco de
cultivo, debido a que la rata de respiracion excede a la fotosintética en frascos
sellados herméticamente con papel aluminio.(Hunter ez a/, 1986). El desarrollo de
las plantulas autotroficas es definitivamente posible, aunque la rata de fotosintesis es
muchas veces menor en comparacion con las plantas producidas iz vivo (Aoki y
Oda, 1988). Para ser posible el desarrollo de plantas mixotréficas y posteriormente
autotroficas se utilizo en los frascos de cultivo una tapa de cristaflex que permiti6 el
intercambio gaseoso (Kozai, 1989), a demas, se creo una ventaja adicional al

permitir el paso de luz, la cual no es obstruida debido a la transparencia del material.

8.5.1 Mortalidad de plantas en la etapa de transferencia — aclimatacion.
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Cuadro 19. Mortalidad de plantas en la etapa de transferencia
Sello del Total plantas Total plantas Mortalidad
Frasco transplantadas muertas (%)
Cristaflex 84 6 7,14
Papel aluminio 84 18 21,42

La representacion grafica de los resultados obtenidos en la evaluacion de la

mortalidad en la etapa de transferencia se encuentran en la Figura 29.
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Figura 29. Mortalidad de las plantas de yuca venezolana en la etapa de transferencia, de
acuerdo al sello del frasco donde fueron producidas

El porcentaje de mortalidad de las plantas provenientes de frascos sellados con
cristaflex fue tres veces menor (7.14%), con respecto al obtenido en plantas
producidas en frascos sellados con papel aluminio (21.42%) (Cuadro 19 y Figura
29). Lo que nos indico que en muchos casos los niveles de estomas producidos n

vitro son muy bajos, en los frascos sellados con papel aluminio, ademas son atipicos
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e incapaces de cerrarse en condiciones de humedad relativa bajas (Sutter y

Langhans, 1979); facilitando la entrada del CO2 y permitiendo la perdida de agua
debido a la transpiracion (Ville, 1988). Las plantas que han sido cultivadas en
frascos sellados con cristaflex desarrollaron todos los organos funcionales
necesarios para realizar la produccion de sus propios requerimientos nutricionales
y fisiologicos (Marin y Gella, 1987), se comprobo¢ al retirarse la cubierta de icopor a
20 plantas, a los 5 dias de haber hecho la transferencia, que no se presento ningun
tipo de estrés y la respuesta mejoro; a raiz de esto fueron transferidas 30 plantas, en
horas de la tarde, sin la utilizacion de la cubierta de icopor obteniendo una excelente
respuesta, sin muestra de estrés y con una sobrevivencia total. Mientras tanto las
plantas producidas en frascos con sello de papel aluminio (esencialmente se
mantuvieron con humedad relativa alta, durante las tres semanas siguientes al
transplante, realizando riegos continuos, con la utilizacion de la micro camara de
vasos de icopor (Figura 6) vy haciéndole orificios en el vaso cobertor) cuando
experimentaron déficit hidrico, este se manifesto como marchitamiento de los
tejidos mas tiernos del tallo hacia abajo, afectando el desarrollo de los tejidos y
desequilibrando todas las funciones bioquimicas y fisicoquimicas de la planta lo
cual concuerda con Slatyer, 1973. En este periodo se logro el proposito de que las
plantas desarrollaron raices nuevas (Figura 13) y brotes, lo que facilito la
realizacion de las evaluaciones de los sustratos utilizados y del desarrollo de las
plantulas. Al transferir la planta generada del medio aséptico de cultivo al ambiente
de vida natural en invernadero, se paso por un periodo de aclimatacion donde se

volvieron totalmente autotrofas al desarrollar raices, brotes funcionales y aumento
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de la resistencia a la desecacion y al ataque de organismos patogenos de acuerdo con

las observaciones de Hartmann y Kester, 1987.

La yuca presenta una gran adaptabilidad a las condiciones in vivo, lo cual se debe en
gran parte a la capacidad fotosintética de las hojas. Donde generalmente las plantas
tienen dos tipos diferentes de sistemas fotosintéticos designados como senderos C3 6
C4, la yuca es la unica especie cultivada conocida que no es estrictamente una planta
C3 6 Ca. Es, en cambio, desde el punto de vista fisiologico, una especie intermedia
por que tiene el sistema de carboxilasa PEP  pero sin la anatomia Kranz..
Particularmente bajo estrés ambiental, el sistema enzimatico de por si da una tasa
fotosintética mayor que la que se esperaria de una especie tipica C3. La forma
eficiente en que la yuca utiliza el agua contribuye a su adaptabilidad, dicha
capacidad es alta comparada con la de otros cultivos. A esto se anade su eficiente
sistema de carboxilasa PEP y la respuesta de sus estomas a la humedad del aire, la

cual transpira menos que otros cultivos (CIAT, 1988).

A demas se hace evidente la habilidad inherente que tiene la planta para resistir o
tolerar factores de estrés, dejando en claro que las variedades cultivadas se
encuentran adaptadas a las areas donde evolucionaron y a las condiciones,

similares, donde se han establecido para aprovechar todo este gran potencial (CIAT,

1982).
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En la siguiente figura 30. podemos apreciar el desarrollo de las plantas transferidas

en el sustrato compuesto por arena-aserrin-arcilla pardo oscura. Durante un periodo

de 24 dias tiempo en el cual se adaptan a las condiciones externas.
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En la siguiente figura 30. podemos apreciar el desarrollo de las plantas transferidas

en el sustrato compuesto por arena-aserrin-arcilla pardo oscura. Durante un periodo

de 24 dias tiempo en el cual se adaptan a las condiciones externas.

a. Tamario al momento del transplante b. 12 dias después del transplante

¢. 24 dias después del transplantada

Figura 30. Crecimiento de las plantas en el sustrato arena-aserrin-arcilla pardo oscura.
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Figura 31. Plantas

ja. Raices con sustrato.
b. Raices sin sustrato. Figura 32. Raices de yuca formadas en plantas de 45 dias en
adaptacion.
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9. CONCLUSIONES

La concentracion de 2% de hipoclorito de sodio por 20 minutos elimino
todos los microorganismos contaminantes exogenos de los explantes y

genero un dafio minimo a estos.

Con la combinacion de 0,01 mg/lt de ANA y 0,05 mg/lt de BAP, se logro la
mejor y mas apropiada respuesta en la etapa del establecimiento del cultivo

in viiro de la variedad de yuca venezolana.

Con la combinacion de 0,01 mg/lt de ANA y 0,05 mg/lt de BAP, se logro la
mejor y mas apropiada respuesta en la etapa de multiplicacion de plantas

viiro de la variedad de yuca venezolana.

Dada las caracteristicas de las vitroplantas obtenidas en la etapa de
multiplicacion, en cuanto a raices producidas, no se hizo necesario transferir
a éstas a un medio especifico para favorecer el enraizamiento, minimizando

costos de produccion y tiempo de propagacion.
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Debido al volumen del frasco utilizado para el cultivo, se pudieron introducir

de 5 a 7 explantes para masificar asi el cultivo y optimizar el espacio
disponible, obteniéndose una buena respuesta respecto al cultivo de explantes

individuales de yuca.

El papel aluminio favorecio el aumento de la concentracion de CO:2 dentro
del frasco de cultivo lo que acelero el crecimiento de las brotes, ideal para ser

utilizado en la etapa de establecimiento

El cristaflex favorecio el intercambio gaseoso dentro del frasco, lo que le
permitié a la planta de yuca obtener la concentracion optima de COz2 para su
proceso fotosintético; propiciando que la planta se transforme de mixotrofica
a autotrofica, ideal para ser utilizado en la etapa de multiplicacion-
enraizamiento, mejorando asi, la condicion de la epidermis, mas gruesa y

cerosa facilitando la supervivencia en la etapa de transplante.

El desarrollo de los explantes, i vitro, se ajusta a un modelo de crecimiento

lineal, de la formay = mx + b.

De la gran adaptabilidad de la yuca y su habilidad inherente de resistir o
tolerar factores de estrés permite que los requerimientos para una etapa de

transferencia sean minimos.
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Las plantas de yuca obtenidas en frascos sellados con cristaflex mostraron hojas

mas convenientes, expandidas y fuertes, proporcionando un mayor porcentaje de
sobrevivencia en relacion con las obtenidas en frascos sellados con papel

aluminio.

El mejor sustrato donde se adaptaron y respondieron las plantas de yuca

transferidas fue el compuesto por arena, arcilla pardoscura y aserrin (1:1:1).

El método de micropropagacion, mediante la utilizacion de segmentos nodales
de yuca, se ajusta a un modelo de crecimiento exponencial de la forma x’, donde
x es el coeficiente de multiplicacién y y el numero de ciclos multiplicados o a

multiplicar.

De acuerdo a las consideraciones anteriores, desde la recepcion del material de
yuca a propagar, por ejemplo 10 estacas como plantas madres, y utilizando la
técnica de segmentos nodales, en un minimo de 80 dias se pueden obtener en
promedio 400 plantas listas para ser transplantadas al campo o finca de los

productores de yuca.

Al utilizar, para micropropagar, la técnica de segmentos nodales de yuca e
iniciando con una estaca como planta madre podemos obtener 1050000 a
4200000 plantas comercialmente por afio y si se multiplica un ciclo mas
obtendremos unas 16800000 plantas, siendo mas eficiente y mejor que otros

métodos de multiplicacion.
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10. RECOMENDACIONES

1. Al iniciar el sistema de produccion masiva, partir de plantas madres de yuca
fitopatoldégicamente sanas, o regenerarlas a partir del cultivo de meristemos y
termoterapia para eliminar la posible contaminacion endogena que pudiese tener el

material a propagar.

2. Cosechar maximo tres veces los brotes regenerados de una misma planta madre de
yuca, por que de ahi en adelante va mermando la capacidad de los explantes a

responder a las concentraciones hormonales determinadas inicialmente.

3. Hacer estudios mas rigurosos de los requerimientos de las plantas producidas por la
técnica de segmentos nodales, para mejorar la adaptacién - aclimatacién y

sobrevivencia en la etapa de transferencia correspondiente.

4. Al transferir la plantas a condiciones in vivo, hacerlo en horas de la tarde, debido a
que las condiciones ambientales en estas horas son mas favorables y el cambio es
menos brusco. Con esto se minimiza el impacto del sol al momento de la

transferencia,.

5. Realizar el seguimiento, evaluacion del rendimiento y productividad de las plantas
producidas mediante la técnica segmentos nodales, en el campo o finca de los

productores de yuca.
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Anexo 1. Formato de evaluacion para la etapa de establecimiento y

multiplicacion.

MICROPROPAGACION DE YUCA

RAFAEL E. ORTEGA O - DAVID ALVAREZ B.
EVALUACION ETAPA DE ESTABLECIMIENTO Y MULTIPLICACION-

ENRAIZAMIENTO

Yuca (Manihct esculenta

B2

B10

Bl11| B12 | B/F Tabla Namero:

crantz) H B H H H H
Variedad Venezolana. 3 4 5 9 7 8
Codigo:
Tratamiento: 1| Fecha:
F. Subcultivo: 2 | Hora:
F. Transferencia: _
F. Control: 3 | Firma:

4 | Total Promedio
TRATAM. | Contaminacion
Nivel de callo

Num. de nudos

ANA

Long. Plantula

BAP

Num. de raices

TRATAM.

Contaminacion

Nivel de callo

Num. de nudos

ANA

Long. Plantula

BAP

Num. de raices

TRATAM.

Contaminacion

Nivel de callo

Num. de nudos

ANA

Long. Plantula

BAP

Num. de raices

TRATAM.

Contaminacion

Nivel de callo

Num. de nudos

ANA

Long. Plantula

BAP

Num. de raices

OBSERVACIONES:

DISENO: Rafael E. Ortega O.




Anexo 2. Formato de evaluacion para la etapa de transferencia.

MICROPROPAGACION DE YUCA

RAFAEL E. ORTEGA O - DAVID ALVAREZ B.
EVALUACION DE LA ETAPA DE TRANSFERENCIA

126

Yuca (Manifict esculenta crantz)
Variedad Venezolana.

Codigo:
Tratamiento:

F. Subcultivo:

F. Transferencia:

Bl

B2

B3

B4

BS

B6

B7

B8

B9 | B10 | B11 | B12 | B13 | B14 | B15

F. Control:

Contaminacion

Tipo de Sustrato.

Numero de hojas

Longitud de la plantula

Contaminacion

Tipo de Sustrato.

Numero de hojas

Longitud de la plantula

Contaminacion

Tipo de Sustrato.

Numero de hojas

Longitud de la plantula

Contaminacion

Tipo de Sustrato.

Numero de hojas

Longitud de la plantula

Contaminacion

Tipo de Sustrato.

Numero de hojas

Longitud de la plantula

Contaminacion

Tipo de Sustrato.

Numero de hojas

Longitud de la plantula

OBSERVACIONES:

DISENO: Rafael E. Ortega O.
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ANEXOS DE LA ETAPA DESINFECCION

Anexo 3. Resultados de la evaluacion final de la etapa de desinfeccion

REPETICIONES Prom|Efecti|
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REPETICIONES

TRATAMIENTOS 1| 2 [3] 4|56 |7] 8 ] 9 |10]edio] %
10 Minutos | 2 3 [ 2] 3 1 4 | 3| 2 3 |3 26/ 65

1% NaOCl | 15Minutos | 4 3 11 3 3 314 3 4 |3 311775
20Minutos | 4 | 4 | 4| 3 3 2 |3 3 3 04 ]33(825

10 Minutos | 4 3 [ 3] 2 4 4 | 3| 4 4 14 1]35(875

2% NaOCl | 15Minutos | 4 4 | 3| 4 2 4 | 4] 4 4 | 4 371925
20Minutos | 4 | 4 | 4 | 4 4 4 | 4| 4 4 | 4140100

ANEXO 4. Analisis de varianza de la etapa de desinfeccion.

Titulo: ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Funcidén: ANOVA-1
Datos casos no.

1 a 60
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variable de grupo para calcular la ANOVAl (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 6.

Variable 2 (EXPLANTES DESINFECTADOS)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANTZA

Grados de Suma de Media de
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 5 11.933 2.387 4,957
0.0008
Con 54 26.000 0.481
Total 59 37.933
Coeficiente de Variacidén = 20.61%
Var. VARIABLE No. 2 Explantes desinfectados
1 Nume ro Suma Promedio 3D SE
1 10.00 26.000 2.600 0.84 0.22
2 10.00 31.000 3.100 0.88 0.22
3 10.00 33.000 3.300 0.67 0.22
4 10.00 35.000 3.500 0.71 0.22
5 10.00 37.000 3.700 0.67 0.22
6 10.00 40.000 4.000 0.00 0.22
Total 60.00 202.000 3.367 0.80 0.10
Con 0.69

Chi-cuadrado = 106.136
Numero de grados de libertad = 5
Significancia aproximada = 0.000
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ANEXO 5. Prueba de rango multiple de DUNCAN para la etapa de desinfeccion.

Titulo : ETAPA DE DESINFECION

Casos Ranqueo : 61 - 66
Variable 2 : EXPLANTES DESINFECTADOS
Funccidén : RANQUEO

Error de Cuadrados Medios = 0.481
Error Grados de Libertad = 5
No. de observaciones para calcular la media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LsSD valorado = 2.560

s = 0.7041 con alfa = 0.050
X
Orden Original Orden Rangqueo

Mean 1 = 2.600 A Mean 6 = 4,000 A
Mean 2 = 3.100 A Mean 5 = 3.700 A
Mean 3 = 3.300 A Mean 4 = 3.500 A
Mean 4 = 3.500 A Mean 3 = 3.300 A
Mean 5 = 3.700 A Mean 2 = 3.100 A
Mean 6 = 4.000 A Mean 1 = 2.600 A
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ANEXOS DE LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

ANEXO 6. Resultados de la evaluacion final en la etapa de establecimiento.



TRATAMIENTO | PARAMETRO REPETICION PROM
EVALUADO 12|34 |5|6|7|8]9]|10]|EDIO

1 Nivel de Callo Oo|lo0lO0|O0O]O]|]O]O]|]O]O]O 0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 313 (4513533314 3,6
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula (2,517 [16(42 [36(|42(3,6(2,1(2,0(50 3,1
Numero de Raices 21010 |3 [2]2]1]0]3]|3 1.6
2 Nivel de Callo Ol 100|001 1 1|0 0.4
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 |3 4 |3 4 14 (4|3 3| 4 3.6
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 5,324 (1,713,122 |22(2,7]16(23 3.1 2,7
Numero de Raices 0|03 1 1 ({210 ]|1]3]0 1.1
3 Nivel de Callo 0101 1 10|01 |0]|O 0.4
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3144|5644 3 3| 4 40
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula |33 |44 5,134 (60 |48(28(3,0(3,1(29 3,9
Numero de Raices 0|0 ]| 0] 3 1|2 2 1|0 1.2
4 Nivel de Callo 1|00 OO0 ]|1]|]O0]1]0O 0,3
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 |3 4 14 |3 3 513 4 |3 3.6
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 4,7 {325,523 (3.0(3.0(60(3,0(3,0(24 3,6
Numero de Raices 1 ({31210 12 (3]0 1|2 1,5
5 Nivel de Callo o|1(o0lO0]O|1]|0O0]|]1]O0]T1 0.4
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 31414 1]4 |3 4 14 |3 3| 4 3.6
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 2,7 3,0 (4328 (2,5|34 (3427|3138 3.2
Numero de Raices O(4 |2 (32013 ]2]2 1.9
6 Nivel de Callo 1|01 0[O0 |O]O0]|O0]|2]1 0,5
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 4 14 |3 3 315143 35
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 2,0 {32 (3,822 (44 |38|18(45(3,0(20 3,1
Numero de Raices 1|3 1 1 |3 (3 (3|6 ]1]2 2.4
7 Nivel de Callo 1|00 OO0 ]O0]|O0]O0]O 0,1
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 |4 |55 |4 |5|5|5]|6 |4 47
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 3,262 (4048 |40 |38(41(38(49(40| 43
Numero de Raices 202 31233231413 27
8 Nivel de Callo 2 |1 1 {0 |1]0]2]1 1 0 0,9
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 |3 314 |3 4 14 |3 2 |3 33
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,2 3,0 (3,5]|3,0(3.8(20(24(28(3,0]2,1 2.8
Numero de Raices O|1 |23 1 (201 1|2 1.3




133

ANEXO 7. Resultados de la evaluacion final en la etapa de establecimiento.

(continuacion)

TRATAMIENTO | PARAMETRO REPETICION PROM
EVALUADO 1[2[3|4|5|6[7][8]9]10]EDIO

9 Nivel de Callo 1 1 1 1221 1 1|2 1.3

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 2 14|43 4 | 4| 4 3 3|4 35

0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 1,7 2,1 {24 (3,5(2,3(43(2,7[16|30(27| 26

Numero de Raices 3121|145 1|3 1 |23 2.6

10 Nivel de Callo 1 1001|210 ]0]1 0,7

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 14 |5 |4 4 4 |33 3.7

0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 4,6 {32 (3,5|42 (3.8 (42(3,5(40 (3,2]3.,1 3,7

Numero de Raices 0O(4|01]0]3 1 3 1] 2 1.6

11 Nivel de Callo 2 |1 1 (212 |1]1 1 (2|2 1,5

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 513 4 14 |5 3| 4 51413 40

0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 4,7 2,1 (2,5(3,1 |40 (43(53(28 3430 3,5

Numero de Raices 4 | 3 1 3 15| 3 301212 28

12 Nivel de Callo 2|1 (21|23 ]|1]2]3]1 1.8

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 4 |3 4 |3 3 3 3|4 33

0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula (2,0 3,0 (2,117 (22 (19(20(10(20(19| 20

Numero de Raices 1 1[0 ]2 1 1 0 1|1 038

13 Nivel de Callo 2 |1 1 0|1 1 (10|23 1,2

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 513 4 |3 4 | 4|3 4 | 4|5 3.9

0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula (4,518 (3,0(23(20(18|1,7 (34 |3.8(55 3,0

Numero de Raices 3103|3203 |4]|3]4 2,5

14 Nivel de Callo 2 |1 1 (2101|012 1 (21 1,2

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 (3134|413 |43 ]2]|4 34

0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 4,832 (3,020 (1,8(22(23(3,0(1,7]3.,1 2,7

Numero de Raices 314132 10|23 ]2]3 23

15 Nivel de Callo 3121213213 12|12 2.1

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 31443 3 3| 4 3 21 4 33

0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula |2,5(3,5(2,5]|22(35(24(12(40 (28]3.1 2.8

Numero de Raices 210|310 1|12 (2|3 [3]1 1,7

16 Nivel de Callo 212 (3|3 (32321213 2.5

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 14 |54 4|43 5 3|4 40

0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 2,0 2,0 [4,0]6,0 |40 (243,733 (3,040 34

Numero de Raices 20510103211 2 1112 1.8
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ANEXO 8. Seguimiento tratamiento 7 (0,01 mg/it ANAy 0.05 mg/lt BAP) durante
16 dias en la etapa de establecimiento.

DIAS PARAMETRO REPETICION PROM
EVALUADO 1]2[3]4]5]6] 7 [8]9]10]EDIO
Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 Numero de Nudos 1 (2|3 3022 1 2 3 1 2
Longitud de Plantula 03]06[0710]08[03]04]05][07]|04]| 06
Numero de Raices O[O0 0]0|0]O0 0 0 010 0.0
Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
10 Numero de Nudos 3 3 4 4 3 3 2 3 4 2 3.1
Longitud de Plantula 09| 3 (1836282 | 1,1 |13 31|21 22
Numero de Raices 210 1|2 1 1 1 2 312 1,5
Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,1
13 Numero de Nudos 3 4 4 5 4 4 4 4 5 3 40
Longitud de Plantula 19(50]1840(38(3.6/(32 (30 40|34 34
Numero de Raices 201012222 1 3 4 |3 2.1
Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0,1
16 Numero de Nudos 4 4 5 5 5 4 5 5 6 4 4.6
Longitud de Plantula 32162(38(40(48[40( 4,1 |38 [49[40]| 43
Numero de Raices 212|312 (3]|3 2 3 4 13 27
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Anexo 9. Analisis de varianza del nivel de callo en la etapa de
establecimiento.

Titulo: ETAPA DE ESTABLECIMIENTO
Funcidén: ANOVA-1
Datos Casos no. 1 a 160

variable de grupo para calcular la ANOVAl (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 5 (NIVEL DE CALLO)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 15 80.375 5.358 13.928
0.0000
Con 144 55.400 0.385
Total 159 135.775
Coeficiente de Variacidn = 64.44%
Var. VARIABTLE No. 5 Nivel de callo
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 10.00 0.000 0.000 0.12 0.20
2 10.00 4.000 0.400 0.52 0.20
3 10.00 4.000 0.400 0.52 0.20
4 10.00 3.000 0.300 0.48 0.20
5 10.00 4.000 0.400 0.52 0.20
6 10.00 5.000 0.500 0.71 0.20
7 10.00 1.000 0.100 0.32 0.20
8 10.00 9.000 0.900 0.74 0.20
9 10.00 13.000 1.300 0.48 0.20
10 10.00 7.000 0.700 0.67 0.20
11 10.00 15.000 1.500 0.53 0.20
12 10.00 18.000 1.800 0.79 0.20
13 10.00 12.000 1.200 0.92 0.20
14 10.00 12.000 1.200 0.79 0.20
15 10.00 21.000 2.100 0.74 0.20
16 10.00 25.000 2.500 0.53 0.20
Total 160.00 154.000 0.963 0.92 0.07
Con 0.62

Chi-Cuadrados = 22.276
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0.000
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Anexo 10. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el nivel de callo en la
etapa de establecimiento.

Titulo : ETAPA DE ESTABLECIMIENPARA

Casos Ranqueo : 209 - 224
Variable 5 : NIVEL DE CALLO
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media = 0.3850
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.5485

s = 0.1962 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 0.1000 G Media 16 = 2.500 A
Media 2 = 0.4000 FG Media 15 = 2.100 AB
Media 3 = 0.4000 FG Media 12 = 1.800 BC
Media 4 = 0.3000 FG Media 11 = 1.500 CD
Media 5 = 0.4000 FG Media 9 = 1.300 CDE
Media 6 = 0.5000 FG Media 14 = 1.200 DE
Media 7= 0.1000 G Media 13 = 1.200 CDE
Media 8 = 0.9000 DEF Media 8 = 0.9000 DEF
Media 9 = 1.300 CDE Media 10 = 0.7000 EFG
Media 10 = 0.7000 EFG Media 6 = 0.5000 FG
Media 11 = 1.500 CD Media 5 = 0.4000 FG
Media 12 = 1.800 BC Media 3 = 0.4000 FG
Media 13 = 1.200 CDE Media 2 = 0.4000 FG
Media 14 = 1.200 DE Media 4 = 0.3000 FG
Media 15 = 2.100 AB Media 1 = 0.1000 G
Media 16 = 2.500 A Media 7= 0.1000 G



137
Anexo 11. Analisis de varianza de la longitud de la planta en la etapa de
establecimiento.

Titulo: ETAPA DE ESTABLECIMIENPARA

Funcién: ANOVA-1

Datos Casos no. 1 para 160

Variable de grupo para calcular la ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 3 (LONGITUD DE LA PLANTA)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media

Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado Prob.
Entre 15 51. 632 3. 442 3. 707 0. 0000
Con 144 133. 708 0. 929
Total 159 185. 340

Coeficiente de Variacién = 30. 35%

Var. VARIABLE No. 3 Longitud de la planta
1 Ndmero Suma Promedio Sh SE
1 10. 00 30. 500 3. 050 1.21 0. 30
2 10. 00 26. 600 2. 660 1. 06 0. 30
3 10. 00 38. 800 3. 880 1. 11 0. 30
4 10. 00 36. 500 3. 650 1.29 0. 30
b 10. 00 31. 700 3. 170 0. b6 0. 30
6 10. 00 30. 700 3.070 1.03 0. 30
7 10. 00 44, 800 4, 480 0. 98 0. 30
8 10. 00 27. 800 2. 780 0. 60 0. 30
9 10. 00 26. 300 2. 630 0. 82 0. 30
10 10. 00 37. 300 3. 730 0.51 0. 30
11 10. 00 3b. 200 3.520 1. 02 0. 30
12 10. 00 20. 800 2. 080 0. b7 0. 30
13 10. 00 29. 800 2. 980 1.31 0. 30
14 10. 00 27. 100 2.710 0.93 0. 30
15 10. 00 29. 700 2.970 0. 59 0. 30
16 10. 00 34. 400 3. 440 1. 20 0. 30
Total 160. 00 508. 000 3. 175 1.08 0. 09
Con 0. 96

Bartlett’ s test

Chi-Cuadrados = 24. 989
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0. 000
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Anexo 12. Prueba de rango multiple de DUNCAN para la longitud de la planta
en la etapa de establecimiento

Titulo : ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Casos Ranqueo : 177 - 192
Variable 3 : LONGITUD DE LA PLANTA
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media = 0.9290
Error Grados de Libertad 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.8520

s = 0.304s8 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 3.050 BCDE Media 7= 4.480 A
Media 2 = 2.660 DE Media 3 = 3.880 AB
Media 3 = 3.880 AB Media 10 = 3.730 ABC
Media 4 = 3.650 ABCD Media 4 = 3.650 ABCD
Media 5 = 3.170 BCD Media 11 = 3.520 BCD
Media 6 = 3.070 BCDE Media 16 = 3.440 BCD
Media 7= 4.480 A Media 5 = 3.170 BCD
Media 8 = 2.780 CDE Media 6 = 3.070 BCDE
Media 9 = 2.630 DE Media 1 = 3.050 BCDE
Media 10 = 3.730 ABC Media 13 = 2.980 BCDE
Media 11 = 3.520 BCD Media 15 = 2.970 BCDE
Media 12 = 2.080 E Media 8 = 2.780 CDE
Media 13 = 2.980 BCDE Media 14 = 2.710 DE
Media 14 = 2.710 DE Media 2 = 2.660 DE
Media 15 = 2.970 BCDE Media 9 = 2.630 DE
Media 16 = 3.440 BCD Media 12 = 2.080 E



139
Anexo 13. Analisis de varianza para el numero de nudos en la etapa de
establecimiento.

Titulo: ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Funcidén: ANOVA-1

Datos Casos no. 1 para 160

variable de grupo para aplicar la ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 2 (NUMERO DE NUDOS)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 15 19.975 1.332 2.724
0.0011
Con 144 70.400 0.489
Total 159 90.375
Coeficiente de Variacidn = 18.96%
Var. VARIABILE No. 2 numero de nudos
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 10.00 36.000 3.600 0.84 0.22
2 10.00 36.000 3.600 0.52 0.22
3 10.00 40.000 4.000 0.94 0.22
4 10.00 36.000 3.600 0.70 0.22
5 10.00 36.000 3.600 0.52 0.22
6 10.00 35.000 3.500 0.71 0.22
7 10.00 47.000 4.700 0.67 0.22
8 10.00 33.000 3.300 0.67 0.22
9 10.00 35.000 3.500 0.71 0.22
10 10.00 37.000 3.700 0.67 0.22
11 10.00 40.000 4.000 0.82 0.22
12 10.00 33.000 3.300 0.48 0.22
13 10.00 39.000 3.900 0.74 0.22
14 10.00 34.000 3.400 0.70 0.22
15 10.00 33.000 3.300 0.67 0.22
16 10.00 40.000 4.000 0.67 0.22
Total 160.00 590.000 3.688 0.75 0.006
Con 0.70

Chi-Cuadrados = 7.745
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0.952
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Anexo 14. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el numero de nudos en
la etapa de establecimiento

Titulo : ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Casos Ranqueo : 161 - 176
Variable 2 : NUDOS
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media 0.4890
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.6181

s = 0.2211 con alfa = 0.050
b4
Orden Original Orden Rangqueo

Media 1 = 3.600 B Media 7 = 4.700 A
Media 2 = 3.600 B Media 16 = 4.000 B
Media 3 = 4.000 B Media 3 = 4.000 B
Media 4 = 3.600 B Media 11 = 4.000 B
Media 5 = 3.600 B Media 13 = 3.900 B
Media 6 = 3.500 B Media 10 = 3.700 B
Media 7= 4.700 A Media 2 = 3.600 B
Media 8 = 3.300 B Media 4 = 3.600 B
Media 9 = 3.500 B Media 1= 3.600 B
Media 10 = 3.700 B Media 5 = 3.600 B
Media 11 = 4.000 B Media 6 = 3.500 B
Media 12 = 3.300 B Media 9 = 3.500 B
Media 13 = 3.900 B Media 14 = 3.400 B
Media 14 = 3.400 B Media 12 = 3.300 B
Media 15 = 3.300 B Media 15 = 3.300 B
Media 16 = 4.000 B Media 8 = 3.300 B
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Anexo 15. Analisis de varianza del numero de raices en la etapa de
establecimiento.

Titulo: ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Funcién: ANOVA-1

Datos de Casos no. 1 a 160

Variable de grupo para aplicar la ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 4 ( NUMERO DE RAICES)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media

Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado Prob.
Entre 15 57.775 3. 862 2. 626 0. 0016
Con 144 211. 200 1. 467
Total 159 268. 975

Coeficiente de Variacién = 65. 02%

Var. VARIABLE No. 4 numero de raices
1 Ndmero Suma Promedio SD SE
1 10. 00 16. 000 1. 600 1. 26 0. 38
2 10. 00 11. 000 1. 100 1. 20 0. 38
3 10. 00 12. 000 1. 200 1. 23 0. 38
4 10. 00 15. 000 1. 500 1. 08 0. 38
5 10. 00 19. 000 1. 900 1. 29 0. 38
6 10. 00 24, 000 2. 400 1. 58 0. 38
7 10. 00 27. 000 2. 700 0. 67 0. 38
8 10. 00 13. 000 1. 300 0. 95 0. 38
9 10. 00 26. 000 2. 600 1. 26 0. 38
10 10. 00 16. 000 1. 600 1.43 0. 38
11 10. 00 28. 000 2. 800 1. 14 0. 38
12 10. 00 8. 000 0. 800 0. 63 0. 38
13 10. 00 25. 000 2. 500 1.43 0. 38
14 10. 00 23. 000 2. 300 1.16 0. 38
15 10. 00 17. 000 1. 700 1.16 0. 38
16 10. 00 18. 000 1. 800 1.48 0. 38
Total 160. 00 298. 000 1. 863 1. 30 0. 10
Con 1.21

Bartlett’ s test

Chi-Cuadrados = 13. 795
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0. 560
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Anexo 16. Prueba de rango multiple d¢e DUNCAN para el numero de raices en
la etapa de establecimiento

Titulo : ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

Casos de Ranqueo : 193 - 208
Variable 4 : NUMERO DE RAICES
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media = 1.467
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LsSD valorado = 1.071

s = 0.3830 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Rangqueo
Media 1 = 1.600 ABCDEF Media 11 = 2.800 A
Media 2 = 1.100 EF Media 7= 2.700 AB
Media 3 = 1.200 DEF Media 9 = 2.600 AB
Media 4 = 1.500 BCDEF Media 13 = 2.500 ABC
Media 5 = 1.900 ABCDEF Media 6 = 2.400 ABCD
Media 6 = 2.400 ABCD Media 14 = 2.300 ABCDE
Media 7= 2.700 AB Media 5 = 1.900 ABCDEF
Media 8 = 1.300 CDEF Media 16 = 1.800 ABCDEF
Media 9 = 2.600 AB Media 15 = 1.700 ABCDEF
Media 10 = 1.600 ABCDEF Media 10 = 1.600 ABCDEF
Media 11 = 2.800 A Media 1 = 1.600 ABCDEF
Media 12 = 0.8000 F Media 4 = 1.500 BCDEF
Media 13 = 2.500 ABC Media 8 = 1.300 CDEF
Media 14 = 2.300 ABCDE Media 3 = 1.200 DEF
Media 15 = 1.700 ABCDEF Media 2 = 1.100 EF
Media 16 = 1.800 ABCDEF Media 12 = 0.8000 F
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ANEXOS ETAPA DE MULTIPLICACION

Anexo 17. Resultados finales de la evaluacion de la etapa de multiplicacion.



TRATAMIENTO | PARAMETRO UNIDAD EXPERIMETAL PROM
EVALUADO 1234|567 ]|8]9]10]EDIO

1 Nivel de Callo Oo|lo0lO0|O]O]|]O]O]O|O0]O 0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 313 (223234213 2,7
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 1,7 |16 (1,8 | 1,7 |1,7 (1,712,727 [1,7(20 1.9
Numero de Raices 1 (2121212 2|3 |2]1 1.8
2 Nivel de Callo o|lololO0O|O]|]O]O]O]|O]|O 0,0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 4 1 4|3 4 1 4|3 3|4 35
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 3,0 {3,0 ({2,520 |16 (40(25|1,7 [{20(26| 25
Numero de Raices 3122 1 1 1|3 1 {32 1.9
3 Nivel de Callo o|lololO0O|O]|]O]O]O]|O]|O 0,0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 314144443 4 |43 3.7
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula [2,0 {30 ({2,5|15(3,0(40(20(22[19(20| 24
Numero de Raices 202121231232 |3]2 23
4 Nivel de Callo o|lololO0O|O]|]O]O]O]|O]|O 0,0
0,0 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 4 14|44 ]3 4 [ 4] 3 3.6
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula (3219 (20(40(2,5(25(2,0(22 [18(20| 24
Numero de Raices 1 1 1 1 1 1 ]2 1 121 1.2
5 Nivel de Callo 010 0 0] 0 0.0
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 314 |3 4 |3 3 3 3 3|4 33
0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula (2,0 (2,1 |(16|1,7[2,5(22 (2116|1816 1.9
Numero de Raices 1 1 {3 |2 ]|1]2]|3 3 1|2 1.9
6 Nivel de Callo o|lofo|lO0O]1|0O0]O0]O0]|0]1 0,2
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 314 |3 4 |3 4 13 3 3|4 34
0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula (22 (40 (22|18 (2,1 |16|1,7[20 (21(24| 22
Numero de Raices 3143|2213 1|3 ]2 3 2,6
7 Nivel de Callo o|lolo0olO0O|O0O]O]O]O]|O]|O 0,0
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 5154|514 |5 |54 15|14 4.6
0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 3,0 {45 (40|43 (3.6 (3.5(33(2,7 [40(32 3,6
Numero de Raices 314|342 |4|4]3]|3]3 33
8 Nivel de Callo 2133 (32233 |[3]2 2,6
0,01 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 3 3 3 4 13 3 313 3.1
0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula (24 (2619|1420 (1,7[19(18 (29(20| 2.1
Numero de Raices 2011011 1|10 |1 1 (0|1 0.8
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(Continuacién)

TRATAMIENTO | PARAMETRO REPETICION PROM
EVALUADO 1[2]3[4[5][6[7]8][9]10]EDIO

9 Nivel de Callo o|lolo0olO0O|O0O]O]O]O]|O]|O 0,0

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 3 4 |3 3 214 |43 32

0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula (2,324 (20|18 (20(1,7(25(3,0 (2823 23

Numero de Raices 3121123 2 1 |3 | 4 2.6

10 Nivel de Callo 1|1 |1|0]1 101|210 0.8

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 |3 3 4 |3 3 3 4 |3 33

0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,0 {3,5(2,0(3,1(3,0(40(20(35(25(27| 28

Numero de Raices 4 |4 |33 |4 |34 |3 3|4 3.5

11 Nivel de Callo 1|1 (2|2 (222 ]|1/|2]1 1,6

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 3143 4 |3 4 13 3 514 3.6

0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula |34 (25(2,7(27(33(3.0(20(21(24(30| 27

Numero de Raices 314 |34 |4]4]|3 3 13| 3 3.4

12 Nivel de Callo 21212313323 |[3]2 2.5

0,03 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 4 13|43 212 3] 4 3.1

0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,0 (3,0 (2,1|1,7(22(30(23(27(20[19| 23

Numero de Raices 1 110|210 1 1 1 1|1 09

13 Nivel de Callo 0O|l0 0|00 0|1]0 0,2

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 3 3 3 4 14 |3 4 13 4 |3 34

0,0 mg/lt BAP Longitud de Plantula [2,5(2,0(23(20(4,0(20(3,0(22(22(20| 24

Numero de Raices 4 | 3|3 4 |4 |4 |4 |33 3.5

14 Nivel de Callo 1|10 11010 [0]O0 0,5

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 4 (4 1314|3334 |44 3,6

0,02 mg/lt BAP Longitud de Plantula | 3,038 (3,3]|3,0(2,5(3,1(401(2,7(3,0(3.,1 3.2

Numero de Raices 3| 5|4 (4|33 |44 |44 3.8

15 Nivel de Callo 2112|213 112121 1,7

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 213 3 3 3 3 3 3 4 |3 3.0

0,05 mg/lt BAP Longitud de Plantula 2,0 {2,5(3,5(25(2,2(3,5(2,0(32 (40(20| 27

Numero de Raices 4 | 3|33 |3 ]21]3 3 1412 3.0

16 Nivel de Callo 313|332 3(2]3]|3]3 2.8

0,05 mg/lt ANA Numero de Nudos 31213 3 3 3 3 4 3] 3 3.0

0,15 mg/lt BAP Longitud de Plantula (2,0 (2,0 (2,730 [1,5|18(3,0(35[16(25| 24

Numero de Raices 12 ]2 1 1 1[0 |3 1|1 1.3
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Anexo 19. Seguimiento al tratamiento 7 (0,01 mg/lt de ANA y 0.05 mg/lt de BAP)
durante 35 dias en la etapa de multiplicacion.

DIAS PARAMETRO UNIDAD EXPERIMENTAL PROM
EVALUADO 1/2[3/4|5|6[7]8]9]10]EDIO
Nivel de Callo Oo|lo0l0|O]O]|]O]O]|]O|O0]O 0
8 Numero de Nudos 1122|112 ]2]1 1|1 14
Longitud de Plantula | 0,6 0,5 (06(02[03(0,7|05(04 (0403 0,5
Numero de Raices 2 (11211010 112 (0 (2|1 1.1
Nivel de Callo 0O|l0 0|00 0|1 01]0]0O0 0,0
15 Numero de Nudos 21312122132 1 212 2.1
Longitudde Plantula [1,7 |16 |14 1 |06 (181512 |1,3] 1 1.3
Numero de Raices 31213 1 112 ]2 1 2 1.9
Nivel de Callo 010|010 0O|l0|O0 |10 0,1
22 Numero de Nudos 3 3 3 213 4 |3 2 133 29
Longitud de Plantula 2,7 |22 (2516 (1,3 (24(20(1,7 [28(2,0| 2.1
Numero de Raices 4 (2|32 |2 ]|31]3 3 1313 28
Nivel de Callo o|lolo0olO0O|O0O]O]O]O]|O]|O 0,0
29 Numero de Nudos 4 1 414|134 ]| 4|4 3 4 | 4 38
Longitud de Plantula |34 (3,1 (3,5(22(2,5(3,1(27[22(33[28| 29
Numero de Raices 4 | 3 |3 |3 |2 |44 |3 |[3]|3 3.2
Nivel de Callo o|lolo0olO0O|O0O]O]O]O]|O]|O 0,0
35 Numero de Nudos 514154455 4 | 51| 4 45
Longitud de Plantula 4,540 [43(26(36(3,5(33(2,7 |40[32| 3,6
Numero de Raices 4 13 |43 |2 |4]4]|3|3]3 3.3
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Anexo 20. Analisis de varianza del nivel de callo en la etapa de multiplicacion.

Titulo: ETAPA DE MULTIPLICACION-ENRAIZAMIENTO

Funcidén: ANOVA-1

Datos de Casos no. 1 a 160

Variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
with valorados desde 1 para 1l6.

Variable 4 (NIVEL DE CALLO)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 15 168.694 11.246 72.622
0.0000
Con 144 22.300 0.155
Total 159 190.994
Coeficiente de Variacidn = 48.81%
Var. VARIABILE No. 4 Nivel de callo.
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
2 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
3 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
4 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
5 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
6 10.00 2.000 0.200 0.42 0.12
7 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
8 10.00 26.000 2.600 0.52 0.12
9 10.00 0.000 0.000 0.00 0.12
10 10.00 8.000 0.800 0.63 0.12
11 10.00 16.000 1.600 0.52 0.12
12 10.00 25.000 2.500 0.53 0.12
13 10.00 2.000 0.200 0.42 0.12
14 10.00 5.000 0.500 0.53 0.12
15 10.00 17.000 1.700 0.67 0.12
16 10.00 28.000 2.800 0.42 0.12
Total 160.00 129.000 0.806 1.10 0.09
Con 0.39

Chi-Cuadrados = 683.686
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0.000
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Anexo 21. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el nivel de callo en la

etapa de multiplicacion.

Titulo : ETAPA DE MULTIPLICACION-ENRAIZAMIENTO.

Casos de Ranqueo : 193 - 208
Variable 4 : CALLO
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Medios = 0.1550
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.3480

s = 0.1245 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 0.0000 E Media 16 = 2
Media 2 = 0.0000 E Media 8 = 2
Media 3 = 0.0000 E Media 12 = 2
Media 4 = 0.0000 E Media 15 = 1
Media 5 = 0.0000 E Media 11 = 1
Media 6 = 0.2000 DE Media 10 = 0.8
Media 7= 0.0000 E Media 14 = 0.5
Media 8 = 2.600 A Media 13 = 0.2
Media 9 = 0.0000 E Media 6 = 0.2
Media 10 = 0.8000 C Media 1 = 0.0
Media 11 = 1.600 B Media 9 = 0.0
Media 12 = 2.500 A Media 3 = 0.0
Media 13 = 0.2000 DE Media 5 = 0.0
Media 14 = 0.5000 CD Media 2 = 0.0
Media 15 = 1.700 B Media 7= 0.0
Media 16 2.800 A Media 4 = 0.0

.800
.600
.500
.700
.600

000
000
000
000
000
000
000
000
000
000
000

>

CD
DE
DE

[t I I ey B I e B e R |
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Anexo 22. Analisis de varianza de la longitud de la planta en la etapa de
multiplicacién.

Titulo: ETAPA DE MULTIPLICACION

Funcidén: ANOVA-1

Datos de Casos no. 1 para 160

Variable de grupo para aplicar la ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 3 (LONGITUD DE LA PLANTA)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 15 29.713 1.981 5.745
0.0000
Con 144 49.649 0.345
Total 159 79.362
Coeficiente de Variacidn = 23.61%
Var. VARIABTILE No. 3
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 10.00 19.000 1.900 0.37 0.19
2 10.00 24.900 2.490 0.72 0.19
3 10.00 24.100 2.410 0.74 0.19
4 10.00 24.100 2.410 0.70 0.19
5 10.00 19.200 1.920 0.31 0.19
6 10.00 22.100 2.210 0.68 0.19
7 10.00 36.100 3.610 0.58 0.19
8 10.00 20.600 2.060 0.45 0.19
9 10.00 22.800 2.280 0.42 0.19
10 10.00 28.300 2.830 0.71 0.19
11 10.00 27.100 2.710 0.47 0.19
12 10.00 22.900 2.290 0.46 0.19
13 10.00 24.200 2.420 0.064 0.19
14 10.00 31.500 3.150 0.46 0.19
15 10.00 27.400 2.740 0.75 0.19
16 10.00 23.600 2.360 0.68 0.19
Total 160.00 397.900 2.487 0.71 0.06
Con 0.59

Chi-Cuadrados = 18.301
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0.168
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Anexo 23. Prueba de rango multiple de DUNCAN para la longitud de la planta
en la etapa de multiplicacion.

Titulo : ETAPA DE MULTIPLICACION

Casos de Ranqueo : 177 - 192
Variable 3 : LONGITUD DE LA PLANTA
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media 0.3450
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.5192

s = 0.1857 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Rangqueo
Media 1 = 1.3800 D Media 7= 3.610 A
Media 2 = 2.490 CD Media 14 = 3.150 AB
Media 3 = 2.410 CD Media 10 = 2.830 BC
Media 4 = 2.410 CD Media 15 = 2.740 BC
Media 5 = 1.920 D Media 11 = 2.710 BC
Media 6 = 2.210 CD Media 2 = 2.490 CD
Media 7= 3.610 A Media 13 = 2.420 CD
Media 8 = 2.060 D Media 4 = 2.410 CD
Media 9 = 2.280 CD Media 3 = 2.410 CD
Media 10 = 2.830 BC Media 16 = 2.360 CD
Media 11 = 2.710 BC Media 12 = 2.290 CD
Media 12 = 2.290 CD Media 9 = 2.280 CD
Media 13 = 2.420 CD Media 6 = 2.210 CD
Media 14 = 3.150 AB Media 8 = 2.060 D
Media 15 = 2.740 BC Media 5 = 1.820 D
Media 16 = 2.360 CD Media 1 = 1.3800 D
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Anexo 24. Analisis de varianza del numero de nudos de la planta en la etapa de
multiplicacién.

Titulo: ETAPA DE MULTIPLICACION

Funcidén: ANOVA-1

Datos de Casos no. 1 a 160

variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 2 (NUMERO DE NUDOS)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado

Prob

Entre 15 27.044 1.803 6.080

0.0000

Con 144 42.700 0.297

Total 159 69.744

Coeficiente de Variacidn = 16.10%
Var. VARIABILE No. 2 numero de nudos
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 10.00 27.000 2.700 0.67 0.17
2 10.00 35.000 3.500 0.53 0.17
3 10.00 37.000 3.700 0.48 0.17
4 10.00 36.000 3.600 0.52 0.17
5 10.00 33.000 3.300 0.48 0.17
6 10.00 34.000 3.400 0.52 0.17
7 10.00 46.000 4.600 0.52 0.17
8 10.00 31.000 3.100 0.32 0.17
9 10.00 32.000 3.200 0.63 0.17
10 10.00 33.000 3.300 0.48 0.17
11 10.00 36.000 3.600 0.70 0.17
12 10.00 31.000 3.100 0.74 0.17
13 10.00 34.000 3.400 0.52 0.17
14 10.00 36.000 3.600 0.52 0.17
15 10.00 30.000 3.000 0.47 0.17
16 10.00 30.000 3.000 0.47 0.17
Total 160.00 541.000 3.381 0.66 0.05
Con 0.54

Chi-Cuadrados = 9.894
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0.859
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Anexo 25. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el numero de nudos de
la planta en la etapa de multiplicacion.

Titulo : ETAPA DE MULTIPLICACION

Casos de Rangqueo : 161 - 176
Variable 2 : NUMERO DE NUDOS
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media = 0.2970
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.4817

s = 0.1723 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 2.700 E Media 7= 4.600 A
Media 2 = 3.500 BCD Media 3 = 3.700 B
Media 3 = 3.700 B Media 14 = 3.600 BC
Media 4 = 3.600 BC Media 4 = 3.600 BC
Media 5 = 3.300 BCD Media 11 = 3.600 BC
Media 6 = 3.400 BCD Media 2 = 3.500 BCD
Media 7= 4.600 A Media 13 = 3.400 BCD
Media 8 = 3.100 CDE Media 6 = 3.400 BCD
Media 9 = 3.200 BCDE Media 5 = 3.300 BCD
Media 10 = 3.300 BCD Media 10 = 3.300 BCD
Media 11 = 3.600 BC Media 9 = 3.200 BCDE
Media 12 = 3.100 CDE Media 8 = 3.100 CDE
Media 13 = 3.400 BCD Media 12 = 3.100 CDE
Media 14 = 3.600 BC Media 15 = 3.000 DE
Media 15 = 3.000 DE Media 16 = 3.000 DE
Media 16 = 3.000 DE Media 1 = 2.700 E
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Anexo 26. Analisis de varianza del numero de raices de la planta en la etapa de
multiplicacién.

Titulo: ETAPA DE MULTIPLICACION

Funcidén: ANOVA-1

Datos de Casos no. 1 para 160

Variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 16.

Variable 5 (NUMERO DE RAICES)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado

Prob

Entre 15 149.375 9.958 21.860

0.0000

Con 144 65.600 0.456

Total 159 214.975

Coeficiente de Variacidn = 28.57%
Var. VARIABILE No. 5 numero de raices.
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 10.00 18.000 1.800 0.63 0.21
2 10.00 19.000 1.900 0.88 0.21
3 10.00 23.000 2.300 0.48 0.21
4 10.00 12.000 1.200 0.42 0.21
5 10.00 19.000 1.900 0.88 0.21
6 10.00 26.000 2.600 0.84 0.21
7 10.00 33.000 3.300 0.67 0.21
8 10.00 8.000 0.800 0.63 0.21
9 10.00 26.000 2.600 0.84 0.21
10 10.00 35.000 3.500 0.53 0.21
11 10.00 34.000 3.400 0.52 0.21
12 10.00 9.000 0.900 0.57 0.21
13 10.00 35.000 3.500 0.53 0.21
14 10.00 38.000 3.800 0.63 0.21
15 10.00 30.000 3.000 0.67 0.21
16 10.00 13.000 1.300 0.82 0.21
Total 160.00 378.000 2.363 1.16 0.09
Con 0.67

Chi-Cuadrados = 13.570
Numero de Grados de Libertad = 15
Significancia aproximada = 0.580
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Anexo 27. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el numero de raices la
planta en la etapa de multiplicacion.

Titulo : ETAPA DE MULTIPLICACION

Casos de Ranqueo : 209 - 224
Variable 5 : NUMERO DE RAICES
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Media = 0.4560
Error Grados de Libertad = 144
No. de observaciones para calcular la Media = 10

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.5969

s = 0.2135 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Rangueo
Media 1 = 1.800 EFG Media 14 = 3.800 A
Media 2 = 1.3800 EF Media 13 = 3.500 AB
Media 3 = 2.300 DE Media 10 = 3.500 AB
Media 4 = 1.200 GH Media 11 = 3.400 AB
Media 5 = 1.3800 EF Media 7= 3.300 AB
Media 6 = 2.600 CD Media 15 = 3.000 BC
Media 7= 3.300 AB Media 6 2.600 CD
Media 8 = 0.8000 H Media 9 = 2.600 CD
Media 9 = 2.600 CD Media 3 = 2.300 DE
Media 10 = 3.500 AB Media 2 = 1.3800 EF
Media 11 3.400 AB Media 5 = 1.3800 EF
Media 12 = 0.9000 H Media 1 = 1.800 EFG
Media 13 = 3.500 AB Media 16 = 1.300 FGH
Media 14 = 3.800 A Media 4 = 1.200 GH
Media 15 = 3.000 BC Media 12 = 0.9000 H
Media 16 = 1.300 FGH Media 8 = 0.8000 H
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ANEXOS DENSIDAD DE SIEMBRA



Anexo 28. Resultados de la evaluacion final de la densidad de siembra.
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TRATAMIENTO | PARAMETRO UNIDAD EXPERIMENTAL PROME
EVALUADO 1 2 3 4 5 6 DIO

1 Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0,0
3 Numero de Nudos 5 5 4 5 5 4 47
Explantes Longitud de Plantula | 4,5 35 3.0 33 3.8 32 3.6
Numero de Raices 4 4 3 3 2 2 3.0
2 Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0,0
5 Numero de Nudos 5 4 5 4 4 5 45
Explantes Longitud de Plantula | 3.3 29 35 3.8 2.8 4.1 34
Numero de Raices 4 3 3 2 2 3 28
3 Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0,0
7 Numero de Nudos 4 5 4 3 4 4 40
Explantes Longitud de Plantula | 3.0 3.8 33 3.0 2.5 3.1 3.1
Numero de Raices 3 4 2 2 3 1 2.5
4 Nivel de Callo 0 0 0 0 0 0 0,0
9 Numero de Nudos 3 3 4 4 3 3 33
Explantes Longitud de Plantula | 3.5 2.5 2.7 3.0 3.1 2.4 29
Numero de Raices 3 2 1 3 2 22
5 Nivel de Callo 0 1 0 0 0 0 0,2
11 Numero de Nudos 3 3 2 4 3 3.2
Explantes Longitud de Plantula | 2.0 2.5 35 2.5 22 35 27
Numero de Raices 1 1 3 2 1 2 1,7
6 Nivel de Callo 0 0 0 0 1 0 0,2
13 Numero de Nudos 2 3 3 2 3 4 28
Explantes Longitud de Plantula | 2.0 32 2.7 2.1 2.5 2.0 2.4
Numero de Raices 1 2 1 2 1 1,7
7 Nivel de Callo 0 1 0 1 0 0 0,3
15 Numero de Nudos 3 2 3 2 3 3 2.7
Explantes Longitud de Plantula | 2.8 2.5 2.0 1.6 1,7 1,9 2.1
Numero de Raices 1 2 1 2 1 3 1,7
8 Nivel de Callo 0 0 1 0 0 1 0,3
17 Numero de Nudos 3 3 2 3 3 2.7
Explantes Longitud de Plantula | 2.0 1,5 1.8 2.1 1.6 22 1,9
Numero de Raices 1 1 2 1 2 1 1.3
9 Nivel de Callo 0 0 0 0 1 0 0,2
19 Numero de Nudos 3 3 2 3 2 2 2.5
Explantes Longitud de Plantula | 1.6 1,7 22 1.6 1.8 15 1,7
Numero de Raices 1 2 1 1 2 1 1.3
10 Nivel de Callo 1 0 1 0 0 0 0,3
21 Numero de Nudos 4 3 2 3 2 2 2,0
Explantes Longitud de Plantula | 1,7 14 1.8 1,7 1,0 13 15
Numero de Raices 1 2 2 1 1 1 1.3




Anexo 29. Analisis de varianza del nivel de callo en densidad de siembra.

Titulo: DENSIDAD DE SIEMBRA

Funcidén: ANOVA-1
Datos de Casos no. 1 a 60

Variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (EXPLANTES)
valorados desde 1 a 10.

Variable 5 (NIVEL DE CALLO)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA
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Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
9 1.150 0.128 0.983
50 6.500 0.130
59 7.650
Coeficiente de Variacidn = 12.37%
Var. VARIABILE No. 5 nivel de callo
1 NUmero Suma Promedio 3D
1 6.00 0.000 0.000 0.00
2 6.00 0.000 0.000 0.00
3 6.00 0.000 0.000 0.00
4 6.00 0.000 0.000 0.00
5 6.00 1.000 0.167 0.41
6 6.00 1.000 0.167 0.41
7 6.00 2.000 0.333 0.52
8 6.00 2.000 0.333 0.52
9 6.00 1.000 0.167 0.41
10 6.00 2.000 0.333 0.52
Total 60.00 9.000 0.150 0.36
Con 0.36

Chi-Cuadrados = 205.902
Numero de Grados de Libertad = 9
Significancia aproximada = 0.000
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Anexo 30. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el nivel de callo en
densidad de siembra.

Titulo

Casos de Ranqueo

Variable 5

Funcién

CALLO
RANQUEO

91

Error Cuadrados Media
Error Grados de Libertad

No. de observaciones para calcular la Media

DENSIDAD DE SIEMBRA

100

0.1300

Duncan's Multiple Ranqueo Test

LSD valorado

s =

X

0.1472

0.4181

con alfa

Orden Original

Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media

=

O W W10 U ks WN B

OO OO OO0 OO o

. 0000
. 0000
. 0000
. 0000
.1667
.1667
.3333
.3333
.1667
.3333

i I A

0.050

Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media
Media

Orden

Wk =N O oYy O ~J

6

Ranqueo

OO O OO0 OO O

.3333
.3333
.3333
.1667
.1667
.1667
.0000
.0000
.0000
.0000

i B B e R
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Anexo 31. Analisis de varianza de la longitud de la planta en densidad de
siembra.

Titulo: DENSIDAD DE SIEMBRA

Funcidén: ANOVA-1
Datos de Casos no. 1 para 60

Variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (EXPLANTES)
valorados desde 1 a 10.

Variable 3 (LONGITUD DE LA PLANTA)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 9 27.993 3.110 15.508
0.0000
Con 50 10.028 0.201
Total 59 38.022
Coeficiente de Variacidn = 17.76%
Var. VARIABLE No. 3 longitud de la planta
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 6.00 21.300 3.550 0.54 0.18
2 6.00 20.400 3.400 0.51 0.18
3 6.00 18.700 3.117 0.43 0.18
4 6.00 17.200 2.867 0.41 0.18
5 6.00 16.200 2.700 0.65 0.18
6 6.00 14.500 2.417 0.48 0.18
7 6.00 12.500 2.083 0.47 0.18
8 6.00 11.200 1.867 0.28 0.18
9 6.00 10.400 1.733 0.25 0.18
10 6.00 8.900 1.483 0.31 0.18
Total 60.00 151.300 2.522 0.80 0.10
Con 0.45

Chi-Cuadrados = 7.128
Numero de Grados de Libertad = 9
Significancia aproximada = 0.665
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Anexo 32. Prueba de rango multiple de DUNCAN para longitud de la planta en
densidad de siembra.

Titulo : DENSIDAD DE SIEMBRA

Casos de Ranqueo : 71 - 80
Variable 3 : LONGITUD DE LA PLANTA
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Medios = 0.2010
Error Grados de Libertad = 50
No. de observaciones para calcular a Media = 6

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.5199

s = 0.1830 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 3.550 A Media 1 = 3.550 A
Media 2 = 3.400 AB Media 2 = 3.400 AB
Media 3 = 3.117 ABC Media 3 = 3.117 ABC
Media 4 = 2.867 BCD Media 4 = 2.867 BCD
Media 5 = 2.700 CD Media 5 = 2.700 CD
Media 6 = 2.417 DE Media 6 = 2.417 DE
Media 7= 2.083 EF Media 7= 2.083 EF
Media 8 = 1.867 FG Media 8 = 1.867 FG
Media 9 = 1.733 FG Media 9 = 1.733 FG
Media 10 = 1.483 G Media 10 = 1.483 G
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Anexo 33. Analisis de varianza del numero de nudos en densidad de siembra.

Titulo: DENSIDAD DE SIEMBRA

Funcidén: ANOVA-1
Datos de Casos no.

1 para 60

variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (EXPLANTES)
with valorados desde 1 para 10.

Variable 2 (NUMERO DE NUDOS)

SIS DE
Suma de
Cuadrados

VARIANZA

Media

Cuadrados

F-valorado

TABLA DE ANALTI
Grados de
Libertad

Prob

Entre 9

0.0000

Con 50

Total 59

Coeficiente de Variacidn

55.733

No.

18.02%

2 numero de nudos.
Promedio

SD

Var. VARIABTILE

1 NUmero Suma

1 6.00 28.000

2 6.00 27.000

3 6.00 24.000

4 6.00 20.000

5 6.00 19.000

6 6.00 17.000

7 6.00 16.000

8 6.00 16.000

9 6.00 15.000

10 6.00 14.000

Total 60.00 196.000
Con

Chi-Cuadrados = 2.

NUmero de Grados de Libertad = 9
Significancia aproximada = 0.994

213
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Anexo 34. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el numero de nudos en
densidad de siembra.

Titulo : DENSIDAD DE SIEMBRA

Casos de Ranqueo : 61 - 70
Variable 2 : NUMERO DE NUDOS
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Medios = 0.3470
Error Grados de Libertad = 50
No. de observaciones para calcular a Media = 6

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.6831

s = 0.2405 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 4.667 A Media 1 = 4.667 A
Media 2 = 4.500 A Media 2 = 4.500 A
Media 3 = 4.000 AB Media 3 = 4.000 AB
Media 4 = 3.333 BC Media 4 = 3.333 BC
Media 5 = 3.167 CD Media 5 = 3.167 CD
Media 6 = 2.833 CDE Media 6 = 2.833 CDE
Media 7= 2.667 CDE Media 7= 2.667 CDE
Media 8 = 2.667 CDE Media 8 = 2.667 CDE
Media 9 = 2.500 DE Media 9 = 2.500 DE
Media 10 = 2.333 E Media 10 = 2.333 E
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Anexo 35. Analisis de varianza del numero de raices en densidad de siembra.

Titulo: DENSIDAD DE SIEMBRA

Funcidén: ANOVA-1
Datos de Casos no. 1 para 60

Variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (EXPLANTES)
with valorados desde 1 para 10.

Variable 4 (NUMERO DE RAICES)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado

Prob

Entre 9 23.933 2.659 4,749

0.0001

Con 50 28.000 0.560

Total 59 51.933

Coeficiente de Variacidn = 38.05%
Var. VARIABTILE No. 4

1 NUmero Suma Promedio 3D

SE
1 6.00 19.000 3.167 0.75 0.31
2 6.00 17.000 2.833 0.75 0.31
3 6.00 15.000 2.500 1.05 0.31
4 6.00 13.000 2.167 0.75 0.31
5 6.00 10.000 1.667 0.82 0.31
6 6.00 10.000 1.667 0.82 0.31
7 6.00 10.000 1.667 0.82 0.31
8 6.00 8.000 1.333 0.52 0.31
9 6.00 8.000 1.333 0.52 0.31
10 6.00 8.000 1.333 0.52 0.31

Total 60.00 118.000 1.967 0.94 0.12
Con 0.75

Chi-Cuadrados = 4.622
Numero de Grados de Libertad = 9
Significancia aproximada = 0.904
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Anexo 36. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el numero de raices en
densidad de siembra.

Titulo : DENSIDAD DE SIEMBRA

Casos de Rangqueo : 81 - 890
Variable 4 : RAICES
Funcién : RANQUEO

Error de Cuadrados Mediios = 0.5600
Error Grados de Libertad = 50
No. de observaciones para calcular a Media = 6

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.8678

s = 0.3055 con alfa = 0.050
b4

Orden Original Orden Ranqueo
Media 1 = 3.167 A Media 1 = 3.167 A
Media 2 = 2.833 AB Media 2 = 2.833 AB
Media 3 = 2.500 ABC Media 3 = 2.500 ABC
Media 4 = 2.167 BCD Media 4 = 2.167 BCD
Media 5 = 1.667 CD Media 5 = 1.667 CD
Media 6 = 1.667 CD Media 6 = 1.667 CD
Media 7= 1.667 CD Media 7= 1.667 CD
Media 8 = 1.333 D Media 8 = 1.333 D
Media 9 = 1.333 D Media 9 = 1.333 D
Media 10 = 1.333 D Media 10 = 1.333 D
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ANEXOS DE LA ETAPA DE TRANSFERENCIA



Anexo 37. Evaluacion final de la etapa de transferencia.
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TRATAMIENTO PARAMETRO REPETICION PROME

EVALUADO 1 2 3 4 5 6 DIO

1 Numero de Nudos 1 2 2 2 2 1 1,7

ARE* / Aluminio Longitud de Plantula 14 0.8 0.8 1,7 1,5 22 14

2 Numero de Nudos 2 1 1 2 1 1 1.3

ASE* / Aluminio Longitud de Plantula 1,5 1.3 1,9 0,7 0,9 0.6 1,2

3 Numero de Nudos 1 2 2 2 1 2 1,7

TIE* / Aluminio Longitud de Plantula 1,0 1,1 0.7 0.7 0,7 1,0 09

4 Numero de Nudos 1 1 1 1 1 1 1,0
ARE-ASE / Aluminio |Longitud de Plantula | 0.7 1,1 1,0 1.9 0.9 1,0 1,1
5 Numero de Nudos 2 1 3 1 1 2 1,7

ARE-TIE / Aluminio |Longitud de Plantula 1.6 09 1,0 0.6 0,6 1,1 1,0
6 Numero de Nudos 2 1 1 1 2 2 15

ASE-TIE / Aluminio |Longitud de Plantula | 2.1 1,5 0.7 0.7 0,7 1,1 1,1
7 Numero de Nudos 2 2 3 2 2 2 22
AR-AS-TIE / Aluminio |Longitud de Plantula 13 2.5 45 1.6 2.5 34 2.6
8 Numero de Nudos 2 2 2 2 2 2 2.0

ARE / Cristaflex Longitud de Plantula 1,6 2.0 0,7 28 1.8 038 1.6

9 Numero de Nudos 3 2 4 2 1 1 22

ASE / Cristaflex Longitud de Plantula 14 24 2.0 038 1.5 038 1,5

10 Numero de Nudos 3 2 2 2 2 2 2,0

TIE / Cristaflex Longitud de Plantula | 038 0.6 12 0.8 1,7 12 1,1

11 Numero de Nudos 2 3 2 1 2 2 2,0
ARE-ASE / Cristaflex |Longitud de Plantula 22 1,0 1,5 0,7 2.0 2.5 1,7
12 Numero de Nudos 2 3 1 3 2 3 23
ARE-TIE / Cristaflex | Longitud de Plantula 1.8 1.3 1.1 1.1 1.3 22 15
13 Numero de Nudos 3 2 3 2 4 2 2.7
ASE-TIE / Cristaflex | Longitud de Plantula 1,2 2.9 038 1,9 2.4 1.3 1.8
14 Numero de Nudos 2 3 4 3 3 3 3.0
AR-AS-TIE /Cristaflex |Longitud de Plantula | 2.0 1,2 3,7 5.2 4,0 2.6 3.1

*  ARE: Arena; ASE: Aserrin; TIE: Tierra.
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Anexo 38. Analisis de varianza de la longitud de la planta en la etapa de
transferencia..

Titulo: ETAPA DE TRANSFERENCIA

Funcidén: ANOVA-1

Datos de Casos no. 1 a 84

Variable de grupo para aplicar ANOVA: 1 (TRATAMIENTOS)
valorados desde 1 a 14.

Variable 3 (LONGITUD PLANTULA)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados F-valorado
Prob
Entre 13 31.815 2.447 4.723
0.0000
Con 70 36.272 0.518
Total 83 68.087
Coeficiente de Variacidn = 47.13%
Var. VARIABLE No. 3 longitud de la planta
1 NUmero Suma Promedio 3D SE
1 6.00 8.400 1.400 0.54 0.29
2 6.00 6.900 1.150 0.50 0.29
3 6.00 5.200 0.867 0.19 0.29
4 6.00 6.600 1.100 0.41 0.29
5 6.00 5.800 0.967 0.37 0.29
6 6.00 6.800 1.133 0.57 0.29
7 6.00 15.800 2.633 1.18 0.29
8 6.00 9.700 1.617 0.79 0.29
9 6.00 8.900 1.483 0.064 0.29
10 6.00 6.300 1.050 0.40 0.29
11 6.00 9.900 1.650 0.71 0.29
12 6.00 8.800 1.467 0.44 0.29
13 6.00 10.500 1.750 0.80 0.29
14 6.00 18.700 3.117 1.46 0.29
Total 84.00 128.300 1.527 0.91 0.10
Con 0.72

Chi-Cuadrados = 30.440
Numero de Grados de Libertad = 13
Significancia aproximada = 0.000
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Anexo 39. Pruba de rango multiple d¢e DUNCAN para la longitud de la planta
en la etapa de transferencia.

Titulo : ETAPA DE TRANSFERENCIA

Casos de Ranqueo : 99 - 112
Variable 3 : LONGITUD PLANTULA
Funcién : RANQUEO

Error Cuadrados Media = 0.5180
Error Grados de Libertad = 70
No. de observaciones para calcular la Media = 6

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.8288

s = 0.2938 con alfa = 0.050
b4
Orden Original Orden Ranqueo

Media 1 1.400 B Media 14 = 3.117 A
Media 2 = 1.150 B Media 7= 2.633 A
Media 3 = 0.8667 B Media 13 = 1.750 B
Media 4 = 1.100 B Media 11 = 1.650 B
Media 5 = 0.9667 B Media 8 = 1.617 B
Media 6 = 1.133 B Media 9 = 1.483 B
Media 7= 2.633 A Media 12 = 1.467 B
Media 8 = 1.617 B Media 1 = 1.400 B
Media 9 = 1.483 B Media 2 = 1.150 B
Media 10 = 1.050 B Media 6 = 1.133 B
Media 11 = 1.650 B Media 4 = 1.100 B
Media 12 = 1.467 B Media 10 = 1.050 B
Media 13 = 1.750 B Media 5 = 0.9667 B
Media 14 = 3.117 A Media 3 = 0.8667 B



Anexo 40. Analisis de varianza del numero de nudos en la etapa de

transferencia.

Titulo: ETAPA DE TRANSFERENCIA

Funcidén: ANOVA-1

Datos Casos no. 1 para 84

Variable de grupo para aplicar la ANOVA: 1
valorados desde 1 a 14.

Variable 2 (NUMERO DE NUDOS)

TABLA DE ANALISIS DE VARIANZA

(TRATAMIENTOS)

F-valorado
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Grados de Suma de Media
Libertad Cuadrados Cuadrados
Prob
Entre 13 21.810 1.678
0.0000
Con 70 28.000 0.400
Total 83 49.810
Coeficiente de Variacidn = 32.39%
Var. VARIABILE No. 2 numero de nudos.
1 NUmero Suma Promedio
SE
1 6.00 10.000 1.667
2 6.00 8.000 1.333
3 6.00 10.000 1.667
4 6.00 6.000 1.000
5 6.00 10.000 1.667
6 6.00 9.000 1.500
7 6.00 13.000 2.167
8 6.00 12.000 2.000
9 6.00 13.000 2.167
10 6.00 13.000 2.167
11 6.00 12.000 2.000
12 6.00 14.000 2.333
13 6.00 16.000 2.667
14 6.00 18.000 3.000
Total 84.00 164.000 1.952 0
Con 0

Chi-Cuadrados = 122.697
Numero de Grados de Libertad = 13
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Significancia aproximada = 0.000

Anexo 41. Prueba de rango multiple de DUNCAN para el numero de nudos en
la etapa de transferencia.

Titulo : ETAPA DE TRANSFERENCIA

Casos de Ranqueo : 85 - 98
Variable 2 : NUMERO DE NUDOS
Funcién : RANQUEO

Error Cuadrado Media s = 0.4000
Error Grados de Libertad = 70
No. de observaciones para calcular la Media = 6

Duncan's Multiple Ranqueo Test
LSD valorado = 0.7283

s = 0.2582 con alfa = 0.050
b4

Original Orden Ranqueo Orden
Media 1 = 1.667 CDE Media 14 = 3.000 A
Media 2 = 1.333 DE Media 13 = 2.667 AB
Media 3 = 1.667 CDE Media 12 = 2.333 ABC
Media 4 = 1.000 E Media 9 = 2.167 BCD
Media 5 = 1.667 CDE Media 10 = 2.167 BCD
Media 6 = 1.500 CDE Media 7= 2.167 BCD
Media 7= 2.167 BCD Media 8 = 2.000 BCD
Media 8 = 2.000 BCD Media 11 = 2.000 BCD
Media 9 = 2.167 BCD Media 5 = 1.667 CDE
Media 10 = 2.167 BCD Media 3 = 1.667 CDE
Media 11 = 2.000 BCD Media 1 = 1.667 CDE
Media 12 = 2.333 ABC Media 6 = 1.500 CDE
Media 13 = 2.667 AB Media 2 = 1.333 DE
Media 14 = 3.000 A Media 4 = 1.000 E



