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EVALUACION DEL EFECTO DE MEDIOS DE CULTIVO, INTENSIDADES
LUMINICAS DE INCUBACION Y EDADES DE SIEMBRA EN EL.
CULTIVO in vitro DE PAPA (Solanum tuberosum 1..) '

EVALUATION OF THE CULTURE MEDIUM, LUMINOUS INTENSITY
AND PLANTING TO AGE EFECT, IN THE in yitro CULTURE OF
POTATO (Solanum tuberosum ¥.)

RESUMEN

" En Guatemala los principales departamentos productores de papa son: Huehuetenango, San Marcos,
‘Quetzaltenango, Totonicapan, Solold y Quiché, en el Altiplano Occidental; Chimaltenango y Guatemala, en
el Altiplano Central; la montafia de Jalapa, en la parte Oriental; Alta y Baja Vérapaz, en el Norte de la
Repiiblica. Se “cultiva en mayor porcentaje el clon Loman, que tiene las siguientes caracteristicas:

rendimiento de 15 a 20 ton/ha, susceptible al tizén tardio-(Phyfophthora. infestans De Bary) y susceptlble a

heladas. El clon Ictafrit posee cualidades superiores a nivel experimental como: rendimiento de 25 a 30
ton/ha, resistencia al tizén tardio, tolerante a heladas y buena calidad para fritura, debido a la mayor cantidad

de solidos totales (almidén) y menor contenido de azicares.

La papa actualmente es sembrada en estas areas, pero lamentablemente los rendimientos del cultivo
por unidad de 4rea son bajos comparados con los obtenidos en las estaciones experimentales, donde se
evaluan semillas libres de virus, l:mpxas por cuitwo de tejidos vegetales de los slones antes mencionados. La
disminucién en el rendimiento de la produccion de papa se le atribuye a la utilizacién de semillas de cosechas -
anteriores que han ido acumulando concentraciones de virus, principalmente el virus X (PVX), virus Y
(PVY) y el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV), y al transporte de semillas infestadas por bacterias y
nemétodos de un lugar a otro. Lo anterior provoca que cada afio el rendimiento sea menor; la tnica solucion
al problema es producir semilia libre de virus a partir del cultivo de tejidos, por tal motivo fue necesario

establecer los protocolos mas adecuados de micropropagacion para cada clon de papa.

La investigacién se realizo en ¢l laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia
‘Agricolas (ICTA) y tuvo como objetivo evaluar el efecto de nueve medios de cultivo, dos 1nten51dades

luminicas de incubacién y dos edades de siembra sobre el crecimiento i yitro de los clones Ictafrit y Loman.
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Para lo cual se realizé un experimento utilizando un disefio de blogues al azar factorial para cada uno de los
clones, con treintiséis tratamientos y diez repeticiones dando un total de 360 unidades experimentales por
clon; debido a que fue necesesario establecer la consistencia de los resultados, se resembraron los materiales
en las mismas condiciones, lo que constituyo la edad de siembra 2. Las variables de respuesta fueron: altura
de planta, nimero de entrenudos, longitud de entrenudos, peso fresco de tallo y raices, namero de raices y

longitud de raices.

El clon Ictaftit presenté una mayor respuesta en las variables altura de planta, nimero de entrenudos y
peso fresco de tallo con el medio de cultivo C del CIP, en estado semisélido, con una intensidad luminica de
incubacion de 3,000 lux. FEl clon Loman presenté una mayor respuesta en las variables nimero de
entrenudos y longitud de entrenudos con el medio de cultivo D del CIP, en estado semisélido, con una
intensidad luminica de incubacién de 3,000 lux. El medio de cultivo C det CIP, en estado semiséhide, con
una intensidad tuminica de incubacién de 3,000 Tux induce un mayor peso fresco de tallo en el clon Loman.
En los clones Ictafiit y Loman se obtuvo una mayor respuesta en las variables peso fresco de rafces y nimero
de raices con el medio de cuitivo P7, desarroliado por Okabe, con una intensidad {uminica de incubacién de
3,000 lux. El medio de cultivo MS, de Murashige y Skoog, con una intensidad luminica de incubacion de

3,000 tux induce una mayor longitud de raices en los clones Ictafrit y Loman.



I INTRODUCCION

" La papa (Selanum tuberosum L.) ocupa ¢l cuarto lugar en importancia y produccién' alimenticia

~a nivel mundial, superado Unicamente por los cultivos de trigo, arroz y maiz. Se encuentra cultivado en
" un 79% de los paises del mundo (11,22).

El cultivo de la papa en Guatemala est principalmente en manos de pequefios agricultores. El

“area aproximada de siembra es de 14,000 ha, el 4rea dedicada al cultivo se ha incrementado entre 30 y

40 porciento en los Gltimos afios, debido a que no se ban producido recientemente grandes

fluctuaciones en los precios. La produccién nacional es de aproximadamente 140,000 toneladas

~ anuales. Con dicha produccién se cubren los mercados de Centroamérica y Sur de México. Se
~ exportan de 7,000 a 9,000 toneladas al afio (3).

La presente investigacion evalug el efecto de nueve medios de cultivo: los medios C,D, € I, en
estado semisolido y liquido, del Centro Internacional de la Papa (CIP); medio Murashige y Skoog
(1 9'62):, medio P7 y P2 desarrollados por ¢l Ing. Ken Okabe, este iltimo fue el testigo. Ademds se
 evaluaron dos intensidades lumfnicas de incubacion (1000 y 3000 lux), y dos edades de siembra en los
clones Ictafrit y Loman sobre Ia parte vegetativa (altura de planta, 'nﬁméro de entrenudos, longitud de
o éhtrenudés y peso fresco de tallo) y radicular de la planta (peso fresco de raices, nimero de raices y

| longitud de raices). Al respecto se recomiendan medios de cultivo para la fase de multiplicacion y para

" la fase de enraizamiento y su preparacion para el trasplante.

_ La investigacion se realizd en el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y

| Técndldgia Agricolas (ICTA), con la finalidad de mejorar los protocolos de micropropagacion de papa -
para, posteriormente, abastecer de semillas libres de virus, bacterias y nematodos, y de buena calidad, a
" los agricultores del pais. En la investigacion se utilizé el disefio de bloques al azar con arreglo -

factorial de 36 tratamientos y con 10 repeticiones cada uno.
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Los principales departamentos productores de papa en Guatemala son: Huehuetenango, San Marcos,
Quetzalienango, Totonicapan, Solola y Quiché, en el Altiplano Opcidental; Chimaltenango y Guatemala, en
el Altiplano Centrai; la montafia de Jalapa, en la parte Oriental; Alta y Baja Verapaz, en el Norte de la
republica. Los primeros tres departamentos son los que méas producen a nivel nacional (3). Se cultiva en
mayor porcentaje el clon Loman; que tiéne las siguientes caracleristicas: rendimiento de .15 a 20 ton/ha,
susceptible al tizén tardio (Phytophthora infestans De Bary) y susceptible a heladas. El clon Ictaffit posee

cualidades superiores a nivel experimental como: rendimiento de 25 a 30 ton/ha, resistencia al tizén tardio,

‘tolerante a heladas y buena calidad para fritura debido a la mayor cantidad de solidos totales (almidon) y

menor contenide de azacares {9,16).

La papa actualmente es sembrada en estas areas, pero lamentablemente los rendimientos del cultivo
por unidad de area son bajos comparados con los obtenidos en las estaciones experimentales, donde se

evaluan semillas limpias por cultivo de tejidos de los clones antes mencionados.

La disminucion en el rendimiento de la produccion de papa, se le atribuye a la utilizacion de semillas
de cosechas anteriores, que han ido acumulando en la semilla concentraciones de virus, principalmente ¢l
- virus X (PVX), virus Y (PVY), y el virus del enrollamiento de la hoja (PLRV) (32); vy -a] transporte de
semillas infesfadas por bacterias { Xanthomonas sp) y nemdtodos de un lugar a otro. Lo anterior provbca que
cada aifo ¢l rendimiento sea menor. La nica solucion al problema es producif semilla "limpia" a partir del
cultivo de tejidos. En Tos laboratorios de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnrologia Agricelas
(ICTA) se pfopagan los clones Ictafrit y Loman utilizando el medio de cultivo P2 desarrollado por el Ing.
Ken Okabe, con una inteﬁsidad luminica de incubacién de 1000 lux, pero se desconoce st €ste medio de
cultivo y la intensidad luminica de incubacidn son los mas adecuados para la propagacion in vitre de los
clones antes mencionados. Se sabe que no todas las especies o clones responden igual a un mismo medio de
cultivo e intensidad luminica de incubacion (19) por tal motivo fue necesario establecer los protocolos mas

adecuados de micropropagacion para cada clon.



3. MARCO TEGRICO

31 MARCO CONCEPTUAL
3.1.1 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

La técnica de cultivo de tejidos vegetales se define como: el cultivo de células, tejidos y/u organos
extraidos de plantas, que se mantiene bajo condiciones artificiales y permite reproducir plantas que poseen
todas las caracteristicas de las plantas madre, 0 sea que esta €5 una técnica de propagacion vegetativa en
condiciones artificiales. El cultivo de tejidos in vitre fue desarrollado al darle aplicacion al fenomeno de la
totipotencia, que forma parté: de 1a teoria celular actual. El pionero en este campo fue Alexis Carrel, quien a

- principios del siglo IX consigui6 cultivar células animales in vitro (2,24,29).

La totipotencia de una célula esta definida como la capacidad de desarrollar a un individuo
completo, basado en que toda célula contiene la informacién genética necesaria para dar origen a un

individuo completo. Este término fue acufiado en 1901 por Morgan (2,5 ,20).

El cultivo de tejidos permite la propagacion clonal rapida de un gran nimero de plantulas en un
periodo breve, v la conservacion del germoplasma de papa, bajo condiciones controladas, en espacios
pequefios y con poca mano de obra. " El buen estado de sanidad de muchos cuitivos in vitro facilita

[ ]

enormemente el intercambio internacional de germoplasma (4).
3.1.1.1 VENTAJAS DEL CULTIVO DE TEJIDOS
Fn general estas son las principales ventajas (14,15,24).

..~ .. . Propagacién acelerada: es posible, tedricamente, obtener en 9 meses, a partir de una sola planta,

1953,125 plantas de papa.

b= Ahorro y ganancia de espacio: en espacio reducido es posible mantener cantidades considerables de
clones que serviran como semilla en el campo, por area disponible. Permite hacer uso del area

vertical, acumulando varios niveles para el efecto.
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- Ausencia de infeciones y factores climéticos adversos: debido a las condiciones asépticas en que se
tienen los explantes estan libres de contaminantes, por lo que se cuenta con material que tiene la

capacidad de someterse a las pruebas mads rigurosas de cuarentena.

- Disponiblidad inmediata y permanente del material: permite el acceso oportuno a la

micropropagacién en épocas en que las condiciones del campo no son las adecuadas.

~ El Centro Internacional de la Papa (CIP) mantiene una coleccion de ge-nno.pl:as.ma de papa de
aproximadamente 6000 clones. FEsta coleccion es fuente de diversidad genética aprovechable por
fitomejoradores en los programas de papa. La coleccién en campo estd expuesta 2 una ampha gama de
riesgos, como enfermedades infecciosas o condiciones climéticas adversas y su mantenimiento en el campo
es costoso. Por eso la coleccién de germoplasma in vifre posee varias ventajas sobre el mantenimiento en el

campo, a saber:

- menores costos de mano de obra.

- ausencia de infecciones de campo.

- ausencia de peligros ambientales como granizadas y heladas.
- acceso oportuno a material para micropropagacion.

- acceso oportuno a material para eliminacién de patégenos.

- disponibilidad permanente de material para exportacion.

La transferencia de la coleccién de germoplasma de papa a condiciones in vitro (cultivo de tejidos)

ha sido completada y Jas nuevas entradas son incluidas en la coleccion en forma rutinaria (4).
3.1.2 EXPLANTE

El explante es una parte de un tejido o de un 6érganc que se aisla del resto de la planta con fines de

cultivo. La seleccion del explante puede hacerse teniendo en cuenta el sisterna de propagacion de la planta

(31).

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de los

cultivos; en primera instancia, dicha eleccion estd determinada por el objetivo perseguide y la especie vegetal



‘utilizada. En el caso de especies propagadas vegetativamente, los brotes jovenes y los apices meristematicos

han sido generalmente la fuente de los explantes (17,31).
3.3 ASEPSIA

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se incuban los cultivos
conforman un ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos (bacterias, hongos), los cuales
pueden destruir tales cultivos, competir con el explante por el medio de cultivo o medificarlo. Evitar las
contaminaciones con microorganismos €s 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 manipulacion.

Para establecer cultivos asépticos es conveniente o necesario: a) trabajar en ambientes adecuados; b)
. esterilizar los medios de cultivo; ¢) desinfectar superficialmente los explantes, liberdndolos de bacterias y

hongos exogenos; y d) realizar los cultivos respetando ciertas normas de asepsia.

_, ‘Hay una vasta gama de compuestos quimicos que se pueden utilizar como desinfectantes para los
.7 'éx_pfantes, pero en la actualidad es casi generalizado el empleo de etanol (70% v/v) y de hipoclorito de sodio
| (NaOCl) del 1% al 3% contenido en productos de uso doméstico. Con menor frecuencia se usan el
hipocloritd de calcio [Ca(OCl),, 6% a 12%)] y el cloruro de mercurio (HgCly, 0.1% a 1.5%), aunque hay que

reca_lcar que este compuesto es altamente toxico y que no es facilmente removible del explante (17).
'3.1.4 MEDIOS DE CULTIVO

Una vez definido el objetivo perseguido con el cultivo in vifro de un determinado explante, es
necesario elegir un medio apropiado de cultivo. En general los medios de cultivo se encuentran constituidos

~ por los siguientes componentes (5,17):

3.1.4.1 Sales inorganicas

A. Macronutrientes: los tejidos en cultivo requieren de una fuente continua de compuestos
inorganicos. Ademés de carbono, hidrogeno y oxigeno, los elementos mas requeridos son principalmente: N,

P,K,Ca, MgyS.
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El nitrégeno se adiciona en grandes cantidades y se encuentra presehtc en ¢l medio en forma de
nitrato o iones de amonio, o la combinacién de ambos. El sulfato de magnesio (MgSQ47H,0) satisface tanto
el requerimiento de magnesio como el de azufre. El fésforo puede adicionarse en cualquiera de las formas
NaH;PO4.H,O o KH;PO,. El potasio se encuentra en grandes cantidades en Ia naturaleza: es un cation que
se agrega en formé dp KCl, KNOs, 6 KH,PO,. El culcio se adiciona con CaCl,.2H,Q. Ca(NO;),. 4H,O 0 la .
forma anhidra de cualquier sal. El sodio: este cation no es requerido por plantas superior_es, sin embargo,
puede ser un elemento esencial para cultivos de halofitas, o plantas C4. El cloro: esta presente en la forma de

KCl 6 CaCh. (5).

B. Micronutrientes: para una adecuada actividad metabdlica, las células vegetales requiren de
micronutrientes. Los mas esenciales son: Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co y Mo. Los dltimos cinco elementos son

fundamentales para !a;sintcsis de clorofila y la funcion de los cloroplastos.

El hierro es requerido para la formacion de precursores de la clorofila. El manganeso es necesario
para el mantenimiento de la uitraestructura y el proceso fotosintctico {la actividad'del‘ fotosistema 11 es
proporcional al contenido de manganeso). El cobre y zinc son requeridos para la oxidacion e hidroxilacion
de compuestos fendlicos. El molibdeno y hierro forman parte de las enzimas nitrato reductasa y nitrogenasa.
El cobalto es el meté.l componente de ia vitamina Bj;. El boro es necesario para el mantenimiento de la

actividad meristemitica, estd involucrado en la sintesis de bases nitrogenadas, en particular uracilo.

Varics micronutrientes estan relacionados con la actividad de los reguladores de crecimiento.
Ejemplos: Zn-auxinas (Zn estd relacionado con la sintesis de triptéfano, precursor del AIA). Boro:

deficiencia de boro reprime la sintesis de citocininas, pero aumentan los niveles de auxinas.

Agentes quelatos: son compuestos cuyas moléculas son capaces de detener un idn de un metal con
varias uniones quimicas formando un anillo complejo (un quelato). Ejemplo. EDTA  (acido
etilendinitrotetraacético). Bajas concentraciones de EDTA estimulan el crecimiento, haciendo que el hierro
esté disponibie en bajas cantidades (5).

3142 Vitaminas

Las plantas verdes se consideraban normalmente autétrofas para las vitaminas, pero puede ser



‘necesario afiadir al medio algunas de ¢llas, hasta cuando los cultivos crezcan o se hayan vuelto verdes. En la
mayorfa de los medios, Ia tiamina, la piridoxina y el 4cido nicotinico se consideran benéficas y se. afinden de
forma rutinaria. Las vitaminas son necesarias para [levar a cabo una serie de reacciones cataliticas en ¢l
metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades. Las vitaminas mas empleadas son (10,20); tiamina -
* (vitamina B;) se afiade como ttamina HCI en cantidades que varian de 0.1 a 30 mg/l. Esta es realmente la
Gnica vitamina esencial para el crecimiento de células vegetales. Acido nicotinico (niacina). Pridoxina
(vitamina Bg): se afiade como piridokina—HCl. Mio-inositol: no es propiamente una vitamina, sino un
azucar-alcohol. Tiene un efecto estimulante sobre la morfogénesis, partiendo probablemente en la via
biosintética del dcido galacturdnico. Acido pantoténico: ayuda al crecimiento de ciertos tejidos. Acido
félico: disminuye la proliferaciéon de tejido en la obscuridad, mientras que en la luz la aumenta, esto es
debido a que en presencia de luz, es hidrolizado a 4cido p-aminobenzodico. Riboflavina: es inhibidor del
crecimiento de raices. Vitamina E: ayuda a la formacion de callos que provienen de embriones y en cultivos

en suspension, ayuda a la viabilidad de células (5).

3.1.4.3 Reguladores del ¢recimiento

En cultivo de tejidos se utilizan propiamente cuatro grupos (5):

A, Auxinas: las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que tienen en comun la
capacidad de producir un agrandamiento y alargamiento celular; sin embargo, se ha encontrado al mismo
tiempo qué promueven la division celular en el cultivo de tejidos (10) . Entre las auxinas tenemos: AIB
(4cido indolbutirico), se utiliza en un rango de 0.1 - 10 mg/l; AIA (4cido indolacético) se utiliza en un rango
de 0.1 -10 mg/l; ANA (4cido naftalenacético);, 2,4-D (4cido 2.4-Diclorofenoxiacético), PCA (4cido

paracloro fenoxiacético), se utiliza en un rango de 0.001 -10 mg/l (5).

Existen varias | auxinas Ilamadas “naturales”, que incluyen AIA, indol-3-acetonitrilo, etilindol-3-
acetato, indol-3-carboxialdehido, indol-3-acetaldehido, indol-3-acetamida, 4cido indol-3-carboxilico, acido
indol-3-propidnico, dcido 5-hidroxilindol-3-acético, 4cido indol-3-acetilas-partico, y otras; es probable que, a
medida que s realicen més investigaciones, se descubran mas sustancias de >sta naturaleza. De las auxinas

“naturales”, el AIA es el compuesto de mayor utilizacion.



m

8

También se utiliza ampliamente un buen niimero de sustancias que provocan un efecto fisiolégico

similar y que se han producido sintéticamente (12),

B. Citocininas: Skoog et al, {1955) propusieron el término cinina comd un nombre genérico
para sustancias naturales y sintéticas que presentaban los mismos tipos de actividad bioldgica que la cinetina
6-furfuril-aminopurina (Miller ef ai., 1956). Con el fin de evitar confusién con el término cinina, segin se
utiliza en los sistemas animales, un poco mas tarde se adoptd la palabra citocinina para designar las

sustancias de division celular (12).
Las citocininas: promueven la divisién celular y organizacién de callos. Las més utilizadas son: BA
(benciladenina): cinetina y zeatina, en concentracion de 0.03 - 30 mg/l. La BA es la citocinina de empleo mas

generalizada. La cinetina estimula la formacion de brotes y yemas adventicias (5).

C. Acide giberélico: luego de su aislamiento a partir del hongo Gibberella figikuroi, el 4cido

giberélico (AG) se convirtio en un tema de intensa investigacion, aunque la adicion de este compuesto a los-
medios de cultivo de tejidos ha sido ocasional a pesar de sus efectos fisioldgicos tan amplios. Se sabe que
hay varias giberelinas, relacionas con el AG, que son productos complejos del metabolismo del hongo o de
plantas superiores, y que son capaces de intervenir en el crecimiento de muchas plantas ocasionando

especialmente un alargamiento celular (12).

El 4cido giberélico promueve la elongacién y reprime la formacion de brotes de cualquier clase de

tejido organizado (5).

D. Acido abscisico: se utiliza en casos muy especiales, estimula la sincronizacion durante la

embriogénesis en ciertos cultivos, tambiéa inhibe el crecimiento (5).

3.1.44 [Interaccién de reguladores de crecimiento

En micropropagacién, principalmente se utilizan citocininas y : inas come reguladores de
crecimiento. Lo mds importante es la proporcion y cantidad de las mismas, las cuales se mencionan en el
cuadro 1 (29).



Cuadro 1. Interacecion de reguladores de crecimiento.
Relacién para la formacidn o inhibicidn de yemas adventicias
Promocion Auxinas < citocininas
Inhibicién . Auxinas > citocininas

Relacion para la formacidn o inhibicidn de raices adventicias
Promocion ' Auxinas > citocininas
Inhibicion . Auxinas < citocininas

Relacion para la formacion o inhibicion de de diferenciacion de callos
Promocion Auxinas > citocininas
Inhibicién ‘Auxinas < citocininas

3.1.45 AminoAcidos

Ningin aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro, si embargd existen varios que
se han utilizado experimentalmente. Los aminodcidos proporcionan una fuente inmediata de nitrogeno al
tejido y su asimilacién puede ser mas rapida que el nitrégeno inorganico proporcionado por el medio. Los
aminoacidos también pueden actuar como agentes qﬁelantes. A continuacién se _indjcan las funciones
principales de los aminodcidos en sistemas in vitro. La glutamina y asparagina son transportadores de
nitrégeno. L-arginina estimula raices. L-serina es empleada en cultivo de microsporas y L-cisteina €s un

agente reductor (5).
3.1.4.6 Carbohidratos

Son utilizados como fuente de energia y como reguladores osmdticos. Sacarosa es el azdcar empleado

universalmente. Le siguen en importancia glucosa, maltosa, rafinosa, fructuosa, galactosa, manosa y lactosa

(5>
3.1.47 Agua

El agua utilizada para la preparacion de soluciones debe sc. bidestilada, tridestilada o -

desmineralizada, de cualquier forma el empleo de un destitador de vidrio es requerido en la destilacion final.
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3.1.4.8 Agentes solidificantes

Comtinmente se ha empleado el agar como un sistema de "soporte” para la preparacion de medios

sdlidos o semisolidos. Las ventajas que representa el agar son:

A)  Con agua el agar forma geles que se derriten a 100 grados centigrados y se solidifican a 45
grados centigrados. Esto significa que este gel es estable a todas las temperaturas de -
incubacidn,

B)  Elagar no es alterado por las enzimas vegetales.

C)  Elagar no reacciona con los constituyeates del medio.

D)  No interfiere con la movilizacidn de los constituyentes del medio.

Otros compuestos se han empleado para substituir el agar, sin embargo, pocos han tenido éxito.

Posiblemente el que més popularidad ha alcanzado es el "Gelrite" (5). '

3.1.4.9 Suplementos no definidos

Algunos de los suplementos utilizados han sido:

A. Levadura y extracto de malta: [a levadura y el extracto de malta de cebada generalmente se
suministran en concentraciones de 0.5%'hasta 1% v/v. Estas dos sustancias se pueden considerar también

como buenas fuentes de nitrégeno reducido y de precursores potenciales de las adenil-citocininas. (5,12).

B. Agua de coco: un paso importante en el desarrollo de las técnicas actuales par:i estimular la
division celular de explantes fue la observacitn de que el agua de coco (AC), a niveles relativamente baj 0s
(3% - 10% v/v), podia interactuar con las auxinas y promover el crecimiento, en situaciones en que por si
sola era ineficiente. El uso del AC y de 2,4-D en tubéreulos de papa (Steward e al,, 1951) y del ACy ANA

por Morel ef al. {1951) en las monocotiledoneas, fueron otros progresos importantes (12).

El agua de coco es un medio muy complejo, con una amplia g« .a de componentes orgdnicos e
inorganicos; tiene buena capacidad de amortiguacion (buffer) y no es raro encontrar sales en ella. Aunque el
AC es muy rica en magnesio y fosfato, no todos los elementos minerales que contiene son indispensables, y

se pueden reemplazar por un medio salino basal. El contenido de aziicar, de alrededor de 2.5%, no es algo
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fuera de lo comin y se puede reemplazar (se han identificado sustitutos como glucosa, fructosa, sacarosa y
otros azicares). Adicionalmente, se encuentra en ella nitrégeno no protefnico solubre en forma de
aminodcidos (12).

C. Caseina Hidrolizada (CH): la CH digerida enzimaticamente se ha utilizado de forma
rutinaria como un suplemento de medios de cuitivo para plantas (Steward er al.., 1954), se prefiere esta

caseina porque la hidrolisis dcida destruye el triptéfano presente en la sustancia (12).
D. Antioxidantes, como ¢l acido ascarbico.
E. Absorbentes como el carbén activado (5).

3.1.5 FACTORES FISICOS DEL AMBIENTE EN LOS CULTIVOS

La luz y la temperatura son los principales factores del ambiente de los cultivos. No se tocara la

humedad relativa ya que a menudo es cercana al 100% en los recipientes de cultivo (30).
3.1.5.1 Necesidades de luz

Los requerimientos de fuz se dividen en diferentes parametros: la potencia luminosa por unidad de
superficie (o intensidad) expresada en W/m cuadrado. La duracion de iluminacion expresada en horas/dia y
la calidad espectral de la luz recibida. En los tejidos cultivados, la fotosintesis no es una actividad necesaria, |
ya que la energia se proporciona en forma de gliicidos. Sin embargo, segun observaciones, la fotosintesis no
se suprime por completo sino que s6lo se reduce de manera considerable, tal vez por la presencia de azacares
en el medio. Ademas, la luz es indispensable para regular ciertos procesos morfogenéticos, como lo

comprueban numerosos estudios (30).
A. Intensidad lwminosa
Algunos fracasos en los cultivos de tejidos han sido causados por usar una intensidad de tuz excesiva,

del orden de la que se utiliza en los fitotrones; 50 W/metro cuadrado, o sea, unos 10,000 lux. Por lo general,

en las salas de cultivo de tejidos, las intensidades luminosas varian de 5 a 25 W/metrc cuadrado (1000 a 5600

Tt
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lux) con uso muy comun de 10 a 15 W/metro cuadrado. A menudo, en la fase 3 de la multiplicacion
vegetativa se tiende a aumentar la intensidad luminosa para "fortalecer” y preparar a las plantulas que van a
ser trasladadas al invernadero (30).

B. Periodo de iluminacidn

En apariencia, no hay muchos datos relacionados con la influencia eventual del periodo de
iluminacion en 1a morfogénesis de los tejidos (sobre todo si ésta actta en forma anéloga a la fotoperiodicidad
en plantas completas). Parece que en la mayoria de los casos lo que mas importa es la cantidad de energia

luminosa recibida (intensidad x periodo de iluminacion).

En la practica, la mayoria de los cuartos de incubacion de tejidos tienen un periodo de ihiminacion
de 16 a 18 horas/dia (30).

C. Calidad de la luz

Los extraordinarios trabajos de Seibert (1975) demuestran que, en los callos de tabaco, la luz azul
(banda espectral de casi 467 nm) 0 violeta (banda espectral de 419 nm) induce la formacién de yemas, y que
la luz roja {(banda espectral de 660 nm) induce la rizogénesis. Estos resultados, asi como otros (R. Letouze)
indican que los procesos morfogenéticos 'son regulados por los pigmentos fotorreceptores: fitocromos y otros.
Por o tanto, seria interesante combinar dos tipos de tubos fluorescentes: uno, rico en radiaciones azules y
otro més rico en radiaciones rojas. Por lo general, la referencia "luz de dia de luyjo" es mds rica en
radiaciones azules 'y la referencia "blanco brillante de lujo" es mds rica en radiaciones '~-r0j-as; ademas es
necesario asegurarse con el proveedor de las curvas espectrales de emision. Por lo general, los tubos

fluorescentes blancos del comercio son suficientes (30).

Aunque la longitud de onda de luz influye, la divisién celular y la diferenciacién de drganos, en
micropropagacion, se aprovecha la luz blanca proveniente de tubos fluorescentes, excepto en casos
particulares (29).
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3.1.5.2 Influencia de Ia luz en el cultivo de tejidos

Las tres cualidades de la luz que tienen mayor influencia en el crecimiento y la morfogénesis in vitro

son: a) longitud de onda, y b) fotoperiodo.

Cada uno de estos atributos han tenido ambos efectos sobre la fotomorfogénesis y la fotosintesis. La
influencia puede ser directa, a través de la accion sobre los tejidos ya con un crecimiento in vifro, 0

indirectamente a través de la influencia de la luz sobre las plantas existentes (6).
A)  Longitud de onda (azuly cercano & luz ultravioleta)

Crecimiento de callos y morfogénesis. Algunas especies pueden ser iniciadas a través de callos y
crecen en la obscuridad, mientras que otros tejidos de plantas crecen mejor en condiciones de luz o en un

fotoperiodo regular.

Un estudio detallado por Seibert et al. (1975), demostré que Ia combinacién de ambos efectos de
longitud de onda y densidad de flujo pueden ser inportantes para el crecimiento y morfogénesis de callos.
Usando callos de tabaco, ellos demostraron que los tejidos pudieron crecer en la obscuridad aunque este
crecimiento estuvo estimulado y hubo formacién de retofios promovido por el gran alcance de luz cercana a
la ultravioleta (371 nm), en la irradiacién muy baja de 0.24 W m? (iluminacion de 90 lux), estuvo inhibida
cuando la densidad de flujo incidente estuvo mas de 1.5 W m? (540 lux); luz azul de longitudes de onda de
420 a 467 nm causd estimulacion en el crecimiento el cual fue médximo a3y 6 W m? (1080 y 2160 lux),

respectivamente (6).

La luz ultravioleta puede inducir actividad enzimdtica apecifiéa. Cuando un cultivo de células
libres de clorofila de perejil (Petroselinum hortense ) son irradiados con longitudes de onda de luz debajo de
350 nm (particularmente luz ultravioleta - U.V.- de 290 nm) hay cambios en la composicion de ARN

mensajero (6).

"t
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B}  Foteperiedo
Modos en que mﬂuye el fotopenodo en las plantas: a) rcgulando la cantidad de energla radiante

de la longitnd de exposicién de luz natural o luz artificial. b) a través de mecanismos controladores por
medio del cual fas plantas son capaces de reconocer cambios en €l medio ambiente. Por este proposito las

plantas son capaces de realizar cambios con relacién a la duracion de luz de cada dia (fotoperiodo) (6).
3153 Requerimieﬁtos de luz de las plantas
El crecimiento y el desarrollo de las plantas depende de la luz.
A. Fotosintesis

Los procesos por medio del cual la energia luminosa s convertida a energia quimica en la biosintesis

quimica de didxido de carbono y agua.

La energia en la fotosintesis se obtiene con iluminaciones de longitudes de onda entre 400 y 700 nm,
determinada por bandas ondulatorias de radiacién activa fotosintética {(RAF). La densidad de flujo foton
fotosintético (DFFF) o flujo foton fotosintético (FFF), por consiguiente, estdn frecuentemente usadas para
describir la densidad del flujo del fotén de 400 — 700 nm de luz (6).

B. Fotomorfogénesis, la luz inducida, desarrollo de estructura o forma

Fotomorfogénesis no necesariamente implica la absorcién de grandes cantidades de energia luminosa,
y usa sistemas receptores, el cual actia como un mecanismo intetmpto'r, colocando en movimiento los
procesos morfogenéticos caracteristicos de las plantas que crecen a la luz. De cualquier modo estos son
algunos sistemas fotomorfogenéticos, el cual requiere de exposiciones prolongadas de mayor luz irradiante

antes de que ocurran {6).
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C. Fototropismo, respuesta del crecimiento de las plantas la cual estd inducida por luz

unilateral

La fotosintesis, fotomorfogénesis y fototropismo son facilitados por pigmentos que se encuentran en

los tejidos, los cuales absorven la radiacion con determinada longitud de onda (6).
3.1.5.4 Influencia de la temperatura

La temperatura de los cuartos de incubacion de tejidos se regula en forma constante de 22-25 grados
centigrados. Esta practica es criticable puesto que la temperatura real de los tejidos en el interior de los
recipientes de cultivo puede ser mayor en dos a cuatro grados centigrados a fa del cuarto (segin mediciones
hechas con termopares). En la prictica se regula la temperatura del cuarto en dos grados centigrados por
debajo de la que se desee para los tejidos cultivados. Las especies de clima templado estdn "acostumbradas™
a temperaturas mas bajas que las especies tropicales. Por esta razon seria importante tener en los cuartos de
incubacion una temperatura del orden de 20 + 1 grados centigrados para las primeras y del orden de 25 + 1

grado dentigrado para las segundas (30).
3.1.6 CONCEPTO DE MICROPROPAGACION

La palabra micropropagacion, utilizada por primera vez en 1968 por Hartmann y Kester en su
conocido libro sobre propagacion de plantas, parece haber ganado una amplia aceptacion como término

general para designar varias de las técnicas utilizadas en la multiplicacién in vitro (13).

Originalmente, la micropropagacién se defini6 como "“cualquier" procedimiento aséptico que
comprenda la manipulacién, en las plantas, de organos, tejidos.o células que produzcan poblaciones de
plantulas v que permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la propagacién vegetativa no
aséptica que se practica convencionalmente. La micropropagacién . es préacticamente una multiplicacion

masiva in vitre (13,31).

La micropropagacion clonal implica que cada una de las plantulas que se produce pueda crecer y ser

fenotipica y genotipicamente idéntica a la planta original de la que se deriva (13).
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3.1.6.1 Concepto de clon

Actualmente el cadigo oficial de la nomenclatura de las plantas cultivadas define la palabra clon
como: "un conjunto genéticamente uniforme de individuos (que pueden ser de naturaleza quimérica)
originalmente derivados de un solo individuo medijante propagacién asexual; por ejemplo, por medio de
estacas, divisiones, injertos o apomixis obligada. Los individuos propagados a partir de la mutacion

perceptible de una yema forman un cultivar diferente de la planta progenitora”.

Tal vez sea apropiado sefalar que la palabra quimera, aplicada por primera vez a las plantas por el
botinico aleméan Hans Winkler, se refiere a una planta cuyos tejidos o células corresponden a dos o mas
ideotipos o al total de los determinantes hereditarios, ya sean cromosémicos o extracromosémicos; los

ideotipos diferentes pueden ser causados por mutacion somatica, segregacion o injerto (13).
3.1.,6.2 Fines del cultivo de tejidos vegetales

Los principales fines del cultivo de tejidos vegetales son tres: el primero es la micropropagacion
masiva, el segundo es el mejoramiento genético y el tercero es la produccion de metabolicos secundarios

(29). Debido a la finalidad de la investigacion solo trataremos sobre el primer aspecto.
A, Micropropagacién masiva’

Basicamente, todas las células vegetales poseen la caracteristica de Ia totipotencia, ¢s decir, la
capacidad de desarrollar una planta completa mediante el proceso de regeneracion. Existen técnicas
convencionales de propagacién que utilizan esta caracteristica particular de las plantas, tal como la
injertacién con todas sus variantes. Asi también la técnica de cultivo de tejidos vegetales utiliza esta
caracteristica, aunque mads eficientemente que las técnicas tradicionales, debido a que proporciona un

ambiente artificial favorable para el desarrollo de las plantas (29).

3.1.6.3 Ventajas de la micropropagacién masiva en comparacién c~n los sistemas convencionales

de propagacion:

- Incremento acelerade del niimero de plantas derivadas por genotipo.
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- Reduccion del ticmpo de multiplicacion.

- Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una superficie reducida, a bajos costos y
en tiempos econdnomicamente costeables.

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

- Facilidad para transportar el material in vitro de un pais a otro, con menos restricciones aduaneras.

- Posibilidad de multiplicar ripidamente una variedad de la cual sélo existan pocos individuos.

- Normalmente, se eliminan diversas enfermedades en el proceso, por consiguiente, facilita la

produccién y la calidad de las plantas. _

Se puede propagar en cualquier época del afio y/o ambiente.

Permite planificar la produccié'n de acuerdo con la demanda (29,31).

3.1.6.4 Pasos en Ia Micropropagacién

Murashige (18) ha propuesto tres pasos fundamentales para micropropagar eficientemente una
especie: A) el establecimiento aséptico del cultivo, B) su multiplicacién y C) el enraizamiento y la
preparacion del inéculo para su trasplante al suelo. A continuacion se discutiran estos pasos con mayor

detalle.
A. Establecimiento del cultivo aséptico

Una vez seleccionado el mejor explante se requiere desinfectarlo superficialmente; la razén: en el
medio de cultivo pueden crecer microorganismos, principalmente bacterias y hongos, que competiran
ventajosamente con el explante. Para esta desinfeccion se han empleado diferentes compuestos, siendo los
mds comunes las soluciones de hipoclorito de sodio y de calcio, el peréxido de hidrégeno, el nitrato de plata,
el cloro comercial, el alcohol a diferentes porcentajes, y otros. La seleccion y concentracién de los
desinfectantes y el tiempo de desinfeccién se determinan, en gran medida, por las caracteristicas del explante;

en la practica, se establecen experimentalmente por ensayo y error (31).
B. Crecimiento del inoculo

El estado de crecimiento, el explante se multiplica con la formacion de callos o sin ella, segin las

condiciones de cultivo. La fase intermedia de formacion de callos se evita cuando se tienen fines de

"y
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micropropagacion debido al hecho, ya ampliamente conocido, de que las plantas provenientes de callos
presentan diferentes grados de variacion; ésta puede ser de tipo epigenético o corresponder a mutaciones

verdaderas.

Es importante cousiderar también que la fase de crecimiento puede deberse a la divisién de las

células, al aumento de su tamafio o & ambas cosas (31).
C. Enraizamiento de los brotes y preparacién para su trasplante

El proceso de enraizamiento en los brotes propagadés in vitro requiere generalmente del trasplante a
un medio de cultivo con menos concentracjéh de sales. El medio de Murashige ef al. (1962), por ejemplo,
diluido al 50% ha dado resultados positivos en diferentes especies, asimismo, se requiere cambiar el batance
hormonal, esto es, disminuir las citocininas y aumentar las auxinas exdgenas ha sido suficiente estimulo para

la diferenciacion del sistema radical (27).

Si el sistema radical fue diferenciado in vitro, las plantas no se pueden trasplantar directamente a las
condiciones de invernadero sin una paulatina adaptacion a las condiciones del suelo. A este periodo de

adaptacién se le ha denominado periodo de endurecimiento.

De acuerdo con los procedimientos seguidos por Villalobos y Thorpe (31) con especies anuales,
leflosas y suculentas, las plantas obtenidas in grg_g se deben lavar cuidadosamente para eliminar todos los
residuos de agar, que pueden ser una fuente de contaminacién. Posteriormente, s trasplantan a recipientes
con suelo estéril y se cubren con boisas de polietileno, que se van perforando gradualmente hasta que queden
eliminadas completamente en un periodo de 15 a 20 dias; esto se hace con el objeto de adaptar
pauiatinémente las plantas a las condiciones del invernadero. Durante esta fase de endurecimiento, las
plantas se riegan preferentemente con medio de cultivo diluido al 50% y posteriormente se sustituye esta

férmula de riego por soluciones nutritivas menos complejas (31).
3.1.6.5 Factores que Influyen er la Micrepropagacién

Existen diferentes factores que determinan el éxito en los sistemas de micropropagacion. A
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continuacién se mencionan aquéllos més importantes acerca de los cuales se ha acumulado mayor

informacion (31).
A. Planta que dona el explante

El estado fisiolégico de la planta que da el explante (planta madre) influye significativamente en su
capacidad morfogenética. Se ha encontrado, por ejemplo, que los requerimientos nutricionales y hormonales

difieren cuando los tejidos cultivados provienen de plantas en diferentes edades fisiologicas.

Asimismo, se ha observado que la edad fisiolégica del explante tiene gran influencia en la
morfogénesis. Se sabe que mientras mds joven y menos diferenciado esté €l tejido que se va a sembrar,

mejor ser4 la respuesta ir vitro (31).
B. El Explante

Como se mencioné anteriormente, el explante es una parte de un tejido o de un 6rgano que se aisla del
resto de la planta con fines de cultivo. La seleccion del explante puede hacerse teniendo en cuenta el sistema

de propagacion de la planta,

El tamafio del explante no tiene aparentemente mayor influencia. Solamente en el caso de que se
pretenda obtener plantas libres de virus, los meristemas (sin primordios foliares) tienen una alta probabilidad
de diferenciar plantas libres de estos patdgenos, sin embargo, es mas dificil regenerar de ellos plantas

completas (31).
C. Factores fisicos

Aun cuando muchos factores pueden influir en la micropropagacion, los factores fisicos juegan un

papel determinante; la luz y la temperaturei han sido los factores fisicos mds extensivamente estudiados.

El papel de la luz en la diferenciacién involucra varios componentes como son la intensidad, el
fotoperiodo y la calidad; aunque se reconoce la importancia morfogenética de estos componentes, los

estudios realizados con el fin de analizarlos son escasos (31).
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D, Medio de cultive

De acuerdo con Gamborg et al. (1976) el éxito en el cultivo de tejidos depende de fa seleccion del

medio de cultivo, incluyendo su composicién quimica y su forma fisica (31).
'3.1.7 DESCRIPCION DEL CULTIVO DE LA PAPA

4.1,7.1 Clasificacion botanica

DIVISION Tracheophyta

SUBDIVISION Pynophytina (Gymnospermae)
SUBCLASE Dicotiledoneas

ORDEN Polemoniales

FAMILIA ~Solanaceae

GENERO Solanum

ESPECIE tuberosum (10).

3.1.7.2 Organografia de la planta

La papa es una planta suculenta, herbicea y anual por su parte aérea, y perenne por sus tubérculos
(tallos subterrdneos) que se desarrollan al final de los estolones gue nacen del tallo principal. Posee un tallo
principal, v a veces varios tallos, segin el nimero de yemas que hayan brotado del tubérculo. Los tallos son

de seccidn angular, y en las axilas de las hojas con los tallos se forman ramificaciones secundarias.

Las hojas son alternas, igual que los estoiones. Las primeras hojas tienen aspecto de simples, vienen
después las hojas compuestas, imparipinadas con 3-4 pares de hq]uﬂlas laterales y una hOJuela terminal.
Entre ias hojuelas laterales hay hojuelas pequeﬁas de segundo orden.

Las rafces se desarroilan principaimente en verticilo, en los nudos ! tallo principal. Su crecimiento
es primero vertical dentro de la capa de suelo arable, luego horizontal de 25-50 cm, y a veces, cuando el
suelo lo permite, nuevamente vertical hasta 90 cm. La planta de papa posee un sistema radicular fibroso muy

ramificado. La inflorescencia es cimosa; las flores son hermafroditas, tetraciclicas, pentameras; el céliz es
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gemosépalo lobﬁlado; la corola es roticea pentalobulada del color blanco al pirpura, con cinco estambres.
Cada estambre posee dos anteras de color amarillo palido, amarillo mas fuerte o anaranjado, que producen

polen a través de un tubo terminal; gineceo con ovario bilocular.

El fruto es una baya bilocular de 15-30 mm de didmetro, color verde, verde-amariliento o verde

azulado. Cada fruto contiene aproximadamente 200 semillas.

El tubérculo de papa es un tallo subterraneo ensanchado, en la superficie posee yenias axilares en

grupos de 3-5 y protegidas por hojas escamosas (0j0s).

Una yema representa una rama lateral del tallo subterrineo. El tubérculo es un sistema
morfolégicamente ramificado; los ojos de los tubérculos tienen una disposicién rotada gltema desde el
extremo proximal del tubérculo (donde va inserto el estolon) hasta el extremo distal, donde los ojos son mas
abundantes. La yema apical del extremo distal es la que primero se desarrolla y domina el crecimiento de

todas las otras. A este fendmeno se le ha denominado "dominancia apical” (16).
3.1.7.3 Origen

De Candolle (1883) afirma que durante el periodo del descubrimiento de América, el cultivo de la
papa era practicado, con todas las apariencias de ser muy antiguo, en las regiones templadas de Chile hasta la
Nueva Granada. Nadie puede dudar, escribe, que la papa sea originaria de América; lo que se necesita es

determinar de qué parte de este vasto continente es (16).

Existe abundante evidencia arqueolégica que demuestra que la papa ha sido cultivada en la region
Andina de America del Sur desde tiempos muy antiguos. Se considera que el centro de origen habria estado
localizado en las tierras altas del Sur de Perii, en un drea comprendida entre el Cuzco y los alrededores del
tago Titicaca. De alli se habria difundido por el sur hacia Bolivia, Argentina y Chile, y por ¢l norte hacia

Ecuador, Colombia, Venezuela, Guatemala y México (21).

"
!
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3.1.7.4 Composicion quimica
A. Carbohidratos

Los carbohidratos de la papa incluyen almiddn, celulosa, glucosa sacarosa y pectinas. Los almidones
de la papa son amilosa y amﬂopectma en la proporcion de 1:3, segin Talburt y Smith (1959). El contenido
de carbohidratos v proteinas de las papas frescas es mucho menor que el de los cereales, la coccidn reduce las
diferencias (16).

B. Proteina

Bechara et al. (1967) analizaron variedades de papas de la Coleccién Central Colombiana y
encontraron valores de proteina desde 1.8 a 2.8%. De acuerdo con Talburt y Smitn ( 1959) el tubércuio de
papa contiene 1-2% de nitrogeno total en el producto seco; de este nitrégeno 1/2 6 1/3 estd presente como
proteina (N x 6.25). Las proteinas de la papa son casi exclusivamente globulinas, El valor biologico de la
proteina de la papa es superior que el de la mayoria de las otras fuentes vegetales y comparable al de la leche
de vaca. Su alto contenido de lisina hace de la proteina de la papa un complemento muy valioso para las

dietas con base en cereales que generalmente son bajas en este aminodcido (1 1,16).

C. Fibra

De acuerdo con Burton (1966) el contenido en fibra de las variedades de papa tiene valores que
fluctian de 1-10% con un valor normal aproximado de 2-4% de materia seca. Bajo la denominacion de fibra
se incluye: fibra cruda, celulosa, hemicelulosa y sustancias pécticas (16).

D. Minerales

El tubérculo de papa contiene los siguientes minerales: potasio sodio, magnesio calcio, hierro,
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E. Vitaminas

La papa es una buena fuente de vitamina C, regular en niacina y tiamina, y baja en vitamina A y
riboflavina (16).

F. Grasa
El contenido en grasa de la papa es muy bajo y llega a 0.1% del peso fresco (16).
G. Alcaloides

Los glicoalcaloides solanina y chaconina en dosis bajas son considerados constituyentes normales del

tubérculo de papa (16).

3.1.7.5 Importancia

La papa es un cultivo de importancia mundial y es una parte integral de la dieta alimenticia de una

| gran proporcién de la poblacién mundial. Debido a su produccion se encuentra en el quinto lugar entre los

cultivos de mayor importancia detras de: trigo, arroz, maiz y cebada. Las papas contienen 12 vitaminas
esenciales y minerales incluyendo und alta cantidad de vitamina C. Una papa de un mediano tamafio
contiene por lo menos el 65% de vitamina recomendado por U.S. Federal (8). '
3.2 MARCO REFERENCIAL
3.2.1 Caracteristicas de los materiales experimentales

3.2.1.1 Clones de papa

A. Loman

Clon bastante demandado en el mercado, pero debido a la de_gradaciéh que ha ido sufriendo la semilla

se ha vuelto muy suceptible al ataque de tizon tardio por lo que requiere la utilizacién de pesticidas para

ey
N
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poder convivir con esta enfermedad, fo que reduce rendimientos ¢ incrementa costos, tiene un porcentaje de

materia seca de 17-20%.

Caracteristicas:
- Altura de planta 0.6 2 0.7 metros.
- Susceptible al tizon tardio (Phytophthora infestans De Bay).

- Tubérculo alargado y ovoide.

- No florea.

- Qjos blancos superficiales.

- Color externo del tubérculo amarillo crema y color interno crema.

- Deos a cinco tallos por planta.

- Distancia de siembra: entre surcos 0.75 metros entre plantas 0.25 a 0.30 metros.
- Ciclo del cultive 70 a 90 dias.

- Rendimiento de 15 a 20 ton/ha.

- Altitud: 1900 a 2700 msnm (1,21).

'B. Ictafrit

El clon Ictafrit tiene su origen en Perd, y es el resultado del cruce experimental entre Solanum

andigena y 5. tuberosum. El objetivo era reducir el ciclo del cultivo en la regién Andina. En Guatemala se

ha cultivado a nivel de estaciones experimentales y algunos énsayos de campo. -
Caracteristicas

- Color de la piel blanco cremoso.

- Yemas color lila.

- Carnasa color crema.

- Tubérculo oblongo alargado (relaci6n2 : 1 con respecto al largo por ancho).
- Resistente al tizdn tardio (Phyiophthiora infestans De Bary).

- Contenido de materia seca mediano.
- Por su ciclo de cultivo se considera intermedio.© -

. Exelente para climas frios de dias cortos.
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Ciclo del cultivo 90 a 120 dias.
Materia seca de 18 a 24%.

- Altitud: 2300 a 3200 msnm,

Distancia de siembra: entre surcos 1a 1.10 metros entre plantas 0.30 metros.

Altura promedio de la planta 90 ¢m, con bastante ramificacién, debido a lo anterior es de que tiene
bastantes estolones largos por lo que requiere de una calza ancha y alta, caso contrario al clon
Loman.,

Rendimiento de 25 a 30 ton/ha (9).

3.2.1.2 Medios de cultivo

A. La composicion de cada medio de cultivo se encuentra en ¢! cuadro 1 y la elaboracion de los

medios basales se puede observar en el apendice I, IT y IIL

).

B. Medio "C" de propagacion en estado semisélido, del Centro Internacional de la Papa (CIP)

Utiliza el Medio Murashige y Skoog (1962) modificado por el CIP mds los siguientes ingredientes:

- Acido fdlico L0 mgl

- Agua de coco 50.0 cm cubicos
- L-arginina HCI 40 mgl

- Pantotenato de calcio 20 mgl

- Putrescina HCI 10,0 mgl

- Sacarosa 330 %

- Agar 0.8 %

C. Medie "C" de propagacién en estado liquido, del CIP (4).

Utiliz4 €l medio Murashige y Skoog (1962) modificado por ¢l CIP més los ingredientes del medio de |

cultivo anterior, con la tnica diferencia de eliminar el agar de éste medio de cultivo.
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D. Medio "D" de propagacion en estado semisélido, det CIP (4 ).
Utiliza el medio Murashige y Skoog (1962) modificado por el CIP mas los siguientes ingredientes:

Acido giberélico - 0.1  mgl

- " Sacarosa 25 %

- Agar 08 %
E. Medio "D" de propagacién en estado liquide, del CIP (4).

Utiliza el medio Murashige y Skoog (1962) modificado por el CIP més los ingredientes del medio de

cultivo anterior, con la tnica diferencia de eliminar el agar de éste medio de cultivo.
F. Medio "I" de propagacion en estado semisélido, del CIP (4).

Utiliza el medio Murashige y Skoog (1962) modificado por el CIP mas los siguientes ingredientes:

: Acido giberélico - 04 mg/
- Acido naftalenacético 001 mgl
. Bencilamino purina 65  mgl
- Pantotenato de calcio 20  mgl
- Sacarosa 20 %

G. Medio "I" de propagacidn en estadeo liguido, del CIP (4),

Utiliza el medio de cultivo Murashige y Skoog(1962) modificado por el CIP, mas los ingredientes

del medio de cultivo anterior, con la tinica diferencia de eliminar el agar de éste medio de culiivo.
H. Medio "P2"

El medio de cultivo "P2" fue desarrollado por el Ing. Ken Okabe. Y estd compuesto por los

macronutrientes de Ken Okabe, los micronutrientes de Murashige y Skoog (1962), las vitaminas de
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Gamborg BS (1967), Sacarosa al 3%, agar al 6%; mas los suplementos de agua de coco, acido folico, |-

arginina, pantotenato de calcio, putrescina HCI (19).
L. Medio "P7"

El medio de cultivo "P7" fue desarrollado por el Ing. Ken Okabe. Y estd compuesto por los
macronutrientes de Ken Okabe, los micronutrientes de Murashige y Skoog (1962), las vitaminas de
Gamborg B5 (1968), sacarosa al 3%, agar al 6%; mas los suplementos de agua de coco, dcido félice, L.-

arginina, pantotenato de calcio, putrescina HCI y ancymidol (19).

EI medio de cultivo P7, indica que ¢l suplemento de ancymidol a 0.4 ppm contribuye a frenar la
superdominancia de crecimiento. El ancymidol inhibe el funcionamiento de giberelina interna. Entonces,
éste medio de cultivo es eficaz para algunas variedades que tienen superdominaﬁcia, por la alta actividad de
la giberelina interna, sin embargo para algunas variedades de papa funciona mal, por lo tanto es posible que

induzca callosidad fuerte y prolongue el periodo de crecimiento (26).

RETARDADORES DE CRECIMIENTO DE PLANTA

Varios compuestos han sido producidos para inhibir el crecimiento de las plantas y ha sido .
demostrado que inhiben la biosintests del 4cido giberélico.- Estos compuestos como AMQ1618, CCC
(cloruro de clorocolina), fosfon D y ancymidol fueron llamados retardantes de crecimiento. El ancymidol
inhibe la -conversion de kaureno a kaurenol, como sc observa en la figura 1. Las giberelinas, como las
auxinas, pueden ser metabolizadas a giberelinas conjugadas con glucosa . El ancymidol tiene por nombre
quimico (a—Cyolopropyl~a—[4-meﬂwxyphcnyl]-S-pyrimidinemethanol), formula quimicaIClsHmNzOz Y peso
molecular 256.3 (25,28). |
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3.2.2 Estudios realizades de micropropagacion de papa (Selanum fuberosum L):
3.2.2.1 Estabilizacién del protecolo de micropropagacion para tres clones de papa

Okabe (26), realizé este estudio en el laboratorio de Biotecnologia del ICTA (Instituto de Ciencia y

Tecnologia Agricolas) durante los meses de abril de 1995 a septiembre de 1996.

En la fase de multiplicacion se estudiaron tres medios de cultivo: el medio C del CIP (Centro
Internacional de la Papa), medios P2 y P7, desarrollados por Ken Okabe (cuadro 4); con los clones Ictafrit,

Loman e ICTA Chiquirichapa. Los resultados fueron los siguientes:

A. Con el medio de cultivo C del CIP, con los clones Ictafrit y Loman, se observo callosidad.
Esta callosidad atraso la formacion de yemas y raices, el clon ICTA Chiquirichapa formé yemas y raices, sin

embargo, los tallos fueron delgados y los entrenudos fueron largos.

B. En el medio de cultivo P2, todos los clones se desarrollaron bien, sin embargo, las yemas aun
fueron delgadas. Los clones Ictaftit y Loman formaron tallos gruesos y més hojas, es decir, que los
'entrenudos fueron mas cortos y el nimero de nudos se incremento. La reduccion de NH4NO; en el medio dg
cultive P2 contribuye a mejorar el crecimiento in vi{ro en los clonés. La sustitucion de iones de nitr(')gend
por otro reactivo es para cubrir el lugar del aménio, sin embargo, en el clon Ictafrit no se soluciond el

problema de superdominancia de crecimiento por ¢sta modificacion.

C. En el medio de cultivo P7, con ¢l clon Loman, se observo callosidad y se atrasé el desarrollo
de organos. Los clones letafrit e ICTA Chiquirichapa crecieron en mejor forma y se detuvo la
superdominancia de crecimiento. El medio de cultivo P7 indica que ¢l suplemento de ancymidol con 0.4
ppm contribuye a frenar la superdominancia de crecimiento, el ancymidol inhibe el funcionamiento de
giberelina interna. Entonces, éste tratamiento es eficaz para algunas variedades que tienen superdominancia,
por la alta actividad de la giberelina interna, sin embargo, para algunos clones funciona mal, por lo tanto s

posible que induzca callosidad fuerte y prolongue el periodo de crecimiento.

Tt
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3.2.2.2 Evaluacién del efecto de 1a reduccién de NH,;NO; e incremento de KNG; en fos
medios de cultivo de Ken Okabe para la propagacion in vitre de papa de l¢s clones

Ictafrit y Loman.

Okabe (19) reatizo este estudio en el faboratorio de Biotecnologifa del ICTA. En ¢sta investigacion se
modific el protocolo del CIP para mejorar el crecimiento de algunos clones que no crecieron bien en el
med-idrecomendado por el CIP. El clon Loman tiene problemas de fuerte callosidad en el medio de
multiplicacién D del CIP. El clon Ictafrit tiene problemas de bajo porcentaje de aclimatizacion debido a

delgadez de las planfas. Esta investigacion se realizd con el objetivo de resolver éstos problemas.

Los materiales de papa utilizados fueron los clones Ictafrit y Loman, se mantuvieron entre 21 y 24
grados centigrados, durante un fotoperiodo de 18 horas luz y 6 horas de obscuridad. Los medios de cuitivo
evaluados fueron: Pt, P2, .P.7, P8 v P9 de Okabe (cuadro 2). La formula de Ken Okabe se evalué para
observar ¢l efecto de reducir el NH,;NO; e incremento del KNOs; como complemento de fa fuente de

mitrogeno.

Cuadro 2. Serie de medios de cultivo para micropropagacion de papa.

Codigo | Macro Micro | Vitaminas | Citocinina | Sacarosa Agar Otros
mg/] % % mg/i
Pl KO MS BS5 - 3 0.6 -
P2 KO MS BS5 - 3 0.6 - F-CIP
P7 KO MS BS - 3 0.6 F-CIP Ancymidol 0.4
P8 Y2 NMS MS B3 - 3 0.6 F-CIP
P9 | NMS| MS B5 - 3 0.6 -

Nota: Todos los medios se ajustaron a pH entre 5.7y 5.8. En lugar de agar se puede usar Phytaget a la mitad de concentracion.

Los res-u-ltadbs fueron los siguientes: el clon Loman crecié en una mejor forma en el medio P2y
formo fuerte callosidad en el medio P7. Los otros medios funcionaron menos que el P2. Por el contrario el
clon Ictafrit crecié mejor en el medio P7. Considerando éstas observaciones, se puede concluir lo siguiente:
a) La callosidad de las plantas de papa se puede controlar por medio de la reduccion de amonio. b) La
aplicacion de ancymidol controla la velocidad del crecimiento y engrosamiento de los tallos. ¢) La
aplicacion de ancymidol puede causar caliosidad para algunos clones. Se crer que el ancymidol tiene efecto
sobre las giberelinas y la delgadez de las plantas ocurre por fuerte efecto de giberelina, por lo que por medio
del ancymidol se puede controlar el crecimiento y engrosamiento de los taltes. El clon Ictafiit crece muy

rapido, pero se observa delgadez y pocos nudos. Con la inhibicion de giberelina por ancymidol se consiguio,
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en 20 dias, los siguientes resuitados: se aumento el nimero de nudos, la velocidad de crecimiento se redujo y.
se engrosaron los tallos. Después de 20 dias volvieron a crecer rapido y delgado. En ésta fase, las yemas
crecteron aproximadamente cinco centimetros, con bastantes raices. Es recornendable que se aclimaten antes
de terminar el efecto del ancymidol. El clon Loman tiene una alta tasa de aclimatacion y la bifurcacion de

talio es poca, por el contrario, Ictaffrit es débil para aclimatacion.
3.2.2.3  Estabilizacién del protocolo de microtuberizacion para tres clones de papa.

Okabe (26), realizo este estudio en el laboratorio de Biotecnologia del ICTA (Instituto de Ciencia y

Tecnologia Agricolas) durante los meses de abril de 1995 a septiembre de 1996.

En la fase de microtuberizacién se estudiaron tres medios de cultivo: los medios P3, P5 y P6

desarrollados por Ken Okabe (cuadro 3).

Cuadro 3. Serie de medios de cuitivo para microtuberizacién de papa.

Cadigo Macro Micro Vitaminas | Citocinina | Sacarosa | Agar Otros
: mg/l % % mg/]
P3 KO MS NN+AP1 - 9 |- -
P5 KO MS NN+API - 9 - Ancymidol 0.83
P6 KO MS NN+AP2 BA 0.05 9 - Ancymidol 0.83

Nota: todos los medios se ajustaron a pH entre 5.7 y 5.8. En lugar de agar se puede usar Phytagel a la mitad de concentracion.

En los resultados se observé que en todos los medios de cultivo hubo formacion de microtubérculos,

sin embargo, la formacion de tubérculos no se observo en cada yema.

A. En el medio de cultivo P3 s¢ observé menor niimero de tubéreutos en comparacion con los

otros dos medios de cultivo. Relativamente, el tamafio de los tubérculos fue de mediano a grande.

B. En el medio de cultivo P5 la mayor parte de las yemas formaron de uno a tres tubérculos. El

suplemento de ancymidol funciono eficaz en cada clon.

C. En el medio de cultivo P6, el clon ICTA Chiquirichapa tuvo la tendencia de formar mas
tubérculos que en los otros medios de cultivo. En los otros dos clones no se observé diferencia significativa
en la proporcion de la formacion de tubérculos. El clon Ictafrit formé callosidad encima de los tubérculos,

¢ste clon tuvo la tendencia de formar los tubérculos mas pequeifios que en los medios de cultivo P3 y P5.
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3.2.2.4 Producciin de plantas de papa libres de los virus X, Y, ¥ S, a traves del cultivo de

meristemos y el uso de termoterapia aplicada a plantas enfermas con c:itos virus.

Zufiiga (32), realiz6 la investigacion en las instalaciones del laboratorio de Cultivo de Tejidos de la

Facultad de Agronomia de ia Universidad de San Carlos de Guatemala.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: para preservar la plantas sanas obtenidas se indujo la
formacion de tuberculillos, para lo cual previamente se evalué el efecto de 0 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm, 7 ppm y
10 ppm de Bencilaminopurina (BAP) en la induccion de tubéreulos, para lo cual se evaluo el nimero y peso
de tubérculos producidos a los 40 dias de tratamiento. Se obsérvé que el tratamiento de 10 ppm de BAP
induce el mayor nimero de tubéreulos y que existe un efecto directamente proporcional en funcién del
namero y la dosis de BAP. Los mejofes pesos por tubérculo se obtuvieron en los tratamientos que
presentaron las medias de nimero menor, siendo ¢l tratamiento de 2.5 ppm el que mejor peso por tubeérculo

presento.
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4. OBJETIVOS

Evaluar el efecto de nueve medios de cultivo, dos intensidades luminicas de incubacién y dos edadges

de siembra sobre ¢l crecimiento ir vitro del clon Ictafrit.

Evaluar el efecto de nueve medios de cultivo, dos intensidades luminicas de incubacion y dos edades

- de siembra sobre el crecimiento inz vitro del clon Loman.

1
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5. HIPOTESIS

Para la propagacion in vitro de microesquejes del clon Ictaffit existe una combinacion de medio de
cultivo y una intensidad luminica de incubacion, que es consistente a través de dos edades de sicmbra,

y que produce una mayor tasa de crecimiento.

Para la propagacion in vitro de microesquejes del clon Loman existe una combinacion de medio de

cultivo y una intensidad luminica de incubacién, que es consistente a través de dos edades de siembra,

-y que produce una mayor tasa de crecimiento.
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6. METODOLOGIA
6.1 = Localizacion del experimento

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), ubicado en el kilometro 21.5 carretera hacia Amatitian, Barcenas,
Villa Nueva, Guatemala.

6.2 Manejo del Experimento
6.2.1.: Preparacion del medio basal (MB)

La preparécién del medio basal se realizo de acuerdo al consumo y las facilidades disponibles en el
laboratorio (ver apéndice LI y III). En la investigacion se requirié: 1.2 litros del medio MS, 7.2 litros del
medio MS modificado por el CIP, 1.2 litros del medio P2, y 1.2 litros del medio P7.

6.2.2 Preparacién de medios de cultivo

Una vez elaborado el medio basal se procedié a preparar los medios de cultivo, y distribuirlos a los
tubos de cultivo. En cada tubo de cultivo se colocéd 10 ml de medio de cultivo, posteriormente los medios
con o sin gelificantes se esterilizaron en autoclave a 121 grados centigrados, durante 20 minutos a una
" presion de 103.4 kP (15 libras por pulgada cuadrada) (4).

6.2.3 Seleccién del material

Los clones de papa utilizados fueron plantas in vitro, que se conservan cn el jaboratorio de
Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA). El explante utilizado fue un
microesqueje proveniente de una etapa fenologica joven.

6.2.3.1, Aleatorizaciéon

Los tratamientos se aleatorizaron dentro de cada bloque, de la manera siguiente: se sorte6 ¢l orden de

i
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siembra en cada medio de cuitivo. Se sembré una repeticion por dia, lo que constituyé un blogue.
6.2.3.2 Siembra

Se realizd una siembra escalonada, sembrando una répe_ticién por clon al dia (72 unidades .
experimentales) durante diez dias consecutivos danto un total de 720 tubos de cuﬁivo sembrados. A los 30
| dias despué's de la siembra se tomaron datos de todas las variables de respuesta tmicamente a 3-60_ unidades
‘experimentales, lo que se le denominé edad de siembra 1; mientras que las plantas cn los otros 360 tubos de
cultivo nicamente se volvieron a micropropagar escalonadamente, en las mismas condiciones, en otros 360_
tubos de cultivo para tomar resultados a los 30 dias después de la siembra lo que se le denomino edad de
siembra 2. La edad de siembra 2 se realizd con la finalidad de establecer la cl(msisténtecia de los resultados

en las variables de respuesta.
16.2.3.3 Medicion de temperatura
Durante la etapa del experimento se tomaron temperaturas (méxima, media y minima) diarias en las
camas de crecimiento, en las dos intensidades luminicas de incubacién (1000 y 3000 lux), con unp
termohigrégrafo.
6.2.3.4 Condicienes ambientales de incubacién
Los materiales sembrados en los medios de cultive, se trasladaron a cuartos de crecimiento con una
temperatura de 20 grados centigrados, con intensidades luminicas de 1000 lux y 3000 fux _(segﬁn los
tratamientos) por lamparas fluorescentes de luz blanca marca Sylvania, daylinght de 40 W. Y un fotoperiodo
de 16 horas de luz y 8 horas de obscuridad. Las lamparas estaban a 22 centimetros de distancia de la parte
superior de los tubos de cultivo.
6.2.4 Medicion de la variable de respuesta

6.2.4.1 Peso fresco de tallo y raices

- ‘Para la toma de datos de estas variables s¢ procedié de la manera siguiente: a los 30 dias después de
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la siembra, se extrajeron las plantas con raices de los tubos de cultivo y posteriormente se les dié un lavado
para eliminar residuos de medio de cultivo, luego se pesaron las raices y el tallo en forma separada en

gramos.
6.2.4.2 Altura dela planta
Para la toma de datos de esta variable se procedié de la siguiente manera: a los 30 dias después de la
siembra, se extrajeron las plantas con las raices de los tubos de cultivo, luego se midi6 la distancia que hay de
la yema del explante a la parte mas alta de la planta, en centimetros.

6.2.4.3 Nimero de entrenudos

Se realizé un conteo del nimero de entrenudos por planta. Esta variable se tomé estando la planta

dentro del tubo de cultivo.

6.2.4.4 Longitud de entrenudos

Los datos de longitud de entrenudos se obtuvieron dividiendo la altura de planta entre el nimero de
entrenudos por planta. El rango adecuado de longitud de entrenudos para la micropropagacion es de 0.7a 2.0
centfmetros, con base en este rango se sclecciond la misma.

6.2.4.5 Numero de raices

Para la toma de datos de esta variable se procedié a contar el namero de raices primarias de la

planta.

6.2.4.6 Longitud de raices

Para cuantificar esta variable se obtuvo un promedio entre las longitudes de las raices primarias de

cada planta.

i
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6.2.5 Disefio Experimental

Debido a que existié una gradiente que fueron los dias de siembra, se utilizé ef disefio blogues al azar con

arreglo factorial, con 10 repeticiohes.

6.2.6 Factoresy niveles

6.2.6.1 Medios de cultivol

A.  MS
B. CS
C. CL
D. DS
E. DL

F. I8
G. 1IL
H P2
L. P7

Medio de cultivo Murashige y Skoog (1962)

= Médio de cultivo C del CIP en estade semiséhdo,

Medio de cultivo C del CIP en estado liquido.

= Medio de cultive D del CIP en estado semisolido. -

Medio de cultivo D del CIP en estado liquido.

Medio de cultivo [ del CIP en estado semisolido.

. Medio de cuitivo I del CIP en estado liquido. .

Medio de cultivo P2 de Ken Okabe (actualmente utilizado en el ICTA, TESTIGO).
Medio de cultivo P7 de Ken Okabe. ' |

6.2.6.2 Intensidades laminicas

A 1000 lux (actualmente utilizado en el ICTA, TESTIGO)
B. 3000 lux (recomendada por el CIP).

6.2.6.3 Edades de siembra

A Edad 1 = datos tomados a 30 dias después de ia siembra del explante. -

B. Edad 2= datos tomados a 60 dias después de la siembra del explante, despucs de un

subcultivo realizado a ios 30 dias en las mismas condiciones.
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6.2.7 Modelo Estadistico:

Yila = u+ Ai+ Bj+ Ck + ABij+ ACik+ BCjk+ ABCijx + Rt + Eiju

donde:
Yijkl =
u=
Ai=
Bj=
Ck=
ABij =

ACik =
BCjk =
ABCiijk =
Ri=
 Bijxl =

Variable de respuesta.

Efecto de la media general.

Efecto del i-ésimo medio de cultivo.

Efecto de la j-ésima intensidad Juminica.

Efecto de la k-ésima edad de siembra.

Efccto de la interaccion entre el i-ésimo medio de cultivo y Ja j-ésima intensidad -
luminica de incubacion.

Efecto de la interaccion entre el i-ésimo medio de cultivo y la k-ésima edad de siembra.
Efecto de la interaccién entre la j-ésima intensidad luminica y la k-ésima edad.

Efecto de la ijk-ésima interaccion de medio, intensidad luminica y'edad de siembra.
Efecto del 1-ésimo bloque. |

Error experimental asociado a la ijkl-ésima unidad experimental.

6.2.8 Unidad Experimental

Como unidad experimental se utilizé un tubo de cultivo de 25 x 150 mm, el cual contenia un

microgsqueje.

6.2.9 Tratamientos

Los tratamientos evaluados fueron 36 y se hicieron 10 repeticiones por tratamiento, los cuales suman

360 unidades experimentales por clon, dando un total de 720 unidades experimentales. Pero.debido a que fue

necesario establecer la consistencia de los resultados, se tomaron datos a los 30 y 60 dias déspués de la

 siembra,. por tal motivo se incremento el nimero de unidades experimentales a 1080. Los 36 tratamicntos de

cada clon se trabajaron en forma ihdependiente y se detallan en el cuadro 3.

ry
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Cuadro 4. Combinacién de los diferentes niveles de cada factor que forma un tratamiento.

Tratamiento Medio de | intensidad Edad de
Ntmero cuitivo Luminica siembra
1- MS X 1000 LUX X EDAD 1

. 2- MS X 1000 LUX X EDAD 2
3- MS P 3000 LUX X EDAD 1
4- MS X 3000 LUX X EDAD 2
5- CS X 1000 LUX X EDAD 1
6- CS X 1000 LUX X EDAD 2
7- CS X 3000 LUX X EDAD 1
8- CS X 3000 LUX X EDAD 2
9- CL X 1000 LUX X EDAD 1
10- CL X 1000 LUX X EDAD 2
11- CL X 3000 LUX - X EDAD 1
12- CL X 3000 LUX X EDAD 2
13- DS X 1000 LUX X EDAD 1
14- DS X 1000 LUX - X EDAD 2
15- DS X 3000 LUX X EDAD 1
16- DS X 3000 LUX X EDAD 2
17- DL X 1000 LUX X EDAD 1
18- DL X 1000 LUX X EDAD 2
19~ DL X 3000 LUX X EDAD 1

- 20- DL X 3000 LUX X EDAD 2
21- IS X 1000 LUX X EDAD 1
22- IS X 1000 LUX X EDAD 2
23~ 1S X 3000 LUX X EDAD 1
24- IS X 3000 LUX X EDAD 2
25~ I X 1000 LUX X EDAD 1
26- IL X 1000 LUX X EDAD 2
27- IL X 3000 LUX X EDAD 1
28- L X 3000 LUX X EDAD 2
29- P2 X 1000 LUX X EDAD 1
30- P2 X 1000 LUX X EDAD 2
31- P2 X 3000 LUX X EDAD 1
32- P2 X 3000 LUX X EDAD 2
33- P7 X 1000 LUX X EDAD 1
34- P7 X 1000 LUX X EDAD 2
35- P7 X 3000 LUX X EDAD 1
36- P7 X 3000 LUX X EDAD 2

40



Cuadro 5. Composicién quimica de cada medio de cultivo.
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COMPONENTES Contenido en cada medio de cultivo (mgfitro)
A B C D E F G H I

{NH,),S0, — — —_ — — — e 67 67
MgS04-7H,0 370 370 370 370 370 370 370 435 310
CaCl,-2H,0 440 - 450 450 450 450 450 450 295 295
KNO; 1900 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2450 2200
NHJNO3 1650 1750 1750 1750 1750 1750 1750 | 4125 4125
NaHPQO,4-H0 — —— — —_ -— —— — 75 75
KH,PO, 170 175 175 175 175 175 175 85 85
FeS0,4-7H,0 27.8 27.5 275 27.5 27.5 275 27.5 278 275
Na;-EDTA 37.3 37.5 375 375 375 37.5 37.5 37.3 375
MnSO,4-4H50 223 25 25 25 25 25 25 223 223
ZnS04-7H0 8.6 10 10 10 10 10 10 8.6 8.6
CuS04-5H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 | 0.025 | 0.025 0.025
CoCi-6H,0 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 | 0025 | 0.025 0.025
K| 0.83 1 1 1 1 1 1 0.83 0.83
HiBO, 6.2 5 5 5 5 5 5 6.2 62
Na,MoQ4-2H-.0 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25
Glicina 2 2 2 2 2 2 2 e -—
Tiamina-HCI 0.1 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 10 10
Piridoxina-HC! 0.5 05 0% 0.5 0.5 0.5 05 1 1
Acido nicotinico 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 1 1
Inosito] 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Sacarosa 30000 | 30000 | 30000 | 25000 25000 | 20000 | 20000 | 30000 | 30000
Agar 8000 8000 — 8000 m— 8000 ——— 7000 7000
pH 58 58 58 58 58 58 58 58 58
Acido félico — 1 1 — — — — 1 1
Agua de coco e 50 mi 50 ml e -— — — 50ml S0 mi
L-arginina HCI 4 - — — - -— —
Pantotenato de calcic 2 2 — -—— 2 2 2 2
Putrescina HCI 10 10 — — - — 10 10
Acido giberélico 01 0.1 0.4 0.4 e —
Acido naftalenacético 0.01 0. ———- —
Bencilamino purina 0.5 05 - —
L-arginina 4 4
Ancymidol ——— 0.4
NOTA: ‘
A. = MS= Medio de cultivo Murashige y Skoog
B. = CS= Medio de cultivo C de CIP (semisdlildo)
C. = CL= Medio de cultivo C de CIP (liquido)
D. = DS= Medio de cultivo D de CIP (semisoiildo)

- E.=. DL= Medio de cultive D de CIP (liquido )
F. = I8=  Medio de cultivo I de CIP (semisolido )
G. = L= Medio de cultivo I de CIP (liqudo)
H. = P2=  Medio de cultivo P2 de Ken Okabe

L = P7=  Medio de cultive P7 de Ken Okabe
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6.3  Aundlisis de la informacién

Para procesar la informacion de todas las variables del experimento se realizé un andlisis de varianza
para cada variable de respuesta utilizando el disefio bloques al azar con arreglo factorial. En los casos en que
se obtuvo diferencias significativas entre tratamientos o facteres por variable de respuesta, se efectué un

analisis utilizando la prueba de medias de Duncan al 5 %.

La eleccion del protocolo para el mejor crecimiento in vitro de los clones Ictafrit y Loman, estuvo en

funcidn de la confirmacion de cualguiera de los dos enunciados que se mencionan a continuacion:

a) Que los resultados de la primera fase de la investigacion (edad de siembra 1), y la resiembra de estos
matenales en las mismas condiciones del experimento (edad de siembra 2) fueran consistentes

estadisticamente en cuanto a la mayor respuesta de la variable.

b} Que los resultados de Ia resiembra {edad de siembra 2) fueran mayores a los resultados de la siembra
(edad de siembra 1). Ya que posteriormente se pretende micrepropagar masivamente estos materiales
sin que estos disminuyan de micropropagacion en micropropagacion en cuanto a las variables

estudiadas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
Los resultados se analizaron separadamente por cada clon y por cada variable de respuesta.
7.1 Clon Ictafrit
7.1.1 Altura de planta
El analisis de varianza para la variable de respuesta altura de planta en centimetros (cuadro 6), mostro
diferencias altamente significativas para los factores: edad de siembra, medio de cultivo, intensidad luminica
de incubacién y para la interaccion edad por medio de cultivo y significativa para la interaccion medio de

cuitivo por luminosidad.

Cuadro 6. Anilisis de varianza de la variable altura de planta del clon Ictafrit,

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios '
Edad de siembra |1 . 130.2938 130.2938 9.15 : 0.0027 **
Medio de cultivo |8 2066.5661 258.3208 18.15 0.0001  **
Luminosidad 1 98.0027 ' 98.0027 6.89 0.0091 **
E*M. ' 8 3714263 |46.4283- - 326 - 0.0014  **
E*L 1 2.5859 2.5859 - 10.18 0.6702 NS
M*L . g8 248.5490 31068 - - [218 ¢ 00287 *
E*M*L 7 . 11.4038 1.6291 011 09974 NS
ERROR 293 4170.0263 14,2322
TOTAL 336 - 7394 3428
C.V. =47.94295 | |
% diferencias altamente significativas (1 %) ] = Interacciones a analizar
* diferencias significativas (5 %) :
NS  No significativo (> 5 %)

E = Edad de siembra. M = Medio de cultivo. L = Luminosidad.
7.0.1.1  Altura de planta segiin la interaccion edad de siembra por medio de cultivo
Utilizando la prueba de Duncan (cuadro 7.) se determiné que la mayor altura de planta se obtavo

con la combinacién de edad de siembra 1 y el medio de cultivo DL del CIP con una altura media de 13.6

cm, en orden descendente le siguen cuatro combinaciones estadisticamente igunales.
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Cuadro 7. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo para
la variable altura de planta del clon Ictafrit.

TRATAMIENTOS | Altura de |
(edad, medio) Planta (cm)
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL 13.6 A -
Edad de siembra 2, medio de cultivo C§ - 10.8 1B - '
Edad de siembra 1, medio de cultivo CS | 10.6 B
Edad de siembra 1, medio de cultivo 1L 10.5 B C
| Edad de siembra 2, medio de cuitivo IL 10.1 B C
| Edad de siembra I, medio de cultivo P2 87 1C 1D
| Edad de siembra 1, medio de cultivo MS 8.2 | D
Edad de siembra 1, medio de cultivo DS 8.1 D
I'Edad de siembra 2, medio de cultivo P2 8.1 iD
i Edad de siembra 2, medio de cultive DL 8.0 D
| Edad de siembra 2, medio de cultivo MS 7.9 |D
Edad de siembra [, medio de cultivo IS 7.2 D E
Edad de siembra 2, medio de cultivo IS 7.0 1D |E
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 58 E F
Edad de siembra 1, medio de cultive CL 5.7 E F
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 4.4 F |G
‘| Edad de siembra 1, medio de cultivo P7 2.8 G
Edad de siembra 2, medio de cultivo CL 0.4 H

El comportamiento de los valores medios de altura de planta puede apreciarse en la figura 2, y en ella
se observan las distintas interacciones de edad de siembra entre los medios de cultivo: DL - CS, MS - DS,

DS-IS, IS-CL y CL-P7.

La mayor aitura de planta se obtuvo con el medio de cultivo DL y la edad de siemb_ra I como se
menciond anteriormente, en este medio de cultivo los resultados de altura de planta no fueron consistentes
(edad de siembra 2); mieniras que en el medio de cultivo CS los resultados de altura de planta para las edades
1y 2 fueron 10.6 y 10.8 cm, respectivamente, este medio de cultivo si es consistente en cuanto a la variable
- de respuesta como se observa ¢n el cuadro 7 sobre cuadro sombreados. Por Jo tanto el medio de cultivo CS

resulté ser el mejor medio de cultivo para la variable antes mencionada, debido que el clon Ictafit se
pretende propagar constantemente en €l laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia
| Agricolas (ICTA), para ello se requiere que este material genético no disi. inuya en su respuesta en cuanto a
las variables estudiadas. La respuesta de los explantes a los medios de cultivo DL, DS y CL provocd una
disminucion de altura de planta con Ia edad de siembra, mientras que en los demas medios de cultivo la

respuesta de los explantes fue igual segin la edad de siembra.
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Figura 2. Altura de planta para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo con el clon lctafrit.

REFERENCIA: DL: Medio de cultivo D del CIP en estado liquido. CS: Medio de cultivo C del CIP en estado semisolido. IL:
Medio de cultivo I del CIP en estado liquido. P2: Medio de cultivo desarrollado por Okabe. MS: Medio de cultivo de Murashige
y Skoog. DS: Medio de cultivo D de! CIP en estado semisolido. 1S: Medio de cultivo I det CIP en estado semisolido. CL:
Medio de cultivo C det CIP en estado liquido. P7: Medio de cultivo desarrofiado por Okabe.

7.1.1.2  Altura de planta segin interaccién medio de cultivo por intensidad luminica.

Con la utilizacién de la pruecba de medias de Duncan (cuadro 8) se determind, que en cinco
combinaciones la respuesta de los explantes del clon letafrit a la altura de planta fue la mayor

estadisticamente, v a la vez se describen estas combinaciones en el cuadro 4 en orden descendente.

Cuadro 8. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccién medio de cultive por intensidad laminica
para la variable altura de planta del clon Ictafrit.

TRATAMIENTOS Altura de
{medio de cultivo, intensidad luminica) Planta (cm)
‘Medio de‘cultivo IL, ‘int. Luminica 3000 hax N PR L . :
Medio de cultivo DL, int. Luminica 3000 lux UL A 1B
Medio'de cultivo CS, int. Luminica 3000 ux_ - |° 110 ~ |A B
‘Medio‘de cultivo DL, int, Luminica 1000 tux |~ 105 FA " B
Medio decultivo CS, int. Luminica 1000 lux. - SR04 LA “AB
Medio de cuitivo P2, int. Luminica 3000 lux 10.1 B C
Medio de cultivo MS, int, Luminica 3000 lux 0.4 B C
Medio de cultivo IL, int. Luminica 1000 lux 8.3 C D
Medio de cultivo DS, int. Luminica 1000 lux ' 73 D
Medio de cultivo IS, int. Luminica 3000 lux - 12 D
Medio de cultivo IS, int. Luminica 1000 lux 7.0 D
Medio de cultivo MS, int. Luminica 1000 lux 6.8 D
Medio de cultivo CL, int. Luminica 1000 lux 6.7 D
Medio de cultive P2, int. Luminica 1000 lux 6.6 3]
Medio de cultive DS, int. Luminica 3000 lux 6.5 D
Medio de cultivo P7, int. Luminica 1000 Jux 3.7 E
Medio de cultive P7, int. Luminica 3000 lux 3.5 E
Medio de cultivo CL, int. Luminica 3000 lux 2.6 E
¥ : .|
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En la figura 3 puede apreciarse el comportamiento de los valores medios de altura de planta, y en ella
puede observarse las distintas interacciones que se obtuvieron entre infensidad Iuminica de incubacién y los

medios de cultivo: IL — DL, CS - P2, MS—1IS, IS-DS, y P7-CL.

Del anahisis puede establecerse que la mayor altura de planta se obtiene con la combinacién medio de
cultivo IL y Ia intenstdad luminica de incubacion de 3000 lux. Los medios de cultivo DS y CL fueron los
unicos en que se incrementd la altura de planta con la intensidad luminica de incubacién de 1000 ]ux, COMmo
se observa graficamente en la figura 3. En el medio de cultivo P7 la respuesta de los explantes a la altura de
planta, fue la menor eslad-istiba-men-te en las dos intensidades luminicas de incubacién; estos resultados

“coinciden con el experimento realizado por Ken Okabe (26), en el cual concluye que el medio de culttvo P7

.contribuye a frenar la superdominancia de crecimiento para algunas variedades de papa.
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"§. g | =L S BNy _——— | —+—3000 lux]|
- s e o i et L1
o a - \m'\o . ,
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< 0 =

L DL CS P2 MS IS DS P7 CL
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Figura 3. Ahura de planta para ia interaccion medio de cultivo por intensidad luminica con el clon Ictafrit.

REFERENCIA: IL: Medio I del CIP en estado liquido. DL: Medio D del CIP en estado liquido. CS: Medio C del CIP en estado
semisdlido. P2: Medio desarroliado por Okabe. MS: Medio de Murashige y Skoog. IS: Medio I del CIP en estado semisodlido.
DS: Medio D del CIP en estado semisolido. P7: Medio desarroilado por Okabe. CL: Medio C del CIP en estado liguido.

7.1.2 - Niamero de entrenudos.

El analisis de varianza para la variable de respuesta nimero de entrenudos (cuadro 9), mostro
diferencias altamente significativas para los factores: edad de siembra, medio de cultivo, intensidad luminica

de incubacién y significativa para la interaccion edad de siembra por imedio de cuitivo.
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Cuadro 9. Andlisis de varianza de la variable nimero de entrenudos del clon Ictafrit.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
Edad de siembra || 63.5823 0.0020 15.70 10.0001 ok
Medio de cultivo |8 594 8508 7.1015 18.36 0.0001 o
Luminosidad 1 - 1114.9348 - - |1.5683 - - [2837 - 10.0001 *k
E*XM - 8 1712774 ¢ |0.6961 (2200 - . 100275 *
E*L I 0.2459 0.0218 0.06 0.8055 NS
M*L 8 45.3570 0.3863 1.40 0.1961 NS
E*M*]. 7 5.2892 0.2841 0.19 0.9881 NS
ERROR 293 1186.9119 4.0509
TOTAL 336 2139.3781
CV. 3799217

EE ]
ok
NS
E —

= Efectos a analizar

diferencias altamente significativas
diferencias significativas

No significativo

Edad de siembra. M = Medio de cuitivo. L = Luminosidad.

7.1.2.1 Namero de entrenudos segin la intensidad luminica de incubacién

Por la prueba de medias de Duncan (cuadro 10) se determino que la mayor cantidad de entrenudos

por planta, de acuerdo al factor intensidad luminica se obtuvo con el empleo de la intensidad de 3000 fux con

un numero medio de entrenudos de 5.7. Y Ja menor cantidad de entrenudos por planta se dié con el empleo

de la intensidad luminica de 1000 lux con una media de 4.8.

Cuadro 10. Prueba de Duncan al 5 %, segiin intensidad luminica de incubacién para la variable -

niamere de entrenudos del clon Ictafrit,

INTENSIDAD LUMINICA DE INCUBACION | Nimero de entrenndos

3000 Tux 5.7 A

1000 lux 4.8 B

Se observa que en la intensidad tuminica de 3000 lux, se producen més entrenudos por planta que en

la intensidad luminica de 1000 lux. El comportamiento de los valores medios de la variable nimero de

entrenudos por planta puede apreciarse en la figura 4. La luz es indispen-able para regular ciertos Procesos

morfogenéticos como lo comprueban numerosos estudios (30, 31).

‘.r”
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Numero de entrenudos
QO A NWhH D

3000 lux : 1000 tux
INTENSIDAD LUMINICA

Figura4. Namero de entrenudos por planta segin intensidad luminica de incubacion, para cl clon Ictafrit.
7.1.2.2 Numero de entrenudos segiin la interaccién edad de siembra por medio de cultivo,
Utilizando la prueba de medias de Duncan (cuadro 11), se determind, que en siete combinaciones la

respuesta de los explantes del clon Ictafrit al niimero de entrenudos por planta fue la mayor estadisticamente,

y ala vez se describen estas combinaciones en el cuadro 11 en orden descendente.

Cuadro 11. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccion edad de siembra por medios de cultivo para
1a variable niimero de entrenudos dei cion Ictafrit.

TRATAMIENTOS 1 Numero de

(edad de siembra, medio de cultivo) |  entrenudos
Edad de siembra 1, meédis de cultive CS 740 A
Edad de siembra [, medio de cultive DL . 7.0 A
Edad:de siembra 2, medio de cultivo P7 B 6.9 A
Edad de siembra 1, medio de cultivo P7 _ 6.6 1A B |
Edad de siembra 2, medio de cultivo CS - 6.4 A |B C
Edad de siembra [, medio de cultivo MS 6.1 A B C
Edad de siembra 2, medio de cuitivo [L 6.1 A B C
Edad de siembra 1, medio de cultivo DS 5.7 B C
Edad de stembra 1, medio de cuitivo IL : 5.5 B C D
Edad de siembra 2, inedio de cultivo MS : 5.5 C D
Edad de siembra 1, medio de cultivo IS 5.3 C D E
Edad de siembra 1, medio de cuitivo P2 ' 4.6 D E F
Edad de siembra 2, medio de cuitivo DS ' 4.4 1E F
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL - 4.4 1E F
Edad de siembra 2, medio de cultive IS 4.3 +F
Edad de siembra 2, medio de cultivo P2 ! 3.9 F
Edad de siembra 1, medio de cultivo CL . 2.6 . . . . G
Edad de siembra 2, medio de cultivo CL. | 0.5 _ . . H
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La figura 5 muestra el comportamiento de los valores medios de la variable nimero de entrenudos por

planta, notandose en ella las distintas interacciones que se obtuvieron de edad de siembra entre los medios de

cultivo: CS—-DL, DL-P7, P7-MS, DS-1IL y IL-IS.

"~ “7| [—e—Edad 1
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Figura 5. Nimero de entrenudos por planta para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo con

el clon Ictafrit.

REFERENCIA: CS$: Medio C del CIP en estado semisolido. DL: Medio D del CIP en estado liquido. P7: Medio desarroilado
por Okabe. MS: Medio de Murashige y Skoog. DS: Medio D del CIP en estado semisolido. IL: Medio I del CIP en estado
liquido. IS: Medio de cultivo I del CIP en estado semisélido. P2: Medio desarrollado por Okabe. CL: Medio C del CIP liquido.

Del andlisis puede decirse que el mayor nitmero de entrenudos por planta se obtiene con los medios
de cultivo CS, DL y P7. En cuanto a la consistencia de los resultados los medios de cultivo CS y P7
resultaron ser los mejores, debido que obtuvieron [a mayor cantidad de entrenudos por planta
estadisticamente en las edades de siembra 1 y 2 como se observa en cuadro 10 sobre cuadros sombreados y
figura 5. Los medios de cultivo P7 ¢ IL fueron los Unicos en que se incrementd el namero de entrenudos
por planta con respecto a la edad. Se observa que el medio de cultivo CL en las dos edades de siembra,
obtuvo la menor cantidad de entrenudos por planta; el medio de cultivo C en estado liquido (CL) no
funciona si la finalidad es obtener una mayor cantidad de entrenudos , pero en estado semisélido (CS) result6
ser el mejor medio de cultivo para esta variable de respuesta. La disminucion de la variable de respuesta en
el medio liquido (CL), probablemente se deba al fenémeno de la dsmosis, debido que cuando se coloca una

célula vegetal en un medio diluido, el agua simplemente continta entrando y expandiendo a la célula hasta

que la presion de turgencia llega al punto de equilibrio; en este punto, la entrada de agua cesa de manera

hads
-
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automatica y la célula se encuentra en un estado de equilibrio de agna con el ambiente diluido, sin hincharse
de modo apreciable vy sin que la célula misma haga trabajo alguno (23), y a la falta de oxigeno en los
explantes, ya que algunos microesquejes al ser sembrados se sumergieron completamente en el medio de

cultivo liquido, por el peso del explante, provocando un bajo porcentaje de brotacion.

7.1.3 Longitud de entrenudos

El andlisis de varianza para Ja variable de respuesta longitud de entrenudos {cuadro 12), mostro

diferencias altamente significativas para el factor medio de cultivo y significativas para el factor intensidad

_Cuadro 12. Andlisis de varianza de la variable longitud de entrenudos del clon Kctafrit,

Fuente de Gradosde | Suma de Cuadrados Valor de F Pr>F
variacién libertad | cuadrados medios '
Edad de siembra |1 0.0020 10.0020 . - [0.01 - 10.9377 NS
Medio de cultivo |8 56.8122 7.1015 _120.84 0.0001  **
|Luminosidad - {1 -~ - 15683 . ' |1.5683 460 . - |0.0328 *
(B |8 - . - |55692 06961 . - j2:04 - - LU 100415
|E*L 1 0.0218 10.0218 0.06 10.8001 NS
M*L 8 3.0906 0.3863 1.13 10.3405 NS
E*M*L 7 1.9856 0.284] 0.83 0.5612 NS
[ERROR 1293 99.8651 10.3408
TOTAL 1336 178.4461
C.V.= 40.84034 :
o diferencias altamente significatrvas = . Efectos a analizar
* - diferencias significativas
NS . No significativo
E = Edad de siembra. M =  Medio de cuitivo. I. = Luminosidad.

7.1.3.1 Longitud de entrenudos segin Ia intensidad tuminica de incubacién.

Con ¢l empleo de la prueba de medias de Duncan (cuadro 13), se determin6 que la mayor longitud de -
entrenudos de acuerdo a la luminosidad, se obtuve con ¢l empleo de la intensidad luminica de 1000 fux con
una longitud de entrenudos de 1.5 cm.  La menor longitud se di6 con el uso de la intensidad luminica de
3000 lux con una media de 1.3 cm. Al aumentar la intensidad luminica de 1000 lux a 3000 Jux se reduce la

longitud de entrenudos.



Cuadro 13. Prueba de Duncan al 5 %, segiin la intensidad luminica de incubacién para la variable

longitudde entrenudos del clon Ictafrit,
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INTENSIDAD LUMINICA DE INCUBACION

Longitud de entrenudos

1000 fux

1.5

A

3000 lux

1.3

La figura 6 muestra el comportamiento de los valores medios de la variable longitud de entrenudos en

centimetros. Con respecto a la intensidad luminica de incubacion se observa un incremento de la longitud

de entrenudos cuando se utiliza la intensidad luminica de incubacién de 1000 lux. La rhayor longitud de

entrenudos a esta intensidad luminica se debe a-la menor cantidad de entrenudos del clon Ictaffit en la

intensidad luminica de 1000 lux como se observa en la figura 4, debido que la longitud de entrenudos se

encuentra dividiendo la altura de planta entre el nimero de entrenudos. Estos resultados se le atribuyen al

fendémeno de la fotomorfogénesis, en el cual a nivel morfogenético, la luz actiia para estimular la expansion

de las hojas e inhibir el alargamiento de los entrenudos (23), como se obscrva graficamente que a mayor

intensidad luminica se obtiene una menor longitud de entrenudos.

Longitud de
entrenudos (cm)

OO0 ===
O WO WM,

1000 lux

3000 lux

INTENSIDAD LUMINICA

Figura 6. Longitud de entrenudos segun intensidad luminica de incubacién para el clon Ictafrit,

7.1.3.2  Longitud de entrenudos segiin la interaccién edad de siembra por medio de

cultivo.

En el cuadro 14 se observan las combinaciones no adecuadas para Ja micropropagacion, segun el

rango adecuado de 0.7 2 2.0 centi metros descrito en la metodologia, que aparccen sobre cuadros sombreados,
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y las combinaciones adecuadas para la micrepropagacion segun la variable de respuesta (cuadros no

sombreados).

El comportamiento de los valores medios de la variable longitud de entrenudos puede apreciarse en
la figura 7, y en ella se observan las distintas interacciones que se obtuvieron entre edad de siembra y medios

de cultivo.

Cuadro 14. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo para
Ia variable longitud de entrenudos del clon Ictafrit.

TRATAMIENTOS Longitud de
{edad de siembra, medio de cultivo) Entrenudos (cm)_
| Edad de siembra 2, medio de cultivo P2 1.99 consistente | A
1 Edad de siembra 1, medio de cultivo P2 11.95 consistente | A
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL 11.90 1A :
Edad de siembra 1, medio de cultivo IL 1.79 A B
| Edad de siembra 2, medio de cultivo C5 1.78 A B
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 1.69 A B C
Edad de siembra 2, medio de cultivo IS 1.54 1B 1C iD
Edad de siembra 1, medio de cultivo C§ 1.51 1B 1C 1D
Edad de siembra 2, medio de cultive 1. 1.50 B 1C 1D
1 Edad de siembra 1, medic de cultivo DS 1.49 B C D
| Edad de siembra 2, medio de cultivo_MS 1.47 c |D
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL 1.41 C D
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 1.37 | 1D
Edad de siembra 1, medio de cultivo IS |37 1D
1 Edad de siembra 1, medio de cultivo MS 0.88 B
+ Edad de siembra 1, medio de cakhivo CL 0.71 E
| Edad de siembra 1, medio de cultivo P7 0.43 R 1{F
Edad de siembra 2, mediode cultivoCL- -~ * j0.37 - I Dl SR : . F

La mayor longitud de entrenudos se obtuve con el medio de cultivo P2. En cuanto a 1a consistencia
de los resultados ¢l medic de cultivo P2 resulté ser ¢l mejor, debido gue en este medie de cultivo se obtuvo la
mayor longitud de entrenudos estadisticamente en las edades de siembra 1 y 2 como se observa graficamente
en la figura 7 y en ¢l cuadro 14. La respuesta de los explantes a los medios de cultivo CS5, IS, MS y P7

provocé un incrementd en la longitud de entrenudos con la edad de siembra.

En ¢l medio de cultivo P7 se observé un incremento significativo en 1a longitud de entrenudos con la
edad de siembra, probablemente se deba a la adaptacién del explante al medio ae cultivo, debido a resuitados
similares que se obtuvieron en las variabies altura de planta (figura 2} y nimero de entrenudos (figura 5) en

el clon Ictafrit.
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Figura 7. Longitud de entrenudos para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo con el

clon Ictafrit.

REFERENCIA: P2: Medio desarrollado por Okabe. DL: Medio D del CIP en estado liquido. IL: Medio I del CIP en estado
liquido. CS: Medio C del CIP en estado semisolido. DS: Medio D del CIP en estado semisdlido. 1S: Medio 1 del CIP en estado
semisdlido. MS: Medio de Murashige y Skoog. CL: Medio C del CIP en estado liquido. P7: Medio desarrollado por Okabe.

7.1.4 Peso fresco de tallo

El anilisis de varianza para la variable de respuesta peso fresco de tallo en gramos (cuadro 15),
mostré diferencias altamente significativas para los factores: edad de siembra, medio de cultivo, intensidad

luminica y significativa para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo.

Cuadro 15. Analisis de varianza de la variable peso fresco de tallo del clon Ictafrit.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F Pr>F
variacién libertad cuadrados medios _
Edad de siembra |1 0.1062 0.1062 6.90 0.0091 **
Medio de cultivo |8 2.2592 0.2824 18.34 0.0001  **
Luminosidad 1 102409 - 102409 . . |1564 - - [0.0001. ‘**. -
E*M . |8 102861 . 100358 . - 41232 S 100198 0%
E*L | 0.0074 0.0074 0.49 0.4859 NS
M*L 8 0.2162 0.0270 1.76 0.0855 NS
E*M*L 7 0.0606 0.0086 0.56 0.7864 NS
ERROR 293 45122 0.0154
TOTAL 336 7.9681 '
C.V.=73.07948
** diferencias altamente significativas = Efectos a analizar
* diferencias significativas '

NS  Nosignificativo. E = Edad de siembra. M= Medio de cuitivo. L= Luminosidad.
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7.14.1 Peso fresco de tallo seg'l'm ia intensidad luminica de incubacion

Utilizando 1a prueba de medias de Duncan (cuadro 16), se determind que el mayor.peso de tallo de
acuerdo al factor luminosidad, se obtuvo con el empleo de la intensidad luminica de 3000 fux con un peso
medio de tallo de 0.192 gramos y el menor peso de tallo se dio con el uso de la intensidad luinf-ni-ca de 1000
lux con una mediade 0.146 g,

Cuadro 16. Prueba de Duncan al § %, segiin la intensidad luminica de incubacién para la variable
peso fresco de tallo del clon Ictafrit.

|_INTENSIDAD LUMINICA DE INCUBACION | Peso de tallo (g)
' 3000 lux : 0.192 [A
1000 lux : ~_0.146 ' B

El comportamiento de los valores medios de la variable peso fresco de tallo en gramos puede

apreciarse en la figura 8. Y se observa en los resultados obtenidos un incremento del peso fresco de tallo al
utilizar la intensidad luminica de 3000 [ux.

0.25

0.2 -

— 0 - 1 5 N

o

= 0.1 44—

0.05 |4— - el

0  Rempennermanne. - S i..\"‘ i A

3000 lJux _1000!ux
INTENSIDAD LUMINICA

Pesa fresco de tallo

Figura 8. Comportamiento del peso fresco de tallo del clon Ictafrit, segiin .atensidad uminica.
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7.1.4.2  Peso fresco de tallo segin la interaccion edad de siembra por medio de cultivo.

Con el empleo de la prueba de Duncan (cuadro 17), se determind, que en dos combinaciones fa.
respuesta de los explantes del clon Ictafrit al peso fresco de tallo, fue la mayor estadisticamente y a la vez se

describen estas combinaciones en el cuadro 16 en orden descendente.

Cuadro 17. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo para'
Ia variable peso fresco de tallo del clon Ictafrit. :

TRATAMIENTOS Peso de

(edad de siembra, medio de cultivo) Tallo (g)
Edad de siembra |, medio de cultivo DL 0.34 A
Edad de siembra 1, medio de cultivo IL .31 A |B
¥Edad de siembra 2, medio de cultivo CS 026 B |C
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL 0.25 C
Edad de siembra 2, medio de cultivo IL . 0.22 C |D
Edad de siembra I, medio de cultivo CL 0.21 C |[D [E
Edad'de siembra 1, medio de cultivo CS- 019 7 D |E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo P7 0.18 D |E [F
Edad de siembra 1, medio de cultivo P2 C 017 D IE |F |G
Edad de siembra 2, medio de cultivo P2 0.16 E |F |G [H
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 0.15 F |G |H
Edad de siembra 2 medio de cultivo MS 0.12 G [H |1
Edad de siembra 1 medio de cultivo MS 0.11 H I [3
Edad de siembra 1, medio de cultivo DS 0.08 i [J K
Edad de siembra 1, medio de cultivo IS 0.06 I 1K L
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 0.06 J (K |L
Edad de siembra 2, medio de cultivo IS 0.03 K |L
Edad de siembra 2, medio de cultivo CL. - 0.004 L

En la figura 9 puede apreciarse ¢! comportamiento de los valores medios de la variable peso fresco de
tallo, notandose en ella las distintas interacciones que se obtuvieron de edad de siembra entre los medios de
cultivo: IL ~CL, CL-CS, CS—P7, P2-MS y MS-DS.

Gréficamente se observa que ¢l mayor peso fresco de tallo se obtuvo con la combinacion edad de
siembra 1 y medio de cultivo DL. Segiin los requisitos de eleccién del mejor protocolo descrito en el analisis
de la informacién de la metodologia, se establece que el medio de cultivo CS es es el mejor medio de cultivo
para esta variable de respuesta, debido que en el se obtuvo un mayor peso fresco de tallo en la edad de
siembra 2. La respuesta de los explantes a los medios de cultivo DL, IL y CL provoc() una disminucion

significativamente en el peso fresco de tallo con la edad de siembra.



Figura 9. Peso fresco de tallo para la interaccidn edad de siembra por medio de cultivo con ¢l clon Ictafrit.
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REFERENCIA: DL: Medio D del CIP en estado semisolido. IL: Medio 1 del CIP en estado liquido. CL: Medio C del CIP en
estado liquido. TS: Medio C del CIP en estado semisélido. P7. Medio desarrollado por Okabe. P2: Medio desarrollado por
Okabe. MS: Medio de Murashige v Skoog. DS: Medio D del CIP en estado semistlido. IS: Medio I del CIP semisolido.

7.1.5 Peso fresco de raiz

El analisis de varianza para la variable de respuesta peso fresco de raices en gramos (cuadro 18),

mosiry diferencias altamente significativas para los factores medio de cultivo, intensidad luminica de

incubacion y significativas para las interacciones: edad de siembra por medio de cultivo; edad de siembra por

intensidad luminica v medio de cultivo por intensidad luminica de incubacion.

Cuadro 18. Analisis de varianza de la variable peso fresco de raices del clon Ictafrit.

* diferencias significativas :
NS  Nosignificativo. E= Edad de siembra. M = Medio de cultivo. L= Luminosidad.

diferencias altamente significativas

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F | Pr>F
| variacién libertad cuadrados medios
| Edad de siembra | 1 0.0001 0.0001 0.04 0.8360 NS
| Medio de cuitivo |8 1.1573 0.1447 61.03 0.000]  **
Luminosidad 1 0.0576 0.0576 2431 0.0001 ~ **
|E*M 18 0.0431. - 10.0054. . |227 - - _10.0226" - *
|E*L. - 1 100103 -7 10,0103 - |438. 0 - . 003730 *
M*Ls - g C 1004450 T 100056 1235 i {0.0185 0 ¢
E*M*L 7 0.0076 0.0011 0.46 0.8640 NS
ERROR 293 0.6945 0.0024
TOTAL 336 2.0699
C.V.=77.20762
L1 ] =

Interacciones a analizar
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7.1:5.1 Peso fresco de raiz segin la interaccion edad de siembra por medio de cultivo

Utilizando la prueba de Duncan (cuadro 19) se determing, que en dos combinaciones la respuesta de
los explantes del clon Ictafrit al peso fresco de raices, fue la mayor estadisticamente y a la vez se describen

estas combinaciones en el cuadro 19 en orden descendente sobre cuadros sombreados.

Cuadro 19. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo para
la variable peso fresco de raices del clon Ictafrit.

TRATAMIENTOS. Peso de Raiz

(edad de siembra, medio de cultivo) {g)
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 e 020 1A
Edad de siembra 1, medio de cultivo P7 D19 A
Edad de siembra 2, medio de cultivo CS 0.13 B
Edad de siembra 1, medio de cultivo P2 0.11 C
Edad de siembra 2, medio de cultivo P2 0.09 D
Edad de siembra 1, medio de cultivo CS ' 0.07 . , E .
Edad de siembra 2, medio de cultive MS 0.06 ' E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo MS 005 o |l Ll F IG
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL, ' 0.04 G (H
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 0.034 G |H (I
Edad de siembra 1, medio de cultivo DS 0.033 G- |H |I
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL 0,029 G |g 11 1]
Edad de siembta 1, medio de eultivo CL 0.026 G |H I (!
Fdad de siembra 1, medio de cultivo [L. 0.0135 H (I |J
Edad de siembra 1, medio de cuitivo IS 0.0089 1 1)
Edad de siembra 2, medio de cultivo IL 0.003 J
Edad de siembra 2, medio de cultivo IS (.0009 ‘ ] I
Edad de siembra 2, medio de culivo CL 0.0002 i J

El mayor peso fresco de raices se obtuvo con el empleo del medio de cultivo P7 en las edades de
sicmbra 1 y 2 como se observa en la figura 10 y cuadro 18. De los résultados puede decirse.quc la respuesta
de los explantes del clon Ictafrit al medio de cultivo P7 obtuve el mayor peso fresco de raices en forma
consistente estadisticamente a traves de las edades de siembra. La alta respuesta de cste medio de cultivo al
peso de raices se le atribuye al compuesto quimico ancymidol, ya que es el Gnico compuesto que diferencia

el medio de cultivo P7 del medio P2 y sus funciones (26,28), sél ',réﬂejan'en .loé fesultados' obtenidos que
fueron: la reduccién de la altura de planta como puede observarse en la figura 2 y una disminucion de la
distancia de entrenudos (figura 7), deb.ido a estos. resultados probablémehfe el anéymidol influye en la |

formacion de las raices del clon Ictafrit.
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El comportamiento de los valores medios de la variable peso fiesco de raices puede apreciarse en la
figura 10, y en ella puede observarse las distintas interacciones que se obtuvieron entre edad de siembra y
medios de cultivo: P7-P2, P2-CS, CS—-MS, MS-DL, DL-DS, DS-CL y CL -1L. Los medios de

cultivo P7 y CS fueron los (inicos en que se ircrementé el peso de raices con la edad de siembra.

0.2 4- . o | )
70 o A O R

0 ' M=t W-—m
P7 P2 €S MS DL DS CL L IS
MEDIOS DE CULTIVO

——Edad 1
-7 Edad 2.

Peso de raiz (g)

Figura 10. Peso fresco de raices para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo con el clon Ictafrit.

REFERENCIA: P7: Medio desarroilado por Okabe. P2: Medio desarrofiado por Okabe. C8: Medio C del CiP en estado
semisolido. MS: Medio de Murashige y Skoog. DL: Medic D del CIP en estade liguido. DS: Medio D del CIP en estado
semisolido. CL: Medio C del CIP en estado liquido. IL: Medio I del CIP en estado liquido. IS: Medio I del CIP estado liquido.

7.1.5.2 Peso fresco de raiz segin la interaccién edad de siembra por intensidad luminica

Con el empleo de la prueba de Duncan (cuadro 20) se determiné que el mayor peso fresco de raices,
de acuerdo a la interaccion edad de siembra por intensidad luminica, se obtuvo con la combinacién edad de
siembra 2 a una intensidad luminica 3000 lux con un pese medio de raices de 0.076 g. EI menor peso' fresco

de raices se dié con la combinacion edad de siembra 2 por intensidad luminica de 1000 lux con una media de
0.046 g, | |

Cuadro 20. Prueba de Duncan al 5 %, para Ia interaccién edad de siembra por intensidad luminica de
incabacion para Ia variable peso fresco de raices del clon Ictafrit,

COMBINACIONES Peso de Raiz
(edad de siembra, intensidad luminica) | {g)
Edad de siembra 2, int, Luminica 3000 lux . 0077 A
1 Edad de siembra 1, int. Luminica 3000 lux 0.070 A B
| Edad de siembra I, int. Luminica 1000 lux ' 0.055 _ 1B C
Edad de siembra 2, int. Luminica 1000 Jux 0.047 [ ! C
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En la figura 11 puede apreciarse el comportamiento de los valores medios de la variable peso fresco
de rajces en gramos, notindose en ella la interaccion de edad de siembra por intensidad luminica de

incubacion.

Del analisis puede establecerse que el mayor peso fresco de raices se obtiene con ¢l empleo de la
intensidad luminica de 3000 lux en las edades de siembra 1 y 2. De los resultados puede decirse que la
intensidad luminica de 3000 lux influye significativamente en cuanto al mayor peso fresco de raices en las
edades de siembra 1 y 2. Normalmente se recomiendan intensidades luminicas de incubacion de 1000 a 3000
fux, segin la especie de planta; pero bajo iluminaciones suficientes, las plantas crecen fuertes y bien
desarrolladas (29). '

0.08 e .
0.06 . _— [—e—Edad :
0.04 (- Edad 1.
0.02 4~ : '

Peso de raiz (@)

3000 Lux: 1000 lux.
INT'E_NSIDAD LUMINICA

Figura 11. Peso fresco de raices para la interaccion edad de siembra por intensidad luminica con el clon
[ctafrit.

7.1.5.3  Peso fresco de raiz segiin la interaccion medio de cultivo por intensidad luminica

Utilizando la prucba de Duncan (cuadro 21) se determiné que el mayor peso fresco de raices se
obtuvo con 1a combinacién medio de cultivo P7 a una intensidad luminica de incubacion de 3000 Tux con un

peso medio de raices de 0.234 gramos.
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Cuadro 21.. Prueba de Duncan ai 5 %, pafa Ia interaccion medio de cultivo por intensidad luminica
de incubacién para ia variable peso fresco de raices del cion Ietafrit.

TRATAMIENTOS ' . Peso de Raiz
{medio de cultivo, intensidad luminica) {2)

Medio de cultivo P7, int. Luminica 3000 lux S (.234 A
1 Medio de cultive P7, int. Luminica 1000 lux 0.157 B

Medio de cuitivo P2, int. Luminica 3000 lux 0.122 C

Medio de cultivo CS, int. Luminica 3000 fux 0.117 C

Medio de cultivo CS, int. Luminica 1000 tux - 0.087 D

Medio de cultive P2, int. Luminica 1000 lux - 0.084 D

Medio de cultivo MS, int. Luminica 3000 lux 0.075 D

Medic de cultivo DL, int. Luminica 3000 lux 0.046 E

Medio de cultivo DS, int. Luminica 3000 lux 0.045 _{E

Medio de cultivo MS, int. Luminica 1000 lux ' 0.037 E F

Medio de cultivo DL, int. Luminica 1000 Tux ' 0.031 E F G
1 Medio de cultive CL, int. Luminica 1000 Tux 0.030 E F G

Medio de cultivo DS, int. Luminica 1000 fux 0021 ' F G

Medio de cultive CL, int. Luminica 3900 lux 0.011 ' 15
| Medio de cultive IL, int. Luminica 3600 hux 0.0160 G

Medio de cultivo L, int. Luminica 1000 lux 0.006 1G

Medio de cultivo IS, int. Luminica 3000 ux 0.003 1G

Medio de cultivo IS, int. Luminica 1000 lux 0.004 |G

El comportamiento de los valores medios de la variabie peso fresco de raices en gramos puede
apreciarse en la figura 12, notandose en ella las principales interacciones de intensidad luminica entre Jos
medios de cultivo: DS-CL y CL-1L.
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Figura 12.. Peso fresco de raices para la interaccion medio de cultivo por intensidad luminica con el clon
[ctafrit. '

REFERENCIA P7: Medio desarrollado por Okabe, P2: Medio desarroltado por Okabe. CS: Medio C del CIP en estado
semisolido. MS: Medio de Murashige y Skoog. DL: Medio D del CIP en estado liquido. DS: Medio D del CIP en es.tado
semisdlido. CL: Medio C del CIP en estado liquide. 1L: Medio T del CIP en estado liquido. IS: Medio 1 del CIP estado liquido.
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Con respecto a fa figura 12 se observa un incremento del peso fresco de raices al utilizar el medio de
cultivo P7 a una intensidad luminica dc incubacién de 3000 lux. La respuesta de los explantes al medio de
cultivo CL provoco una disminucién en el peso fresco de raices con la intensidad luminica de incubacion de

3000 jux.

Graficamente se observa que ¢l medio de cultivo I del CIP en estado liquido y semisolido en las dos
intensidades luminicas de incubacion, mostré el menor peso fresco de raices en el clon Ictafrit. Estos
resultados se atribuyen a la mayor cantidad de citocininas (BAP = 0.5 mg/l) que auxinas (ANA = 0.01 mg/I)
presentes en el medio de cultivo (cuadro 5), ya que al presentarse una relacion niayor de citocininas que

auxinas en el medio de cultivo inhiben Ja formacion de raices en cl explante (29).

7.1.6 Nimero de rafces

El comportamiento de la variable niimero de raices no es afectado por la edad de siembra, debido que
la respuesta de los explantes de clon fctafrit no mostro diferencias significativas en cuanto al nimero de
raices, lo cual nos indica que de la siembra a la resiembra de los microesquejes, la respuesta de los explantes
al nimero de raices fue consistente. En los factores intensidad uminica de incubacién y medio de cultivo y
en la interaccién edad de siembra por medio de cultivo, la repuesta de los explantes al namero de raices
mostro diferencias significativas en cuanto al nimero de raices, esto nds_ indica que el numero de raices es

afectado por los factores antes mencionados.

Cuadro 22. Analisis de varianza de Ia variable ndmero de raices del clon Ictafrit.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados " Valorde F Pr>F
variaciéon libertad " cuadrados medios
Edad de siembra 1 20,9650 20.9650 1.38 . 0.2416° NS
Medio de cultivo 8 26204421 327.5553 21.51 0.0001 >k
Luminosidad 1 T |1702589 - [1702589 . [TLI18 10,0009 **
EMME om0 |8 ' 50,0457 - - 1687557 - o (452500 10.0001 CEA
E*L 1 13.8684 3.8684 0.25 0.6146 - NS
M*L. 8 126.5203 15.8150 1.04 ' 0.4068 NS
E*M*L 7 164759 2.3537 0.15 09933 NS
ERROR : 293 4460 8065 15.2246
TOTAL 336 8196.5934
C.V. =63.09647 : ‘ :
** diferencias altamente significativas = Efectos a analizar
* diferencias significativas

NS = No significativo. E = Edad de siembra. M =  Medio de cultivo. L = Luminosidad.

I
I
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Niimero de raices segin la intensidad luminica de incubacion

Por fa prueba de medias de Duncan (cuadro 23) se determiné que Ia mayor cantidad de raices, se

_ obtuvo con ¢l empleo de la intensidad luminica de incubacion de 3000 lux con un nimero medio de raices de

6.7. La menor cantidad de raices se obtuvo con la intensidad luminica de 1000 Jux.

Cuadro 23. Prueba de Duncan al 5 %, segiin Ia intensidad luminica de incubacién para la variable

nunero de raices del clon Ictafrit,

Nimero de raices

INTENSIDAD LUMINICA DE INCUBACION
o 3000 lux ' -

6.7 1A

1000 Tux

5.5 B

La figura 13 muestra ¢l compertamiento de los valores medios de la variable nimers de raices por .

planta, v en ella se observa un incremento del niimero de raices al utilizar Ia intensidad fuminica de 3000 lux.

A menudoe en la fase de Ja multiplicacién vegetativa se tiende a aumentar la intensidad Juminosa para

-“fortal_éce_r” y preparar a las plantulas que van a ser trasladadas al invernadero (31).

o [ U

NiGmero de raices
B
[

3000 lux |
INTENSIDAD LUMINICA

1000 lux

Figura 13, Comportamiento del nimero de raices del clon Ictafrit, segin intensidad luminica.
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71.62 Nimero de raices segiin la interaccién edad de siembra por medio de cultivo

Utilizando la prueba de Duncan (cuadro 24) se determiné, que la mayor cantidad de raices por pIanta
se obtuvo con la combinacién edad de siembra 2 y medio de cultivo P7, con una media de raices de 14.5; en’
este medio de cultivo los valores de la variable nimero de raices fueron consistentes estadisticamente, ya
que la respuesfa de los explantes al medio de cultivo P7, provocé un increincnib en el niumero de raices de
5.7 en la edad de siembra dos con relacion a la edad de siembra 1 (cuadro 24), por lo que s¢ considera el
mejor medio de cultivo para esta variable de respuesta segtin la forma de eleccion del protocolo descrito en el
analisis de la informacion de la metodolog;a la alta respuesta del clon Iotaftit en el medio de cultivo P7 se

debe al compuesto ancymidol, que ya fe. En los medios de cultlvo DL, MS, CS, IL,IS y CL

* disminuy$ el nimero de raices con la edad de siembra.

Cuadro 24. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccion edad de siembra por medlo de cuitlvo para
la variable niimero de raices del clon Ictafrit. ' :

TRATAMIENTOS Nuamero de

(edad de siembra, medio de cultivo) Raices
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 1 145 A
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL 108 B
Edad de siembra 1, medio de cultivo P7" o 8870 C
Edad de siembra 2, medio de cultive P2 7.7 C |D
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL, : 7.2 C |D |E
Edad de siembra 1, medio de cultivo CS : 6.9 C |D |E
Edad de siembra 1, medio de cultivo P2 6.9 C D |E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo MS 6.7 D | |F
Edad de siembra 2, medio de cultivo MS 6.2 D |E |F
Edad dg siembra 2, medio de cultivo CS 5.6 E |F |G
Edad de siembra I, medio de cultivo IL_ 5.5 E IF |G
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 5.4 E IF |G
Edad de siembra 1, medio de cultivo DS 4.8 F |G
Edad de siembra 1, medio de cultive CL 4.1 G |H
Edad de siembra 2, medio de cultivo I 2.7 R H |1
Edad deé'siembra 1, medio de cultivo 1S - 2.6 : H |1 _
Edad de siembra 2, medio de cultivo 1S o 1.7 ‘ il T I

Edad de siembra 2, medio de cultivo CL : 0.5 : S R J

El comportamiento de los valores medios de la variable namero de réi_-"es por planta puede apreciarse
en la figura 14, y en ella puede observarse las principales interacciones entre edad de siembra y medios de
cultive: P7—P2, P2-DL, DL-MS, CS-DS, DS—IL, IL-1IS, e IS-CL.

il
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Figura 14. Numero de raices para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo con el clon Ictafrit,

REFERENCIA: P7: Medio desarroliado por Okabe. P2; Medio desarroliado por Qkabe. DL: Medio D d;:l CIP en estado liquido
MS: Medio de Murashige y Skoog. CS: Medio C del CIP en estado semisolido. DS: Medio I3 del CIP en estado semisdlido. I0.:
Medio 1 del CIP en estado liquido. 1S: Medio [ del CIP en estado semisélido. CL: Medio C del CIP en estado liquido.

117 Long-i-t-u-d de raices

~ En el factor edad de siembra la respuesta de los explantes del clon Ictafrit, no mostré diferencias
significativas en cuanto a Ia longitud de raices, lo que permite indicar que la longitud de raices no se ve
- afectada por el factor antes mencionado, lo cual nos indica gue de ia siembra a la resiembra la respuesta de
los explantes a Ia longitud de raices es consistente. En el factor medio de cultivo y en la interaccion edad de
siembra por medio de cultivo, la respuesta de Jos explantes a la longitud de rafces nigstré diferencias
significativas en cuanto a la variable, lo que nos indica qué la longitud de raices se ve afectada por el factor
medio de cultivo v Ja interaccion edad de siembra por medio de cultivo. Las interacciones edad de siembra
por medio de cultivo, medio de cultivo por intensidad fuminica y edad de siembra por medio de cultivo por

intensidad luminica no mostraron diferencias significativas en cuanto a Ja longitud de raices..



Cuadro 25. Andlisis de varianza de la variable longitud de raices del clon Ietafrit.
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Pr>F

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F

variacién libertad cuadrados medios '
Edad de siembra |1 0.5951 0.5951 1015 0.6948 NS
Medio de cultivo |8 11943.6161 242.9520 62.98 0.0001  **
Luminosidad 1 5.3969 5.3969 1.40 0.2379 NS
E*M 8 162.0822 - 120.2603 1525 0.0001 = **
E*L 1 0.2829 0.2829 0.07 0.7867 NS
M*L 8 20.2558 2.5320 0.66 0.7298 NS
E*M*L 7 22.2874 3.1839 0.83 0.5669 NS
ERROCR 293 11303534 3.8578
TOTAL 336 3395.8395
C.V.= 36.89818
**  diferencias altamente significativas = Interaccion a analizar
* diferencias significativas
NS  Nosignificativo. E= Edad desiembra. M= Medio de cultivo. L = Luminosidad.

7.1.7.1

Longitud de raices segtin 1a interaccion edad de siembra por medio de cuitivo

Con ¢l empleo de la prueba de Duncan (cuadro 26) se determino, que en la combinacion edatd de

siembra 2 y medio de cultivo DS, la respuesta de los explan.tes del clon Ictafrit a la longitud de raices fue la

mayor estadisticamente, con una media de 10.3 centimetros.

Cuadro 26. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo

para la Variable longitud de raices del clon Ictafrit.

COMBINACIONES ¢ Longitud

{(edad de siembra, medio de cultivo) de raiz (em)
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS T 103 |A
Edad de siembra. 1, medio de cultivo M3 S84 oo B
‘Edad de siembra 1, medio de cultive DS 79 B {C
Edad de siembra 2, medio de cultivo MS 77 1B |{C
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 7.0 C |D
Edad de siembra 2, medio de cultive P2 64 D |E
Edad de siembra 1, medio de cultivo P7 6.3 D E
Edad de siembra 2, medio de cultivo CS 6.3 D }|E
Edad de siembra {, medio de cultivo CS 5.8 E
Edad de siembra 1, medio de cultivo P2 5.6 E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL 4.7 F |G
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL 4.6 G
Edad de siembra I, medio de cultivo IS 3.9 G |H
Edad de siembra 1, medio de cultivo IL 33 H
Edad de siembra 2, medio de cultivo 1L 1.9
Edad de siembra 1, medio de cultivo CL 1.6
Edad de siembra 2, medio de cultivo IS 1.3
Edad de siembra 2, medio de cultivo CL 0.6

L
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La mayor longitud de raices se obtiene con los medios de cultivo DS y MS. En el medio de cuitivo

DS los valores de longitud de raices fueron consistentes estadisticamente en la edad de siembra 2, ya qﬁe la

respuesta de los explantes al medio de cultivo DS, provocd un incremenio en longitud de raices de 2.4

centimetros con la edad de siembra, y en el medio MS los resultados también fueron consistentes

estadisticamente en cuante a ia variable de respuesta (cuadro 26). Por lo que se consideran los mejores

“medios de cultivo para esta variable de respuesta segun la forma de eleccién del protocolo descrito en el
 andlisis de la informacion de la metodologia. En los medios de cultivo DS, P7, P2 y CS se increments la

longitud de raices con la edad de siembra.

En la figura 15 puede apreciarse ¢i comportamiento de los valores medios de la variable longitud de
raices, notandose en elia las principaies interacciones entre edad de siembra y medios de cultivo: DS — MS,
MS-P7, CS-DL, DL~IL, IL-1S e IS~ CL. Gréificamente se observa que todos los medios liquidos
(DL, IL ¥ CL),- obtuvieron la menor longitud de raices en comparacién con los medios semisdlidos, io
anterior probablemente se deba a la formacion de raices adventicias en los medios liquidos, por la posicion
del explante en el medio de cultive, produciendo varias raices en su mayoria con longitudes pequeiias, caso
contrario al medio semisolido. La mayor longitud de raices que se obtuvo en el medio de cultive DS,
probablemente se deba a la presencia de cido giberélico al medio de cultivo {cuadro 5), debido que este
regulador de crecimiento interviene en el crecimiento de las plantas ocasionando especialmente un

alargamiento celular (12)
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Figura 15. Longitud de raices para la interaccién edad por medio de cultivo del clon Ictaftit.

REFERENCIA: DS: Medio D del CIP en estado semisolido. MS: Medio de Murashige y Skoog. P7: Medio desarrollado por
Okabe. P2: Medio desarvollado por Okabe. CS: Medio C del CIP en estado semisélido. DL: Medio D del CIP en estado liquido.
IL: Medio I del CIP en estado liquide. IS: Medio | del CIP en estado semisolido. CL: Medio C del CIP en estado liquido.
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7.2 Clon loman
7.2.1 Altura de planta

El andlisis de varianza para la variable de respuesta aitura de planta en centimetros (cuadro 27),
mostré diferencias altamente significativas para la triple interaccion de factores edad de siembra por medio

de cultivo por intensidad luminica de incubacidn.

Cuadro 27. Anilisis de varianza de la variable altura de planta del clon Loman.

Fuente de Grados de Sama de Cuadrados Valor de F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios ' '
E 1 5442437 5442437 35.78 0.0001 **
M 8 1294.3522 161.7940 10,64 0.0001 **
L 1 196.5552 96.5552 6.35 0.0123 *
E*M 8 394.5547 49.3193 3.24 0.0015 **
E*L ] 0.9386 0.9386 0.06 0.8040 NS
M*L, 8 103.5995 12.9499 0.85 0.5583 - NS
E*M*L ' 7 280.5892 - 140.0842 2.64 - 00119 **
ERROR 271 4122.0988 15.2107
TOTAL 314 6688.01608
C.V.= 4708448 _ _
** diferencias altamente significativas = Interaccion a analizar
* diferencias significativas '
NS  No significativo
E = FEdad de siembra. M = Medio de cultivo. L = Luminosidad.

7.2.1.1  Altura de planta segin la triple interaccién edad de siembra por medio de cultivo por

intensidad luminica de incubacion

Utilizando la prueba de Duncan (cuadro 28), se determind, que en cinco combinaciones la respuesta
de los explantes del clon Loman a la altura de planta fue la mayor estadisticamente, v a la vez se describen

estas combinaciones en el cuadro 28.

Segun los requisitos de eleccion del protocolo descrito en el anilisis de la informacion de la
metodologia, se establece que la combinacion medio de ci_xltiyo DL con una intensidad luminica de
incubacién de 1000 lux como la mejor para esta variable de respuesta, debido que la respuesta de los

explantes al medio de cultivo DL, provocé un incremento en la altura de planta de 1.2 centimetros con la
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edad de siembra, como se observa graficamente en las figuras 16 y 17 y cuadro 28 sobre cuadros
sombreados. En forma general se puede observar que en el medio de cultivo DL, se present6 la mayor altura
de planta, posiblemente se deba a la presencia de acido giberélico, debido a que sélo este medio de cultivo® -
contiene este regulador de crecimiento, ya que el mismo interviene en el crecimiento de la planta

ocasionando especéalmeﬁte un alargamiento celular (12),

Cuadro 28. Prueba de Duncan al 5 %, para la triple interaccién de factores para Ia variable altura de
planta del clon Loman.

. Altura de
TRATAMIENTOS | Planta | GRUPO
‘ (em) '
Edad 1, medio de cultivo DL, Int. Luminica 3000 Jux | 13.1 (A
Edad 1, medio de cultive CS, int. Luminica 3000 lux 13.1 A
1 Edad 1, medie de cultive P2 int. Luminica 3000 lux | 130 A
1 Edad 1, medio de cultive CS, int. Luminica 1000 lux 12.1 AlB
Edad 1, medio de cultivo IS, int. Luminica 3000 lux | 11.3 AlB|LC)
Edad 1, medio de cultivo P2, int. Luminica 1000 lux 11.0 BiC
Edad 2, medio de cultivo CS, int. Lumintca 3000 lux 10.8 BiC|D
Edad 2, medio de cultivo DL, int. Luminica 1000 lux { - 10.6 BIC|D|E
Edad 2, medio de cultive CS, int. Luminica 1000 lux 9.9 C|D{E|F
Edad 1, medio de cultivo CL, int. Luminica 3000 lux | 9.7 C|DI|EIF |G
‘Edad 1, medio de cultivo DL, int, Luminica 1000 lux. [ -+ 9.4 -l | «[¢|D|E|F |G|H
Edad 1, medio de ¢ultivo IS, int. Luminica 1000 fux 8.8 DIEIF G|H]|1
Edad 1, medio de cultivo DS, int. Luminica 3000 lux 8.7 1E|F[G{H|I
Edad 1, medio de cultivo S, int. Luminica 1006 tux 8.6 1E1F |G{H|1 |
Edad 2, medio de cultive MS, int. Luminica 3000 fux 79 1 IFG{Hil {J
Edad 1, medio de cultive MS, int. Luminica {000 lux | 7.9 fIGIHL )
1 Edad 2, medio de cultive P2, int. Luminica 3000 lux 7.8 GIHIT ]
1 Edad 2, medio de cultivo DS, int. Luminica. 3000 lux 7.6 TGIHIT T IE
Edad 1. medio de cultivo MS, int. Laminica 3000 lux 7.6 1GIHI [J K]
Edad 1, medio de cultivo 1L, int. Luminica 1000 fux 7.5 HII |JIK
Edad 2, medio de cultivo DS, int. Lurpinica 1000 lux 7.4 Hil {J K
Edad 2, medio de cultivo IL, int. Luminica 3000 lux - 13 Hil |JIK
Edad 2, medio de cultivo P7, int. Luminica 3000 lux 6.9 ' |J|KIL
Edad 2, medio de cultivo MS, int. Luminica 1000 lux | 6.9 1]|J KL
Edad 2, medio de cultivo P2, int. Luminica 1000 lux 6.9 111F|K|L
Edad 1, medio de cultivo 1L, int. Luminica 3000 lux 6.8 I1J]K|L
Edad 2, medio de cultivo 18, int. Luminica 3000 lux | 6.4 JIK|LIM
Edad 1, medio de cultivo CL, int. Lominica 10060 lux | 6.0 J KL M
1 Edad 1, medio de cultivo P7_ int. Luminica 1000 lux 5.5 T K|L{M[N
Edad 2, medio de cultivo DL, int. Luminica 3000 lux 5.0 LIM[N
Edad 2, medio de cultivo 1S, int. Luminica 1000 Jux | 4.6 MIN
1 Edad 2, medio de cultivo P7, int. Luminica 1000 Jux | 4.4 IMIN
Edad 1, medio de cultivo P7, int, luminica 3000 lux 39 N
Edad 2, medio de cultivo CL, int. luminica 3000 [ux 0.0 |G
0

Edad 2, medio de cultivo IL, int. luminica 1000 lux 0.0
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En el medio de cultivo P7 la respuesta de los explantes del clon Loman, a la altura de planta fue la
menor en las intensidades {uminicas de 1000 y 3000 lux para la edad de siembra | (figura 16); estos
resultados coinciden con el experimento realizado por Ken Okabe (26), en el cual concluye que ¢l medio de

cultivo P7 contribuye a frenar Ia superdominancia de crecimiento para algunas variedades de papa.

La asociacion explante y los medios de cultive [ y C del CIP en estado liquido con una intensidad
luminica de incubacion de 1000 lux, no respondieron al crecimiento de las plantas en la edad de siembra 2
(figura 17); debido que fueron pocos los explantes del clon Loman que brotaron en la edad de siembra 1yde
éstos se extrajeron los explantes para resembrarlos (edad de siembra 2).  Estos resultados probablemente se
deban al fendmeno de la ésmosis, debido que cuando se coloca una célula vegetzil en un medio di luido, el
agua simplemente continita entrando y expandiendo a la célula hasta que la presion de turgencia llega al
punto de equilibrio; en este punto, la entrada de agua cesa de manera automatica y la célula se encuentra en
un estado de equilibrio de agua con el ambiente diluido, sin hincharse de modo apreciable y sin que la célula
misma haga trabajo alguno (23); y a la falta de oxigeno en los explantes, ya que algunos microesquejes al

ser sembrados se sumergieron completamente en el medio de cultivo liquido por el peso del explante.
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Figura 16. Altura de planta para la edad de siembra 1 Figura 17. Altura de planta para la edad de
conel clon Loman. - o de siembra 2 con el clon Loman.
REFERENCIA: DL: Medio D del CIP en estado liquido. CS: Medio C del CIP en estado semisolido. P2: Medio desarroflado

por Okabe. 1S: Medio I del CIP en estado semisolido. CL: Medio C del CIP en estado liquido. DS: Medio D del CIP en estado
semisolido. MS: Medio de Murashige y Skoog. IL: Medio I del CIP en estado liqudo. P7: Medio desarrollado por Okabe.
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7.2.2. Nimero de entrenudos

El andlisis de varianza para la variable de respuesta niimero de entrenudos (cuadro 29), mostré
diferencias altamente significativas para los factores edad de siembra, medio de cultivo, intensidad luminica
de incubacién y para la triple interaccion de factores edad de siembra por medio de cuitivo por intensidad

luminica de incubacién.

Cuadro 29, Analisis de varianza de Iz variable nimero de entrenudes del clon Loman.

Fuente de { Grades de Sumade | Cuadradoes Valerde F | Pr>F
variacion |  libertad cuadrados | medios ' .
Edad de siembra |1 188.5583 1885583 36,36 0.0001 **
| Medio de cultivo |8 392.2775 149.0346 9.46 . 0.0001  *+
| Luminosidad 1 162 8654 62,8654 112.12 0.0006 **
E*M 8 154.3211 6.7901 1 1.31 ' 0.2387 NS
E*L 1 2.8841 2.8841 0.56 04565 NS
M*L 8 1369771 4.6221 - 0.89 0.5242 NS
EXM*L. - 17 1 109.7479 1156783 - - 1302 ~10.0045 ¥+
ERROR . 1271 11405.3542 5.1858
TOTAL 314 2125 4461
C.V. =39.72805 _
¥ diferencias altamente significativas = Interaccion a analizar
* diferencias significativas - '
NS  No significativo C
E = Edad de siembra. M =  Medio de cultivo. L = Luminosidad,

7.2.2,1 Namero de entrenudos segiin Ia tr’iplé interaccion edad de siembra por medio de

cultive por intensidad luminica de incubacion

Con el empleo de la prueba de Duncan {(cuadro 30), se determind, que en siete combinaciones la
. respuesta de los explantes del clon Loman al namero de entrenudos, fue la mayor estadisticamente y a la vez

estas combinaciones se describen en el cuadro 30 en orden descendente.

De acuerdo a la consistencia de los resultados de la variable nimero de entrenudos por planta, se
establece que la mayor cantidad de entrenudos por planta se obtiene con i medio de cultive P7 a upa
intensidad luminica de incubacion de 3000 lux, le siguen los,médios de cultivo DS y MS los cuales apafecen
sobre cuadros sombreados en el cuadro 30. La mayor cantidad de entrenudos que se obtuvo en el medio de

cultivo P7 se debe posiblemente-al la accion del compuesto ancymidol, ya que ¢l mismo inhibe la
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transformacion de kaureno a kaurenol en la biosintesis de los 4cidos gibér’éficos, lo cual contribuye a frenar la
superdominacia de crecimiento en los explantes (28). Estos resultados coinciden con un expenmento
realizado por Ken Okabe (19), en el cual concluye que en el medio de cultivo P7 se reduce la aitura de planta

(figura 16), pero se aumenta el niunero de entrenudos por planta en el clon Ictafrit.

Cuadre 30. Prueba de Duncan al 5 %, para la triple interaccién de factores para la variable namero
de entrenudos del clon Loman,

. Niimero
TRATAMIENTOS de GRUPO
enirenudos
Edad 1, medio de cultivo C8, int, luminica 3000 lux 8.3 A
Edad 2, medio de cultivo P7, int, luminica 3000 lux 8.0 1A
Edad 1, medio de cultivo DL, int. luminica 3000 lux 7.8 AlB
Edad 1, medio de cultivo P7, int. luminica 3000 lux - 7.6 1A[B
Edad 1, medio de cultive P7, int. Juminica 1000 lux 7.6 AlB
Edad 1, medio de cultivo CS, int. luminica 1000 lux 7.5 AlB
Edad 1, medio de cultivo P2 int. luminica 3000 lux 7.3 A|B|C
Edad 1, medio de cultivo P2_ int. luminica 1000 lux 6.7 B|IC|D
Edad'1, medio de cultivo DS, int. luminica 30001lux .| = " 6.2 1= C{DIE |
Edad 2, medio de cultivo CS, int. luminica 3000 lux 6.2 C|DiE
Edad 1, medio de cultivo DS, int. luminica 1000 lux 6.1 DE
Edad 1, medio de cultivo IS, int. luminica 3000 lux 6.1 DE
Edad 2, medio de cuitive MS, int. laminica 3000 jux - 6.1 ADIE
Edad 1, medio de cultivo MS, int. luminica 1000 lux 6.0 D|E|F
Edad 1, medio de cultivo MS, int. luminica 3000 lux - 60 {D|E|F
Edad 2, medio de cultivo CS, int. luminica 1000 lux 6.0 DIE|F
Edad 2, medio de culiivo DS, int. luminica 3000fux 1} -~ - 3.9 IDIEIF|G
Edad 2, medio de cultivo P2, int. luminica 1000 Jux 58 D|EF|G|H
Edad 2, medio de cultivo DL, int, luminica 1000 lux 5.4 E|FiGJH|I
Edad 2, medio de cultivo IL, int. luminica 3000 lux 5.4 E|F{G|H|]
Edad 2, medio de cultivo DS, int. luminica 1000 lux 5.2 E[F|G[H|I
Edad 2, medio de cultivo MS, int. luminica 1000 lux 5.1 EF|[GiH{d
Edad 1, medio de cultivo 1S, int. luminica 1000 lux 5.1 E|F|GIH]|I
Edad 1, medio de cultivo 1L, int. luminica 3000 Jux 49 E|F|G|H|1 iJ
‘Edad 1, medio de cultivo CL, int. luminica 3000 lux 49 EiF|GIHI|T ||
Edad 2, medio de cultivo P2, int. luminica 3000 lux 4.8 FIGIH|I |J
Edad 1, medio de cultivo DL, int. laminica 1000 lux 4.7 F{G|H|I |J
Edad 1, medio de cultive 1L, int. Juminica 1000 lux 4.7 GlHII |J
Edad 2, medio de cultivo P7, int. luminica 1000 lux 4.5 H|1 |1
Edad 2, medio de cultivo IS, int. luminica 3000 fux 4.3 1)
Edad 1, medio de cultivo CL, int, [uminica 1000 lux 3.8 JIK
Edad 2, medio de cultive DL, int. luminica 3000 lux 3.7 j K
Edad 2, medio de cultivo 1S, int. luminica 1000 lux 2.7 - K
Edad 2, medio de cultivo CL, int. luminica 3000 Jux 0.1 : L
Edad 2, medio de cultivo [L, int. luminica 1000 lux 0.1 ' L
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En las figuras 18 y 19 puede apreciarse ¢! comportamiento de los valores medios de la variable
ndmero de entrenudos por planta, notandose en ellas las distintas interacciones de intensidad luminica de

incubacion entre los medios de cultivo para las edades de siembra ! y2.

En los medios de cultivo I y C en estadoe liguido con una intensidad Juminica de incubacién de 1000
lux, existe una tendencia a tener menor respuesta al niumero de entrenudos por planta, en la edad de siembra

1; debido propablemente a razones discutidas en la variable de respuesta anterior.
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Figural8. Namero de entrenudos para la edad de Figura 19. Nimero de entrenudos para la edad de
siembra | con €l clon Loman. siembra 2 con el clon Loman.

REFERENCIA: CS: Medio C del CIP en estado semisolide. DL: Medic D del CIP en estado Hquido. P7. Medio desarroffado
por Okabe. P2: Medio desarrollado por Okabe. DS: Medio D del CIP en estado semisolido. 1S: Medio I del CIP en estado
semisélido. MS: Medio de Murashige y Skoog, IL: Medio I def CIP en estado liquido. CL: Medio C del CIP en estado liquido.

7.2.3 Longitad de entrenudos

El analisis de varianza para la variable de respuesta longitud de entrenudos (cuadro 31), mostrd
diferencias altamente significativas para los factores edad de siembra y med. » de cuitivo y para la interaccion
edad de siembra por medio de cultivo. El comportamiento de los valores medios de la variable longitud de
entrenudos puede apreciarse en la figura 20, y en ella puede verse las principales interaccienes entre edad de
siembra y los medios de cuitivo: P2-CS, CS-DS, DS~DL, MS— IL, IL-CL y CL-P7.
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Cuadro 31. ‘Andlisis de varianza de Ja variable longitud de entrenndos del clon Loman,

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valorde F - Pr>F
variacion libertad cuadrados meding
Edad de siembra | 1 2.7269 2.7269 9.54 0.0022 ko
Medio de cultivo |8 37.4634 4.6829 16.39 0.0001 **
Luminosidad | 0.1503 0.1503 0.53 0.4688 NS
E*M- 8 7.8527 0.9816 343 0.0009 e
E*L I 0.1031 0.1031 0.36 - 10,5485 NS
M*L 8 2.2004 0.2758 0.97 0.4636 NS
E*M*L 7 3.6466 0.5209 1.82 0.0829 NS
ERROR 271 77 4426 0.2858
TOTAL 314 127.6378
CV. 3958372 NS = No significativo
** diferencias altamente significativas
* diferencias significativas = Interaccidén a andlizar

E = Edad de siembra. M =  Medio de cultivo. L. = Luminosidad
7.2.3.1 Longitud de entrenudos segan la interacciéon edad de siembra por medio de cultivo
En el cuadro 32 se observan las combinaciones no adecuadas para la micropropagacion, segin el

rango adecuado de 0.7 a 2.0 centimetros descrito en la metodologia, que aparecen sobre cuadros sombreados,

y las combinaciones adecuadas para la micropropagacion segiin la variable de respuesta.

Cuadro 32. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccion edad de siembra por medios de cultivo
para la variable longitud de entrenudos del clon Loman.

TRATAMIENTOS Longitud de

(edad de siembra, medio de cultive) entrenudos (rm)
Edad de siembra 1, medio de cultivo 1S 1.8 A
Edad de siembra 2, medio de cultivo CS 1.8 consistente A |B
Edad de siembra |, medio de cultivo P2 1.7 A |B
Edad de siembra 1, medio de cultivo CS 1.6 consistente (A |B |C L
Fdad de siembra 2, medio de cultive 1S 1.5 B {C |D
Edad de siemibra 2, medic de cultive P2 1.4 C |D |E
Edad de siembra 2, medio de cultive DL 1.4 C |D [E
Edad de siembra |, medio de cultivo DS 1.4 consistente C (D |E
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL ' .4 C D |E |F
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 1.4  consistente iC |D |E |F
Edad de siembra 2, medio de cultivo MS 1.3 C |{D |E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo MS 1.3 D |E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo 1L 1.2 E |F
Edad de siembra |, medio de cultivo CL 1.1 F
Edad de siembra 2, medio de cultivo P7 0.8 G
Edad de siembra 2, medio de cultivo (L 0.7 G
Edad de siembra 1, medio de enltivo P7 T L X s T | _iG
Edad de siembra 2, medio de cultivo CL- 00 oo s ' A ' H

'?Tﬂ




74

La mayor longitud de entrenudos se obtiene con el empleo del medio de cultivo CS y DS, como se
observa en el cuadro 32 y figura 20. La altura de planta influye significativamente para oblencr una mayor
longitud de entrenudos como se observa en la figura 16 y 17, debido que esta variable de respuesta se obtiene

dividiendo la altura de planta entre el niimero de entrenudos.
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0 .5 - - — —e e e ;.'j; e
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§ o | |

IS P2 CS DS DL MS IL CL P7
MEDIOS DE CULTIVO

Figura 20. Longitud de enirenudos para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo con el

cion Loman.

REFERENCIA: IS: Medio I del CIP en estado semisélido. P2: Medio desarroflado por Okabe, CS: Medio C del CIP en estado
semisdlido. DS: Medio D del CIP en estado semisolido. DL: Medio D del CIP en estado liquido. MS: Medio de Murashige y
Skoog. IL: Medio 1 del CIP en estado liquido. CL: Medio C del CIP en estado liquido. P7: Medio desarrollado por Okabe.

7.2.4 Peso fresco de tallo

La variable peso fresco de taflo del clon Loman se ve afectado por los factores edad de siembra,
intensidad luminica de incubacion y medio de cultivo y por la interaccion edad de siembra por medio de
cuitivo. Lo que permite indicar que de la siembra a Ia resiembra de los explantes hay diferencias en ia
- respuesta de los explantes al peso fresco de tallo; y variacion en cuanto a la respuesta de los explantes a los
diferentes medios de cultivo respecto al peso fresco de tallo, esto debido a diferencias en cuanto a
compbsicio’n quimica de cada medio de cultivo; y diferencias en la respuesta de los explantes a las
intensidades luminicas de incubacion, va gque el crecimiento y desarrollo de las plantas depende de la :

cantidad de luz a las que estan expuestas (6).
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Cuadro 33. Andlisis de varianza de la variable peso fresco de tallo del clon Loman.

Fuente de Grados de - Suma de Cuadrados Valorde F Pr>F
variaciéon libertad cugdrados medios ' ,
Edad de siembra 1 0.4189 23.96 : 0.0001 *x
Medio de cultive |8 0.1626 0.0001
: idad . 100 102781 S 00001 sl
EANT I8 1:0.0576 H0.0013 T e
| E*L 1 0.0002 09118 NS
M*L 8 0.0064 0.9362 NS
E*M*L 7 0.0199 0.3390 NS
ERROR 271 0.0175
TOTAIL 314
CV.= 7897416
** diferencias altamente significativas = Efectos a analizar
* diferencias significativas
NS  No significativo _
E = Edad de siembra. M= Medio de cultivo. L= Luminosidad.

7.2.4.1 Peso fresco de tallo segiin la intensidad lnminica de incubacién

Con el empleo de la prueba de medias de Duncan (cuadro 34), se determino que el mayor peso fresco
de tallo en gramos de acuerdo al factor luminosidad, se obtuvo con el empleo de la intensidad luminica de
incubacién de 3000 fux con un peso medio de tallo de 0.194 g.  El menor peso fresco de tallo se dié con el

uso de la intensidad luminica de 1000 lux con una media de 0.139 g.

Cuadro 34. Prueba de Duncan segtin la intensidad luminica de incubacién para la variable peso
fresco de tallo del clon Loman,

INTENSIDAD LUMINICA DE INCUBACION Peso de tallo (g)

3000 lux 0.194 A

1000 lux 0.139 » B

El comportamiento de los valores medios de la variable peso fresco de tallo ‘p.uede‘apreciarse en la
figura 21. Se observa un incremento del peso fresco de tallo al utilizar la intensidad luminica de 3000 lux.
Por lo general en las salas de cultivo de tejidos, las intensidades luminosas varian de 1000 2 5000 Iux con uso

muy comun de 2000 a 3000 lux.

~t
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Figura 21. Comportamiento de la variable peso fresco de tallo del clon Loman segin la intensidad Juminica

de incubacion.

7.2.42 Peso fresco de tailo segin la interaccién edad de siembra por medio de caitivo

Con el empleo de fa prueba de medias de Duncan (cuadro 35) se determind, que en las combinaciones

edad de siembra 1 por medio de cultivo DL y edad de siembra 1 por medio de cultivo CL la respuesta de los

explantes del clon Loman al peso fresco de tallo, fue la mayor estadisticamente y a la vez estas

combinaciones se describen en el cuadro 35 en orden descendente.

Cuadro 35. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccion edad de siembra por medio de cultivo para

la variable peso fresco de.tallo del clon Loman.

_TRATAMIENTOS Peso de tallo
{Edad de siembra, medio de cultivo) {g) '
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL 0.3606 1A

| Edad de siembra 1, medio de cultivo CL _

.'-Edad de siembra 1, medio de cultive P2

'Edad de'siemibra 2, medio de cultive CS &

Edad de siembra 2, medio de cultive DL

Wi

| Edad de siembra 2, medio de cultivo P7

| Edad de siembra 1, medio de cultivo P7

Edad de siembra 1, medio de cultivo 1L

slisliolioliplle

Edad de siembra 2, medio de cultivo P2

Edad de siembra 1, medio de cultivo DS

w]lwilwiwiiollvwiie]iv

olm e i | m | m i o

Edad de siembra |, medio de cultivo MS 0.103 F
| Edad de siembra 2, medio de cultivo MS 0.100 F
1 Edad de siembra 2, medio de cultivo IL 0,100 1F
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 0.097 1F
Edad de siembra 1, medio de cultivo IS 0.696 +F
1 Edad -de siembra 2, medio -de cultive IS 0.037 F
Edad de siembra 2, medio de cultive CL 0.000
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Como se observa en la figura 22, el mayer peso fresco de tallo se obtiene en la edad de siembra 1 con
los medios de cultivo D y C del CIP en estado liquido; la mayor respuesta, en estos medios de cultivo
probablemente se deba a la facilidad de absorcion de nutrientes en el medio liquido; pero en los mencionados
medios de cultivo ios resuitados de peso fresco de tallo no fueron consistentes estadisticamente a través de -
las edades de siembra, mientras que en el medio de cultivo CS los resultados de peso fresco de tallo fueron
consistentes estadisticamente aunque clasificados en el segundo grupo segiin la prueba de medias de Duncan
{cuadro 35), por lo que se considera el mejor medio de cultivo para esta variable de respuesta por su

consistencia. El medio de cultivo P7 fue el inico medio en que el peso de tallo se incremento con la edad de

siembra.
. 04+
D 0.35 -
o 03
® 025 ——Edad 1
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Figura 22, Peso fresco de fallo para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo con el clon Loman.

REFERENCIA: DL: Medio D del CIP en estado liquido. CL: Médio_C d\el.‘ CIP en estado liquido. CS: Medio C del CIP en
estado semisélido. P2: Medio desarrollado por Okabe. P7: Medio desarrollado por Okabe. IL: Medio I del CIP en estado
liquide. DS: Medio D del CIP en estado semisdlido. MS: Medio de Murashige y Skoog. IS: Medio I del CIP estado semisélido.

7.2.5 Peso fresco de raiz

El comportamiento de la variable peso fresco de raices se ve afectado por los factores edad de
siembra, intensidad lumfnica y medio de cultivo y por Ias interacciones edad de siembra por medio de cultivo
y medio de cultivo por intensidad luminica. Se observa que de la siembra a la resiembra de los explantes hay
diferencias en cuanto al peso de raices, por lo que se dice que esta variable 1. - es consistente en su respuesta .
con relacion a las edades de siembra. En los medios de cultivo hubo una variacién en los resultados, esto se

debe probablemente a diferencias de composicién quimica de cada medio de cultivo; con relacion a la
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intensidad luminica, se observan diferencias en cuanto a la respuesia de los explantes al peso fresco de raices

en las dos intensidades luminicas de incubacion.,

Cuadro 36. Anilisis de varianza de la variable peso fresco de raices del clon Loman.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valorde F Pr>¥
variacién libertad cuadrados medios ) :
Edad de siembra 1 0.0261 0.0261 15.00 0.0001 %+
Medm dc cultivo 13 0.5239 0.0655 37.52 0.0001 **
|1 0.0717 0.0001
o Cil0.02767 004865 % 0
11 0.0008 0.4753
SR e 4R CLO000) R
7 0.0171 0.2051
271 0.4730
[314 1.2384

CV. =8251447

** diferencias altamente significativas

Interacciones a analizar

* diferencias significativas

NS No significativo. E= Edaddesiembra. M= Mediodecultivo. L= Fuminosidad,

7.2.5.1 Peso fresco de raiz segin la interaccion edad de siembra por medio de cultivo

Con el empleo de la prueba de medias de Duncan (cuadro 37), se determind, que en la combinacion
edad de siembra 1 y medio de cultivo P7 la respuesta de los explantes del clon Loman al peso fresco de

raices, fue la mayor estadisticamente, con una media de 0.163 gramos.

Cuadro 37. Prueba de Duncan al 5 %. para la interaccién edad de siembra por medio de cultivo para

la variable peso fresco de raices del clon Loman.

TRATAMIENTOS Peso de raiz
! de si . ; : {
Edad de siembra 1 medm de cultwo CS
‘Edadde siembra 2, medio de cultivo P2 JCD
Edad de siemibra 1, medio de cultivo CL, 0.061 C 1D
Edad de siembra 2, medio de cultivo CS 0060 C |D |
Edad de siembra 1, medio de cultivo MS 0.047 D |E
Edad de siembra 2, medic de cultivo MS 0.045 D |E |F
Edad de siembra 1, medio de cultivo DL 0.036 E F
Edad de siembra 1, medio de cultivo DS 0.028 E 'F |G
Edad de siembra 2, medio de cultivo DS 0.027 F |G
Edad de siembra 2, medio de cultivo DL 0.013 |G iH
Edad de siembra 1, medio de cultive IS 0.005 H
Edad de siembra 1, medio de cultivo IL 0.002 H
Edad de siembra 2, medio de cultivo IS | 0.001 H
Edad de siembra 2, medio de cultive IL 0.001 H |
Edad de siembra 2, medic de cultivo CL 0.000 H |
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En la figura 23 puede apreciarse el comportamiento de los valores medios de la variable peso fresco
de raices, notandose en ella las principales interacciones de edad de siembra por medios de cultivo: CS -
CL, CL.-MS, MS-DL y DL -DS.

Seleccionando el medio de cultivo en el cual los resultados sean consistentes estadisticamente o con
un rango cercano al mismo en cuanto al mayor peso fresco de raices, al respecto se selecciond el medio de
cultivo P7 como el medio de cultivo en el cual se obtiene el mayor peso fresco de raices en las edades de
siembra 1y 2; y el medio de cultivo P2 como el segundo mejor medio de cultivo con respecto al mayor peso

fresco de raices pero el mejor en cuanto a su consistencia en los resultados (cuadro 37).

La alta respuesta de este medip de cultivo al peso fresco de raices posiblemente se le atribuye al
compuesto quimico ancymidol, ya que es el tnico compuesto que diferencia el medie de cultivo P7 del
medio de cultivo P2 (cuadro 5) y sus funciones (26,28), se reflejan en los resultados obtenidos que fuéron:
la reduccion de la altura de planta como puede verse en la figura 16 y una disminucién de Ia distancia de
entrenudos como puede observarsé et la figura 20; debido a estos resultados probablemente el ancymidol

influye en el aumento del peso de raices para el clon Loman.
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-2 RN\ - Edad 2
@ 0.05 N
§ ’ ‘1\%‘ r/%\“——.

0 e e

P7 P2 CS CL MS DL DS IS IL
MEDIOS DE CULTIVO |

Figura 23. Peso fresco de raices para la interaccion edad de siembra por mea.¢ de cultivo del clon Loman.

REFERENCIA: P7: Medio desarrollado por Okabe. P2: Medio desarroflado por Okabe. CS: Medio C del CIP en estado
semisolido. CL: Mledio C del CIP en estado liquido. MS: Medio de Murashige y Skoog. DL: Medio D del CIP en estado liquido
DS: Medio D del CIP en estado semisélido. IS: Medio I del CIP en estado semisélido. IL: Medio I del CIP en estado Jiquido.
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Graficamente se observa en la figura 23, que el medio de cultivo I del CIP en estado liquido y
semisolido en las dos edades de siembra, obtuvo el menor peso fresco de raices en el clon Loman. Estos
resultados se atribuyen a la mayor cantidad de citocininas (BAP = 0.5 mg/1) que auxinas (ANA = 0.01 mg/l)
presentes en el medio de cultivo (cuadro 5), ya que al presentarse una relacién mayor de citocininas que

auxinas en el medio de cultive inhiben la formacién de raices en el explante (29).

7.2.52 Peso fresco de raiz segin la interaccion medio de cultivo por intensidad luminica

Utilizando la prueba de medias de Duncan (cuadro 38), se determind, que en la combinacion medio
de cultivo P7 y luminosidad de 3000 lux, la respuesta de los explantes del clon Loman al peso fresco de

raices, fue la mayor estadisticamente, con una media de 0.179 gramos.

Cuadro 38. Prueba de Duncan al 5 %, para la interaccién medio de cultive por intensidad Juminica
de incubacién para la variable peso fresco de raices del clon Loman.

TRATAMIENTOS : | Peso de raiz
____(medio de cultivo, intensidad Juminica) {2) _
Mediode cultivo P7, intensidad lmninica 3000 ux:
Medio de cultive P2, intensidad luminica 3000 lux B |
| Medio de cultivo P7, intensidad luminica 1000 lux 0.101 B
{ Medio de culiivo CS, intensidad tuminica 3000 fux 0.097 B
{ Medio de cultivo MS, intensidad luminica 3000 lux 0.061 C
Medio de cultive CL, intensidad lumfnica 3600 fux 0.059 C |{D
Medio de cultive CL, intensidad luminica 1000 lux 0.044 C |D |E
| Medio de cultive CS, intensidad luminica 1000 lux 0.040 D {E
| Medio de cultivo DS, intensidad luminica 3000 lux 0.037 {E |F
Medio de cultivo P2, intensidad luminica 1000 lux 0.036 JE IF
Medic de cultivo MS, intensidad luminica 1000 lux 0.030 iE |F
Medio de cultivo DL, intensidad luminica 3000 lux 0.029 E IF
Medio de cultivo DL, intensidad luminica 1000 lux 0.024 E |F |G
Medio de cultivo DS, intensidad luminica 1000 lux 0.020 [F |G |H
| Medio de cultivo IS, intensidad luminica 3000 lux 0.004 G [H
Medio de cultivo IL, intensidad luminica 1000 lux 0.003 H
| Medio de cuitivo IS, intensidad luminica 1000 lux 0.002 H
1 Medio de cultivo 1., intensidad fuminica 3000 fux | 0.002 H

El comportamiento de los valores medios de la variable peso fresco « ¢ raices puede apreciarse en la
figura 24, y en ella s¢ observan las principales interacciones de intensidad luminica de incubacién entre los
medios de cultivo; CS—MS, MS-CL y DS-DL. '
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Figura 24. Peso fresco de raices para la interaccion medio de cultivo por intensidad iummxca de incubacién
con el clon Loman.

REFERENCIA: P7: Medio desarrollado por Okabe. P2: Medio desarrollado por Okabe. CS8: Medio C del CIP en estado
semisolido. MS: Medio de Murashige y Skoog. CL: Medio C del CIP en estado liguido. DS: Medio D del CIP en estado

semisdlide. DL: Medio D del CIP en estada liquido. IS: Medio I del CIP en estado semisolide. IL: Medio I del CIP en estado
liquido.

Se observa un incremento del peso fresco de raices con la combinacién medio de cultivo P7 a una
intensidad luminica de 3000 lux con una media en el peso fresco de raices de 0.179 gramos. Con la
intensidad luminica de 2000 lux se obtiene el mayor peso de raices en la mayoria de los medios de cultivos, a
excepeion del medio de cultivo IL.

7.2.6 Niimere de raices

El analisis de varianza para la variable dc respuesta numero de raices (cﬁadro 39), mostré diferencias
altamente significativas para los factores medio de cultivo y luminosidad y para las interacciones edad de
siembra por medio de cultivo y medio de cultivo por intensidad luminica y edad de siembra por intensidad

luminica por medio de cultivo como se observa en el siguiente cuadro.




Cuadre 39. Anélisis de varianza de la variable niimero de raices del clon Loman.
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B =

7.2.6.1

Utilizando la prucba de medias de Duncan (cuadro 40), se determiné que fa mayor cantidad de raices

se obtuvo con la combinacion edad de siembra 2 por medio de cultivo P7 por intensidad luminica de 3000

Edad de siembra.

M =

Medio de cultivo.

L =

por intensidad luminica de incubacion

lux y el nimero de raices para este tratamiento fue de 16.1.

De acuerdo a la forma de eleccion del protocolo descrito en la metodologia, se selecciond el mejor
medic de cultivo para esta variable de respuesta. Al respecto se selecciond el medio de cultivo P7 a una
intensidad luminica de 3000 lux como el mejor medio de cultivo para esta variable, como se observa en una
forma sombreada en el cuadro 40 y gréficamente en las figuras 25 y 26. La alta respuesta de este medio de

cultivo al mayor nimero de raices del clon Loman, se debe presumiblemente al compuesto ancymidol, que

ya fue discutido en el parrafo cuarto de Ia literal 7.2.5.1.

Luminosidad.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valorde F Pr>F
variacidn 1 libertad] cuadrados medios
1 Edad de siembra l 1 6.8562 0.8562 0.59 i0.4419 NS
Medio de cultivo 8 {1690.2294 211.2787 18.28 10,0001 ¥+
Luminosidad ] 144.2190 144.2190 12.48 10.0005 ¥+
E*M 8 268.7145 33.5893 2.91 0.0040  **
E*L 1 2.2279 122279 0.19 0.6610 NS
M*1, 8 353.8989 44.2373 3.83 0.0003  **
EXMEL: s g +1311.4078 © [44.4868 3B e 000057 R
ERROR 27 3132.6933 11.5597 '
TOTAL 1314 6051.9873
C.V.= 61.26937
#*  diferencias altamente significativas = Interaccion a analizar
* diferencias significativas
NS No significativo

Niimero de raices segiin Ia triple interaccién edad de siembra por medio de cultivo

En el medio de cultivo P7 se observé un incremento significativo en el nimero de raices con la edad

de siembra (edad de siembra 2), probablemente se deba a la adaptacion de ~xplante al medio de cultivo P7,

debido a resultados similares que se obtuvieron en las variables altura de -pla-nta, numero de entrenudos,

longitud de entrenudos y peso fresco de tallo en el clon Loman.
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Cuadro 40. Prueba de Duncan al 5 %, para la triple interaccién de factores para la variable niimero
de raices del clon Loman. :

Niamero

TRATAMIENTOS

Edad 2, medio de cultivo P7, int. uminica 3000Tux | 16,1
‘Edad 1, medio de culfivo P7, int, luminica 3000Tux. |~ 04"

Edad 2, medio de cultivo DL, int. luminica 1000 lux

Edad 1, medio de cultive DL, int. luminica 3000 lux

Edad 2, medio de cultivo MS, int. luminica 3000 Jux

W |

Edad 2, medio de cultivo P2, int. luminica 3000 hx
Edad 1, medio de cultivo CL, int. luminica 3000 lux

Edad 1, medio de cultivo CS, int. luminica 3000 lux

Edad 1, medio de cultivo P7, int. luminica 1000 lux
Edad 1, medio de cultive MS, int. luminica 3000 lux
Edad 2, medio de cultivo MS, ini. luminica 1000 lux

olielielivlislielielivlle]

l=ll=li=ll=lle]i=]{=lielle;

Edad 2, medio de cultivo P7, int. luminica 1000 Jux

Edad 2, medio de cultivo DS, int. luminica 3000 Tux

Edad 1, medio de cultivo DL, int. luminica 1000 lux

el i Besties et {eb ekl Hesdleal ool

Edad 2, medio de cultivo CS, int. luminica 3000 lux

| 7o | e e e | e e

Edad 1, medio de cultivo P2, int. Juminica 3000 fux

Edad 1, medio de cultivo MS, int. Juminica 1000 tux -

QQ|QQIQIQ|O(QIQQIDIO

Edad 1, medio de cultivo CL, int. Juminica 1000 lux

TR DT n|r|n|n| =

Edad 1, medio de cultivo CS, int. luminica 1000 jux

Edad 2, medio de cultivo CS, int. luminica 1000 lux

Edad 1, medio de cultivo DS, int. Juminica 3000 lux

Edad 2, medio de cultivo DS, iut. luminica 1000 hux

Pt Lt | o | ot [ | ] { et § e | et { i | et |

Edad 1, medio de cultivo P2, int. luminica 1000 lux

bl L) N (UG P35 [0 PUSY U PRENY PR P

Edad 1, medio de cultivo DS, int. luminica 1000 lux

FIR|RIARIRIRR

Edad 2, medio de cultivo P2, int. lominica 1000 lux

Edad 1, medio de cultivo IS, int. luminica 1000 hux

[l el

Edad 1, medio de cultivo IS, int. luminica 3000 lux

Edad 2, medio de cultivo DL, int. luminica 3000 lux

Edad 2, medio de cultivo IS, int. luminica 3000 fux

Edad 1, medio de cultivo IL, int. luminica 3000 {ux

Edad 2, medio de cultivo IS, int. luminica 1000 hux

TEZZZIZR

Edzad 2, medio de cultivo IL, int. luminica 3000 lux

Edad 1, medio de cultivo IL, int. luminica 1000 lux

ZIZ|Z {212

Edad 2, medio de cultivo CL., int. luminica 3000 lux

Siceelo

Edad 2, medio de cultivo IL, int. luminica 1000 lux.

En las figuras 25 y 26 puede apreciarse el comportamiento de los valores medios de Ia variable
nitmero de raices por planta para las edades de siembra 1 ¥ 2, notandose en ellas las distintas interacciones de

intensidad luminica de incubacién entre los medios de cultivo para las edades de siembra 1y 2.
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Figura 25. Nimero de raices para la edad de siembra 1 Figura 26. Numero de raices para la edad de
con ¢l clon Loman, siembra 2 con el clon Loman.

"REFERENCIA: P7: Medio desarrollado por Okabe. DL: Medio D del CIP en estado liquido. CL: Medio C del CIP en estado _
liquido. CS: Medio C del CIP en estado semisélide. MS: Medio de Murashige y Skoog. P2: Medio desarrollado por Okabe.
DS: Medio D del CIP en estado semisélido. IS: Medio I del CIP en estado semisolido. TL: Medio I del CIP en estado liquido.

7.2.7 Longitud de raices

El comportamiento de Ia fongitud de raices del clon Loman es afectado por los factores edad de
siembra, intensidad fuminica de incubacion y medio de cultivo y por las interacciones edad de siembra por
medio de cultivo y edad de siembra por medio de cultivo por intensidad luminica. Anélizando los factores
por separado, nos indica que de la siembra a la resiembra de los explantes del clon Loman hay diferencias en
cuanto a la respuesta de Jos explantes a la longitud de raices respecto a 1a edad de siembra. En cuanto a
medios de cultivo, la variacion en los resultados se debe probablemente a diferencias de composicion
quimica de cada medio de cultivo; con relacion a la intensidad luminica de incubacién, las diferencias de
respuesta de los explantes a la variable, se debe presumiblemente a la cantideid_de energia luminosa recibida,
debido que la Iuz es indispensable para regular ciertes procesos morfogenéticos como lo comprueban

numerosos estudios (30,31).
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Cuadro 41. Andlisis de varianza de la variable longitud de raices del clon Loman.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valor de F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
Edad de siembra 1 37.8133 37.8133 15.59 0.000]1 #*
Medio de cultivo 8 1026.2342 1282793 52.89 0.0001 **
Luminosidad 1 22.4379 224379 925 0.0026 **
E*M 8 50.6302 6.3288 2.61 0.0052 **
E*L I 1.9384 1.9384 0.80 03721 NS
M*L 8 17.1990 2.1499 0.89__ 0.5283 NS
EAMAL D e e 407081 S 1 711480 A0S SR 000565k
ERROR 27 6572724 2.4253
TOTAL 314 1938.9160
C.V.=3743646,
NS = No significativo = Interaccion a analizar
** = diferencias altamente significativas.
E = Edad de siembra. M= Medio de cultivo. L = Luminosidad.

7.2.7.1 Longitud de rafces segiin Ia triple interaccion: edad de siembra por medio de cultivo

por intensidad luminica de incubacion

Utilizando la prueba de medias de Duncan (cuadro 42), se determiné, que en las combinaciones edad
de siembra 1 por medio de cultivo MS por intensidad luminica 3000 lux, edad de siembra 1 por medio de
cultivo MS por intensidad luminica 1000 lux, edad de siembra 2 por medio de cultivo MS por intensidad
luminica 3000 hux y edad de siembra 2 por medio de cultivo DS por intensidad luminica 3000 lux, la

respuesta de los explantes del clon Loman a la longitud de raices, fue la mayor estadisticamente.

El comportamiento de los valores medios de la variable longitud de raices puede apreciarse en las
figuras 27 y 28, y en ellas puede observarse las distintas interacciones de intensidad luminica entre los
medios de cultivo para las edades de siembra 1 y 2. La asociacion explante y medios de cultivo I y C en
estado liquido en fa edad de siembra 2, no respondieron a la variable de recnuesta (figura 28), debido a que
fueron pocos los explantes del clon Loman que brotaron en Ia edad de siembra 1 (figura 27) y de éstos se
extrajeron los explantes para resembrarlos, lo que constituyé la edad de siembra 2; probablemente se deba a
la falta de oxigeno en los explantes ya que algunos microesquejes al ser sembrados, se sumergieron

completamente en el medio de cultivo liquido por el peso del explante.

it
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Cuadro 42. Prueba de Duncan al 5 %, para Iz triple interaccién de factores para la variable longitud

de raices del clun loman,

i Longitad |
TRATAMIENTOS _ de _
Raiz (cm)
Ed d 1 medlo de cult MS mt lumrmca 1000 lux B
[‘Edad 2;'medio’de cult, 'MS it himinica’3000 Tux ; {B
Edad 2, medio de colt. DS, int. fominica 3600 fux 6.42 BIC| |
Edad 1, medio de cult. P7, int. fJuminica 1000 lux 6.18 1B |C D]
Edad 2, medio de cuit. P7, int. Juminica 3000 lux 6.15 BICIDIE} |
Edad 2, medio de cult. MS, int. luminica 1000 lux 595 C|D|E|F
Edad 1, medio de cult. DS, int. luminica 1000 lux 5.84 C|D|E|F
‘Edad 1, medio de cult. P7, int. laminica 3000 lux 5.81 C|D|E|F |
Edad 1, medio de cult. DS, int. Tutninica 3000 jux 5.30 CID|E[F]
Edad 2, medio de cul. DS, int. lominica 1000 Jux - 5.52 1DIEAF (G
Edad 1, medio de cult. P2 int. luminica 3000 lux 5.48% DIEIFIG
Edad [, medio de cult. P2, int, luminica 1000 lux | 5.45 DI|EIF |G
_ Edad 2, medio de cult. CS, int. luminica 1000 lux 5.36 DIE|F |G
Edad 1, medio de cult. CS, int. luminica 3000 lux 5.32 E{F |G
Edad 2, medio de cult. CS, int. luminica 3000 lux | 522 If1G|H
Edad 2, medio de cuit. P2, int. luminica 3000 lux 4.71 GIH
Edad 1, medio de cult. C8, int. Juminica 1000 lux 422 HiIlI
Edad 1, medio de cult. DS, int, luminica 3000 lux | 4.13 i .
Edad 2, medio de cult. P7, int. luminica 1000 lux 3.79 J K
Edad 2, medio de cult. DL, int. luminica 1000 lux 3.31 KIL
Edad 1, medio de cult. DL, int. luminica 1000 lux 3.18 KiL
1 Edad 2, medio de cult, P2, int. juminica 1000 lux 3.04 K{L[M
1 Edad 1, medic de cult. CL, int. luminica 3000 lux 2.80 LiMiN
1 Edad 1, medio de cult. IS, int. luminica 3000 lux 2.38 MINIO
Edad 2, medio de culi. IS, int. luminica 3000 lux 2.10 N|O|P
Edad 1, medio de cult. CL, int. luminica 1000 hux 1.95 o|P
Edad 1, medio de cult. IS, int. luminica 1000 lux 137 PiQ
1 Edad 2, medio de cult. DL, int. luminica 3000 jux 1.35 PO
1 Edad 1, medio de cult. IL, int. luminica 3000 fux |  1.09 | 42
Edad 1, medio de cult. IL_int. luminica 1000 lux | - 1.00 Q]
Edad 1, medio de cult. IL, int. luminica 3000 lux | 1.00 Q
Edad 2, medio de cult, IS, int. luminica 1000 lux 0.98 Q
Edad 2, medio de cult. IL, int. luminica 1000 Jux 0.00
Edad 2, medio de cult. CL, int. luminica 3000 Jux | 0.00

Segun su consistencia en los resultados, se establece que la mayor longitud de raices se obtiene con ¢l
medio de cultivo MS a una intensidad fuminica de 3000 lux; al respecto resulté ser el mejor medio de cultivo
para esta variable de respuesta como se observa en el cuadro 42 y graficamente en las figuras 27 y 28, El

éxito en ¢! cultivo de tejidos depende de la seleccion del medio de cultivo s. zn las caracteristicas deseadas a

producir del material clonal.
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Figura 27. Longitud de raices para 1a edad de

siembra 1 con el clon Loman.

IL

MS DS P7 CS P2 IS DL 1L CL
MEDIOS DE CULTIVC

Figura 28. Longitud de raices para la edad

siembra 2 con el clon Loman.

REFERENCIA: MS: Medic de Murashige y Skoog. P7. Medio desarrollado por Okabe. DS: Medio D del CIP en estado
semisolido. P2; Medio desarrofiado por Okabe. CS: Medio C del CIP en estado semisolido. DL: Medio D del CIP en estado
liquido. CL: Medio C del CIP en estado liquido. 1S: Medio I del CIP en estado semis6lido. IL: Medio I del CIP en estado

liquido,
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8. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se llevé a cabo el experimento se liegé a las siguientes conclusiones:

El medio de cultivo MS, modificado por el CIP, mas Ios suplemenios de 4cido félico, agua de coco,
L-arginina-HCJ, pantotenato de calcio y putrescina-HCI (medio de cultivo CS), con una intensidad
luminica de incubacién de 3000 lux, induce una mayor respuesta en las variables: altura de planta,

ntimero de entrenudos v peso fresco de taflo en el clon Ictafrit.

El medio de cultivo MS, modificado por el CIP, mas el suplemento de 4cido giberélico (medio de
cultivo DS), con una intensidad luminica de incubacion de 3000 lux; induce una mayor respuesta en

las variables: nimero de entrenudos y longitud de entrenudos en el clon Loman.

El medio de cultivo MS, modificado por el CIP, mas los suplementos de 4cido folico, agua de coco,
L-arginina-HCl, pantotenato de calcio y putrescina-HCl (medio de cultivo CS), con una intensidad

luminica de incubaci6én de 3000 lux, induce un mayor peso fresco de talio en el clon Lomar.

El medio de cultivo constituido pbr fos macronutrientes de Ken Okabe, micronutrientes de Murashige
y Skoog v vitaminas de Gamborg B5, mas los suplementos de agua de coco, L~ar_ginina—HCl, acido
folico, pantotenato de calcio, putrescina-HCI y ancymidol (medio de cultivo P7), con una intensidad
fuminica de incubacién de 3000 lux, induce una mayor respuesta en las variables: peso fresco de

raices y niimero de raices en los clones Ictafrit y Loman.

Los clones Ictafrit y Loman presentan una mayor jongitud de raices con el medio de cuitivo MS de

Murashige v Skoog con una intensidad luminica de incubacion de 3000 Jux.
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9. RECOMENDACIONES

De acuerdo con la experiencia obtenida se recomienda lo siguiente:

Se recomienda utilizar el medio de cultivo CS de! CIP, para la siembra y resiembra del clon Ictafrit,
a una intensidad luminica de 3000 lux para Ia fase de multiplicacion. Combinacién que obtuvo el
mejor resultado en las variables: altura de planta, namero de entrenudos, peso fresco de tallo y con

una adecuada longitud de entrenudos.

Se recomienda utilizar el medio de cultivo DS del CIP, para la siembra y resiembra del clon Loman,
a una intensidad fuminica de 3000 lux, para la fase de multiplicacién. Combinacion que obtuvo el

mejor resultado en las variables: niimero de entrenudos y longitud de entrenudos.

Se recomienda utilizar el medio de cultivo P7 de Okabe, para la siembra de los clones Ictafrit v
Loman, a una intensidad luminica de 3000 lux para la fase de enraizamiento y preparacion para su
trasplante. Combinacién que obtuvo el mejor resultado en las variables: peso fresco de rafces,

nimero de raices y con una adecuada longitud de raices.

Se sugiere realizar investigaciones en los clones Ictafrit y Loman, evaluando difercnics
concentraciones del compuesto ancymidol del medio de cultivo P7, ya que el mismo inierviene en el
comportamiento de la altura de planta y formacioén de raices. Debico a que resulté ser un medio de
cultivo adecuado para ¢l trasplante por producir excelentes raices, pero no asi para la fase de
multiplicacién por su baja altura de planta; por lo que puede servir también para conservacién de

germoplasma.
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Cuadro 43A. Temperatura en las camas de crecimiento a una intensidad luminnica de 1600 lux. '

SIEMBRA TEMPERATURA RESIEMBRA TEMPERATURA
Dia MAXIMA | MINIMA | MEDIA Dia MAXIMA | MINIMA | MEDIA
1 25 22 235 1 27 21 24
2 25 2 235 2 27.7 20 23.85
3 25 22 23.5 3 27.2 20.1 23.65
4 24.4 22 23.2 4 258 20 229
5 24.3 19 21.65 5 248 18 214
6 24 17.8 20.9 6 25 19 22
7 23 18 205 7 242 18 211
8 23.3 19 21.15 B 26.3 201 252
9 213 5.7 18.5 9 26.2 21 236
10 214 14.8 17.95 10 25.3 21 23.16
11 22.9 16.8 18.85 11 25.1 20 22.55
12 23.2 17.8 20.5 12 268 20 234
13 23.1 16.7 19.9 13 269 - 202 23.65
14 228 18.1 19.45 14 26.8 20.9 23.85
15 228 16 19.4 15 25.9 21 23.45
16 231 16 19.55 16 26.4 19.6 23
17 23.2 16.1 19.65 17 25.5 19.5 22,5
18 22 16 18 18 25 20 22.5
19 221 16.1 19.1 19 25 20.6 22.8
20 224 . 16.9 19.65 20 23.7 19.3 21.5
21 22.8 17 18.9 21 24.1 17.9 21
22 257 18.8 22.25 22 239 17.7 20.8
23 26.3 19.9 231 23 23 17.8 20.4
24 259 204 2315 24 20.7 17 18.85
25 254 19 222 25 22 16 19
28 268 201 23.45 26 21.7 16.7 19.2
27 26.9 208 23.85 27 21 17.8 9.4
28 27.2 21.8 245 28 222 16 18.1
29 28.1 20.3 242 29 22 15.1 18.55
30 27.9 206 24.25 30 21 15 18
31 27 21 24 31 22.8 17.8 20.3
32 277 20 23.85 32 24.5 19 21.75
33 27.2 20.1 23.65 33 26.3 20 23.15
34 25.8 20 229 34 26 20 23
35 24.8 18 21.4 35 24.5 20 22.25
36 25 19 22 36 25.1 19.7 22.4
37 24.2 18 21.1 37 23.8 16.8 20.3
38 263 20.1 23.2 38 25 19.8 224
39 26.2 21 236 30 21 16 185
40 253 21 2315 40 23 17.9 20.45
MEDIA 2466 18.84 21.75 MEDIA 245 18.83 21.67




Cuadro 44A. Temperatura en las camas de crecimiento a una intensidad luminnica de 3000 lux.

SIEMBRA TEMPERATURA RESIEMBRA TEMPERATURA
Dia MAXIMA | MINIMA | MEDIA Dia MAXIMA | MINIMA | MEDIA
1 2372 17.9 20.75 1 27.8 22 24.7
2 232 17.9 20.55 2 28 21 245
3 23.5 18.6 21.05 3 27 20.8 239
4 233 18.4 20.85 4 259 20.7 233
5 23 188 209 5 249 193 221
6 235 18 20.75 6 25 20 225
7 23 18.1 20.55 7 24.1 182 21.15
8 23 19 21 8 257 20.3 23
9 21.2 16.4 188 g 25.7 20.9 233
10 22 20 21 10 25.4 21.7 23.55
11 23.1 17.9 205 11 255 21 23.25
12 24 5 18.8 21.65 12 26.9 21 2395
13 234 18 20.7 13 27 21.1 24.05
14 23 18.9 20.95 14 27 219 24.45
15 224 17.7 20.05 15 26.3 221 242
16 229 171 20 16 27 20.9 23.95
17 23 173 20.15 17 255 20 22.75
18 223 17 19.65 18 25.2 207 22.95

19 223 16.5 19.4 19 25 21 23
20 22 17 19.5 20 238 20 21.9
21 224 17 19.7 21 242 188 215
22 24.9 189 219 22 23.9 182 21.05
23 252 19.8 225 23 232 186 20.9
24 24.8 20.1 22.45 24 219 171 195
25 24 187 21.35 25 218 16.7 193
26 258 20.8 233 26 218 17 19.4
27 27.2 21.2 242 27 212 18 196
28 27.8 22 249 28 222 17 198
29 28.4 212 248 29 22 16 19
30 28 21.4 247 30 21.2 15.9 18.55
31 27.8 22 247 31 228 18 20.4
32 28 21 24,5 32 24 19 215
33 27 20.8 239 33 258 20 229 |
34 25.9 207 233 34 258 20 229
35 249 19.3 221 35 236 20 218
36 25 20 228 36 242 20 221
37 241 18.2 21.15 37 22.9 17.8 20.35
38 257 203 23 38 24 206 22.3
39 257 20.9 23.3 39 21 17.2 19.1
40 254 217 2355 40 22 = 18.9 20.7

MEDIA 24.4 19.14 2177 MEDIA 24.4; 19.48 2197
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Cuadro 45A. Valores de la tabla propuesta por Montaldo (15) para determinar peso especifico, porcentaje de
materia seca, porcentaje de almidén y calidad culinaria ,por medio de densidades conocidas de
soluciones salinas.

Nimero de | Gramos de NaCl [ Peso especifico Almidon Materia seca Calidad
solucidn por litro de agua (%) (%) culinaria

1 83.13 1.055 8.85 14.94 | Muy mala
2 90.74 1.060 9.84 15.99 | Muy mala
3 98.38 1.065 10.84 17.05 Muy mala
4 106.03 1.070 11.83 18.10 . Mala
5 113.75 1.075 12.83 19.16 ~ Mala
6 121,49 1.080 13.82 20.21 Regular
7 129.29 1.085 14.82 21.27 Regular
8 137.06 1.090 15.81 22.33 Regular
9 144.70 1.095 17.20 23.50 Buena
10 152.30 1.100 18.20 24.60 Buena
11 1.105 25.49 18.80 Excelente
i2 1.110 26.55 19.79 Excelente -

PREPARACION DE MEDIOS BASALES

1. PREPARACION DEL MEDIO BASAL MS

En esta seccién, v @ manera de ejemplo, se describira el procedimicnto de Murashige e al. (1962)
para preparar ¢l medio basal (fuente de carbono + nutrimentos minerales + vitaminas). La preparacion se
puede llevar a cabo de diversas maneras, de acuerde con el consumo y las facilidades disponibles en cada
laboratorio, generalmente es conveniente prepararlo 10 veces més concentrado {MS x 10), procediendo de la
sigaiente manera: 3

a) Pesar, teniendo presente que s¢ prepara MS x 10:

NH4NOs 16,5000 mg
KNG, : 19,0000 mg
KH,PO, : 1,700 mg
MgS0,.7H;0 3,700 mg

Disolver, en aproximadamente 300 mi. de H,0 destilada-desmineralizada (DD}.
b} Adicionar 10 m! de una solucion de CaCl, 2H0 (44 g/100 ml de H;* DD).

c) Adicionar 10 m! de una solucién que contenga 3.73 g de Na;EDTA y 2.78 g de FeSO,.7Hz0,
disueltos en 100 ml de H,0 DD. Esta solucién se debe guardar en el refrigerador.

d) Adicionar 10 ml de una solucién de KI (83 mg/100 m! de Hy0 DD). Esta solucion se debe conservar
en el refrigerador, en frascos a prueba de luz. :
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Adicionar 10 ml de una solucion (conservada en refrigerador) que contenga:

HiBO, 620 mg/100 ml H,0DD __
MnSO,..4H,0 2,230 mg/100 ml H,0 DD ¢
ZnS0,.7H;0 860 me/100 ml H,0 DD

NayMo0s..2H,0 25 mg/100 mi H,0 DD
CuSQy4.5H,0 2.5 mg/100 mt H,0 DD
CoCl.6H,0 2.5 mg/100 ml H,0 DD

Adicionar 10 ml de una solucion (conservada en el refrigerador), que contenga:

Glicina 200 mg/100 ml de H;0 DD
Tiamina-HCl 10 mg/100 ml de H,0 DD
Piridoxina-HCI 50 mg/100 ml de H,0 DD
Acido nicotinico 50 mg/100 mi de H,0 DD
Mio-inositol 10,000 mg/100 ml de H,0 DD

Adicionar 30 g de sacarosa.
Completar hasta 1000 mi con H,0 DD.

Se repartira el medio asi preparado en los recipientes, se rotulard "MS x 10" y se almacenaré en ¢l
congelador (-5 a -20 grados centigrados) hasta cuando se utilice.

PREPARACION DIIL MEDIO BASAL MS, MODIFICADO POR EL CEINTRO
INTERNACIONAL DE LA PAPA (CIP).

Todos los medios de cultivo utilizados para este trabajo estan basados en las sales de Murashige y

Skoog (1962). Las soluciones concentradas de estas sales son normalmente preparadas en cuatro partes:

a)

a) Sales

b) MgS0,. TH,O
¢) Hierro

d) Vitaminas

Sales: disuelva, independientemente, los pesos de cada sal en 200 ml de agua destilada.

NH4NO3 35. g
KNO, 400¢
CaC12.2H20 94 g
KH,PO;4 35g
H3B03 0.1 g
(MHSO4.4H20 1] 0.5 g

et
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MnSO04.H,0) O4g
ZnS04.1120) Clg
' K1 : ] 002g
NayMo04.2H,0 ' 0.05g
Pese 5 mg (0.005 g) de cada una de las siguientes sales:
| CuSO.5H;0 y  CoCly6Hy0 |

Disolverlas conjuntamente en 10 mi de agua destilada y tomar 1 ml para 200 m! de agua destilada.
Mezclar las diez soluciones anteriores para conseguir 2 litros de sales concentradas.

b)  MgSO.TH0

| MgSO.7H,0 3.7 gen 100 ml de agua destilada. ]

¢) Hierro

Na,EDTA 86.75 g
FeSQO,..7H,0 0.55 ¢

Disolver el FeSO..7H;0 en 20 mi de agua destilada y el Na;EDTA en 20 ml de agua destilada a
medida que se calienta. Mezclar el FeSO0..7TH:0 v ¢l Na;EDTA, dejar enfriar y agregar agua hasta completar.
100 ml. ‘

d) Vitaminas

Tiamina-HCl - 20 mg
Glicina 100 mg
Acido nicotinico 25 mg
Piridoxina-HCl 25 mg

Disolver cada vitamina y completar hasta 500 mi con agua destilada. Repartir 10 ml de la solucion de
vitaminas en pequefios envases y mantenerlos congelados. Usar 10 ml por cada litro de medio.



Preparacién de medios de cultive. Se preparard 1 litro del medio bésico Murashige y Skoog (MS)
mezclando las soluciones concentradas, ya descritas, en las siguientes proporciones:

Sales 100 ml
MgSO, 7H,0 . 10 ml
Hierro Sml
Vitaminas 10 ml
Mio-inositol : 100 ml

Se agregan la sacarosa y las hormonas que correspondan segin el medio a utilizar. Los medios, con o sin
agentes gelificantes, se estenlizan en autoclave a 121 grados centigrados duranie¢ 20 minutos a una presion de
103,4 kP (15 libras por pulgada cuadrada).

3, PREPARACION DEL MEDIO BASAL P7yP2

a) ¥ NMSI para 1 litro (40 x)

MgS0,.7H,0 7400 mg
CaCl;.2H,0 ' 8,800 mg
KNO; 38,000 mg
NH,NO; 16,500 mg
KH,PO, 3,400 mg

b) Sales B5I x 40 para 1 litro (40 x)

(NI, ;805 2,680 mg
MgSO4.7H,0. 10,000 mg
CaCl,.2H,0 3,000 mg
KNO; 60,000 mg
NaH,PO,.H,0 3,000 mg

c) Sales MSII  para 1 litro (100 x)

FeSQ,.7H,O 2,780 mg
Na; . EDTA 3,730 mg
MnSQ0,.H,O 1,690 m.2
ZnS04. 7TH,0 860 mg
H}BO;} 620 mg

d) MS BS Micro paral litro (1000 x)

CuS0,.5H,0 25 mg
COC{2.6H20 | 25 mg
KI 830 mg
Na;Mo(Q,.2H,0 250 mg

T”




¢)

Mio-inositol 10,000 mg
Acido nicotinico 100 mg
Piridoxina-HCl 100 mg
Tiamina-HCl 1,000 mg
ELABORACION DE 1 LITRO DE MEDIO DE CULTIVO P2
Y2 NMSI 25 mi
BSI 25 ml
MSTI 10 ml
MS BS micro 1 ml
B5 Vitaminas 1 ml
Agua de coco 50 ml
Acide folico (1,000 ppm) - 1ml
L-arginina (4,000 ppm) 1 ml
Pantotenato de caleio (2,000 ppm) 1 ml
Putrecina-HCI (10,000 ppm) 1 ml
Azicar 30¢g
Phytagel 358
pH 5.8
ELABORACION DE 1 LITRO DE MEDIO DE CULTIVO P7
¥ NMSI 25 ml
B51 25mt
MSIL 10mi
MS micro 1 mi
B5 Vitaminas 1 md
Agua de coco 50 ml
Acido folico (1,000 ppm) 1ml
L-arginina (4,000 ppm) 1 mi
Pantotenato de calcio (2,000 ppm) 1 ml
Putrescina-HCI (10,000 ppm) 1 mil
Ancymidol G4rg
Azucar 30g
Phytagel 35g
pH : 5.8

Soluciones B5 (vitaminas) para 100 mi {1000 x)

100
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Cuadro 46A. Datos originales del experimento de la repeticion 1 y 2 del clon Ectafrit. ‘
REPET I1IC1!I ON No. 1 REPETICION No. 2
Trata- |Altura | Namero | Peso de | peso de | Nimero | Longitud | Altura | Namero | Peso de | pesode | Ni. » | Longitud
mien- |planta |entrenu- i tallo (g) |rafices |de deraices |planta |entrenu- |tallo (g) |raices |[rode |de raices
to. {cm) |dos {g) raices (cm) (cm) | dos () raices {cm)
1 9.2 6 0.1514 | 0.0754 7 9.0 8.3 6 0.0768 | 0.0433 6 8.1
2 5.6 3 0.0804 | 0.0313 5 6.5 5.3 3 0.0589 | 0.037] 6 9.4
3 8.6 6 0.1240 | 0,0987 6 85 8.6 7 0.1014 | 0.0587°] 6 9.7
4 9.4 7 0.1868 | 0.0581 & 6.9 4.5 3 0.0745 | 0.0979 4 10.0
5 . . . ) . . 6.2 6 0.1002 | 0.0109 4 1.9
6 8.5 3 0.1946 ;| 0.1993 8 53 58 3 0.0936 | 0.0474 3 10.5 -
7 10.8 6 0.2217 | 0.0804 8 6.4 10.4 9 0.2041 t 0.0899 7 7.4
8 . . . . .
9 . 14.7 0.5072 | 0.0405 6 3.6
11 0 0.1 0 0 0 0 17.3 9 0.6588 | 0.0665 7 3.9
12 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 0 0 0 0
13 . . . . . . 11.6 T 0.1163 | 0.0105 5 2.1
14 6.7 4 0.0713 | 0.0510 7 9.9 6.8 4 0.0574 | 0.0178 8 6.7
15 7.0 6 0.1084 | 0.1148 7 8.4 4.7 5 0.0309 | 0.0125 3 6.2
16 3.9 3 0.0396 | 0.0232 6 7.4 6.2 6 0.0562 | 0.6319 5 10.8 .
17 13.7 6 0.4335 | 0.029 5 5.2 15.2 8 0.2715 | 0.6300 6 39
18 11.4 5 0.3494 | 0.0387 14 6.8 16.83 7 0.3206 | 0.6324 3 6.5
15 13.8 9 0.5504 | 0.1093 9 6.4 12.6 8 0.2259 | 0.0213 5 3.4
20 1.0 2 (0.0136 0 0 0 2.5 2 0.0534 0 0 0
21 6.2 5 0.0568 | 0.0360 4 2.5 59 5 0.0444 | 0.0130 3 4.1
22 12 5 0.0286 0 0 0 3.9 2 0.0124 Q 0 0
23 6.1 6 0.0902 | 6.0320 4 24 4.8 4 0.0372 { 0.0114 3 54
24 5.7 3 0.0409 | 0.0022 3 2.6 88 6 0.0500 | 0.0015 3 2.4
25 14.9 8 0.3226 | 0.0190 4 22 6.7 4 0.0944 | 0.0187 7 2.9
26 . . . . . . 14.5 6 0.2564 | 0.0065 3 3.8
27 15.2 8 0.2347 | 0.0161 4 2.1 13.3 6 0.1292 | 0.0226 8 42
28 13.5 5 0.4129 | 0.0065 & 6.8 16.1 9 0.3402 | 0.0078 4 2.1
29. 3% 3 0.0445 | 0.1167 ] 54 7.2 4 0.2143 | 0.0701 5 4.2
30 . . . . . . 49 3 0.0826 ; 0.0718 5 5.4
31 11.8 7 0.3283 | 0.2010 9 6.4 4.8 3 0.0812 | 0.0820 8 59
32 } . . . . . 6.5 3 0.2189 | 0.2634 7 6.5
33 1.9 6 0.1151 | 0.1503 13 7.9 22 7 0.0498 | 0.0285 3 6.4
34 4.1 3 0.1079 | 0.1713 15 5.7 . . . . . .
35 2.1 6 0.1740 | 0.3522 18 7.7 22 ¢ 0.1398 | 0.1694 7 3.5
36 4.3 5 0.1720 | 0.1905 i7 7.4 5.8 7 0.1950 | 0.4313 22 6.8
3 p——— iE |
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Cuadro 47A. Datos originales del experimento de la repeticion 3 y 4 del clon Ictafrit.

j.- REPET ICI ON No. 3 REP ETICION No. 4
Trata- . | Altura | Namero | Peso de | peso de | Numero | Longitud [ Altura | Nimero | Peso de | peso de TName | Longitud
mien- * |planta | entrenu- | tallo (g) |raices |de de raices | planta |entreru- |tallo (g} [raices [rode |deraices
lto. .. {em) |[dos { €g) |raices {cm) {cm) |dos (g) iraices | (cm)

1 5.6 4 1 00558 { 0.0284 1 59 42 3 ] 0.0462 | 0.0239 3 9.8 -
2 7.0 5 ] 0.0948 i 0.0281 6 5.7 5.5 3 0.0587 | 0.0427 6 6.2
3 7.4 6 0.0729 | 0.0476 6 9.2 10.8 7 0.1812 | 0.0B06 7 5.9
4" 6.1 6 0.1239 | 0.0938 11 9.3 55 7 0.2314 | 0.1986 13 75
5 i34 9 101379 | 0.0081 5 34 10.2 5 0.2444 { 0.1490 7 56
] 9.5 S 1 0.1587 1 0.1290 6 7.0 6.0 3 0.1112 1 £.1706 G 6.1
7 11.8 g8 101202 { 00319 5] 4.7 12.3 8 0.2700 [ 0.1005 10 5.7
8 6.2 4 0.2846 | 0.2041 5 6.9 12.5 8 0.3913 | 0.1755 7 6.4
9 0 0.1 0 0 0 0 14.4 6 0.6496 | 0.0893 9 39
11 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 0 0 0 0
12 0 0.1 0 0 ¢ 0 0 0.1 it 0 1 9 0
i3 74 3 0.0376 4 0.0099 | 3 13.2 4.6 4 0050) | 00154 ] 3 6.9
14 9.3 6 0.0914 ] 0.0260 5 11.3 33 3 0.0136 | 0.0123 3 12.3
15 7.7 3 | 0.6540 | 0.0184 3 9.9 10.4 7 0.1262 | 0.0419 6 5.3
16 4.0 5 0.0882 | 0.0766 5 11.1 5.0 3 0.0634 | 0.0649 6 12.6
17 13.2 5 1 0.1906 i 0.0474 8 1.6 18.0 9 0.4421 | 00338 | 11 34
13 13 i 1 0.0268 0 0 0 2.6 3 0.0797 ¢ {1 0 £
1% i1.2 7 0.3450 | 0.0158 1G 6.1 12.1 8 03920 { 00530 ] 12 4.2
20 113 5 | 04090 ! 0.1817 12 9.1 11.9 7 0.4203 | 0.0520 i2 5.4
21 4.9 3 | 00366 | 0.0012 3 3.1 10.9 6 0.0647 | 0.0064 3 4.7
22 142 7 0.0853 | 0.0010 4 2.3 6.3 5 0.0277 0 0 0
23 49 4 0.0362 | 0.0080 1 10.3 7.2 7 100798 1 00047 | 3 44
24 4.2 2 0.0254 0 0 0 113 ] 6 [ 00798 | 0.0088 | 4 3.6
25 8.6 4 (.3140 | 0.0007 1 4.5 10.8 5 0.3771 | 0.6223 7 5.1
26 2.5 2 {00511 O i 0 1.2 3 0.0102 0 0 o
27 59 3 | 0.1555 | 0.0004 1 2.1 3.9 | 5 106340 | 0.0046 0 1.8
28 15.8 9 0.4703 | 0.0140 3 5.4 16.3 9 0.3639 0 0 0
29 10.4 5 0.1898 | 0.0589 4 4.7 10.6 6 | 0.2035 | 0.0843 5 57
30 3.3 3 0.1220 | 0.0590 7 5.9 33 3 0.0608 | 0.016G 5] 4.8
3t 15 5 101641 10,1072 | 6 59 6.3 3 {01735 1402196 10 4.9
32 6.0 3 0.1962 | 0.1248 13 6.1 8.0 § 01829 { 0.0856 13 8.8
33 1.8 7 102043 103633 5 11 5.1 2.1 6 0.1242 | 0.3241 14 3.6
34 38 5 0.1323 | 0,0505 5 2.2 2.6 6 0.1125 | 0.0174 2 6.5
35 2.6 7 0.2052 [ 03771 14 5.4 2.7 7 0.2023 | 0.242¢ 7 6.3
36 3.2 7 0.2155 | 0.2529 4 9.4 6.1 4 0.1759 | 03174 i3 5.6
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Cuadro 48A. Datos originales del expeﬁmento de la repeticién S y 6 del clon Ictafrit.

REPETICI ON No. § REPETICION No. 6
Trata- [ Altura | Nomero | Peso de | peso de | Namero Longitud | Altura | Niimero | Peso de | peso de | Nume | Longitud
mien- |planta |entrenu- { tallo (g) | raices |de de raices |planta |entrenu- |tallo (g) |raices |rode |de raices
to. (cm) | dos {2) raices (cm) {cm) |dos (2) |raices {cm)
1 5.8 6 0.0825 | 0.0497 6 8.5 8.0 .6 0.0939 | 0.047¢ 6 8.6
2 4.3 2 0.0380 | 0.0500 4 7.9 33 7 0.1040 | 0.0508 6 1.2
3 10.3 10 0.1327 | 0.0399 4 8.1 8.3 6 0.1183 | 0.0519 6 9.2
4 74 7 0.0940 | 0.0949 9 12.8 11.1 7 0.2149 | 0.0682 7 1.6
5 8.1 S 101775 | 0.0285 7 4.4 10.4 6 0.1737 | 0.1612 6 6.6
6 9.8 7 0.1014 [ 00270 3 3.1 13.2 6 | 02958 [ 01005 4 53
7 6.3 8 0.1094 | 0.0461 6 73 11.2 7 0.2321 | 0.1034 9 6.2
8 5.5 3 0.2171 | 0.2961 7 6.4 10.6 3 0.2564 | 0.1196 6 5.2
9 16.1 6 0.6350 | 0.0538 10 6.4 0 0.1 0 0 0 0
10 . . . . . . . . . . . .
11 0 0.1 0 0 0 0 Q 0.1 0 0 0 0
12 1.0 1 0.0102 | 0.0011 2 0.9 0.7 1 0.0067 0 0 0
13 8.9 6 0.0508 | 0.0067 4 5.7 3.0 5 0.0827 | 0.0413 4 3.9
14 74 6 0.0532 | 0.0026 2 54 4.1 2 0.0305 | 0.0248 4 10.6
15 7.8 7 0.0455 | 0.0200 2 9.2 6.8 6 0.1470 | 0.0802 7 83
16 4.3 3 0.0590 | 0.0513 5 10.0 4.8 4 0.0888 | 0.0646 7 10.4
i7 0 0.1 0 0 0 0 7.7 6 0.1312 | 0.0518 3 9.0
18 0.5 1 0.0027 1] 0 0 1.2 2 0.0070 | 0.0041 2 13.3
19 15.3 10 0.3524 | 0.0584 12 5.4 121 6 0.1927 | 0.0219 12 2.3
20 17.5 9 0.7795 | 0.0762 26 35 179 10 0.5117 [ 0.0600 21 4.7
21 6.8 6 0.0440 | 0.0034 2 6.2 4.1 2 0.0259 | 0.0170 1 6.9
22 3.9 2 0.0095 [ 0.0001 1 1.0 6.7 5 6.0370 { 0.0002 2 1.0
23 9.9 9 0.1058 { 0.0048 2 35 8.1 5 0.1014 | 0.0113 3 2.8
24 74 5 0.0485 | 0.0003 2 1.4 8.0 5 0.0561 | 0.0022 2 3.2
25 7.9 6 0.1168 | 0.0046 3 4.7 3.5 3 03423 | 0.0014 2 1.2
26 5.9 7 0.0991 | 0.0035 2 1.5 11.8 6 0.5292 | 0.0052 9 3.0
27 15.8 7 0.4990 | 0.0206 8 54 9.7 5 0.4804 | 0.0203 3 4.6
28 11.9 7 0.2640 | 0.0045 3 2.2 10.2 6 0,179] 0 0 0
29 5.7 3 0.1405 | 0.1262 4 83 39 2 0.0454 | 0.1099 5 6.8
30 0 0.1 0 0.0509 3 10.1 7.6 3 0.1088 | 0.1115 4 6.6
31 9.5 5 Q.2133 § 0.2153 B 54 134 7 0.1995 | 0.0884 6 4.8
32 13.3 7 0.2577 | 0.1070 8 55 9.0 3 0.2415 | 0.1290 8 5.6
33 4.4 6 0.2459 | 0.1257 2 6.9 3.8 7 0.1487 | 0.1346 S 6.3
34 6.3 8 0.1508 | 0.3063 20 7.6 3.4 10 0.0994 | 0.2471 20 8.3
35 3.0 6 0.2506 [ 0.1888 7 4.5 22 8 0.1562 | 0.2510 13 9.2
36 58 10 0.3696 | 0.3377 25 73 32 8 0.2391 | 0.4344 28 86

Al
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Cuadro 49A. Datos originales del experimento de la repeticién 7y 8 del clon Ictafrit,
REPET ICI ON _No7 REP ETICION No. 8
Trata- |Altura | Namero | Peso de | peso de | Namero | Longitud | Altura | Ntimero | Peso de | peso de |.%ime | Longitud
imien- |planta |entrenu- | tallo (g) |raices |de | deraices |planta |entrenu- |tallo (g) | raices |rode |deraices -
10, {cmn)  ldos | (g) |raices {cm) {cm) | dos (g)' |raices | (em)
1 3.7 4 0.0628 1 0.0294 6 8.7 7.0 ) 0.0940 | 0.0330 ; 8 8.0
2 3.0 6 0.0989 | 0.0491 9 7.0 6.0 4 0.0753 | 0.0276 4 93
3 9.4 6 0.1729 | 0.0597 7 89 8.9 6 0.1440 | 0.0472 3 6.8
4 10.8 8 0.1700 | 00910 8 7.3 15.0 8 0.2768 | 0.0751 4 7.1
5 9.3 10 | 0.1409 ¢ 0.1001 10 73 83 6 0.2331 | 0.0756 4 4.4
6 12.3 5 0.2551 t 0.1960 7 8.7 . . . ' . . .
7 8.6 6 0.1673 { 0.1063 10 8.4 14.2 8 0.2915 ¢ 0.0710 7 5.6
2 16.0 10 1 05320 1 0.1161 7 56 98 b 0.2933 | 0.0966 5 5.6
9 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 0 0 0 0
10 . . i . . . . . . . . .
11 19.1 11 0.4546 | 0.0480 13 4.2 0 0.1 0 0 0 0
i2 0.9 1 0.0078 | 0.000] 1 23 0 0.1 0 0 0 0
i3 12.9 9 101368 i 00330 7 83 6.5 3 0.0576 | 0.023] 5 6.4
14 5.1 6 400382 1 0.28] 7 6.2 5.0 2 00827 100132 ) 5 9.6
15 7.9 5 ] 01038 | 0.0359 6 10.5 6.0 5 0.0632 | 0.0138 4 6.5
16 4.5 3 0.0802 | 0.0652 3 12.3 7.8 6 (.0928 | 0.0270 4 10.5
i7 14.5 3 0.3734 | 0.0595 i8 5.6 15.0 4 0.3747 | 0.0816 8 5.0
18 17.0 10} 02775 ] 0.0103 14 3.3 17.7 4 0.7994 | 0.06i4 i2 4.8
19 15.6 9 1 0.5258 | 0.0488 19 4.9 163 $ 0.368% | 0.0852 8 4.9
20 £ 0.1 0 {60061 i 9.3 33 5 4,0889 0 4§ 0 0
21 8.0 5 0.0642 | 0.0068 4 3.2 7.0 5 (.0486 | 0.0015 3 1.6
22 49 3 0.0186 | 0.0001 1 0.6 3.0 3 0.0370 | 0.0004 2 1.5
23 6.7 6 0.0710 | 0.0095 3 6.0 99 6 0.1034 0 0 0
24 74 5 | 0.0420 | 0.0011 3 08 42 2 0.0200 0 g 0
23 8.7 4 ] 0.2848 | 0.0193 7 39 14 1 7 0.2588 | 00057 | 8 2.9
26 i6.0 3 0.2951 [ 6.6017 3 33 11.8 - 5 0.1975 9 1 0 0
27 16.3 8 04129 | 0.0101 8 3.7 12.9 H 0.5397 | 0.0393 11 6.3
28 6.0 8 [ 01156 | 0.0001 1 1.6 17.0 9 03625 | 0.0118 13 33
29 5.2 2 0.1084 | 0.1476 5 5.6 10.9 4 0.2468 | 0.1676 10 5.6
30 10.4 4 0.1656 | 0.0659 1] 1.1 41 2 [ 00522 | 00336 | 4 1.2
31 10.9 7 1 0.18B65 | 00615 9 6.0 9.0 | 6 | 02015 | 00820 | 10 6.5
32 i3.5 6 102484 1 0.0636 | 10 49 1G.2 3 163034020704 10 5.5
33 24 6 1 0.1086 § 92060 7 10.2 30 . 6 101666 | 0.0285 3 2.5
34 4.2 4 100997 ) 0.0934 | 6 2.6 6.4 7 ] 01220 | 0.1838 11 6.6
35 29 7 102761 | 0.1823 7 6.3 2.8 8 0.2334 | 0.1823 5 5.1
36 5.0 8 0.0973 [ 0.0569 7 73 52 7 0.0995 | 0.1848 13 7.4
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Datos originales del expefimento de la repeticion 9 y 10 del clon Ictafrit.

REPETICI ON No. 9 REPETICION No. 10
Trata- . jAltura | Namero | Peso de | peso de | Numero | Longitud | Altura | Niimero | Peso de | peso de | Nume | Longitud
mien- planta |entrenu- |tallo (g) |raices |de de raices | planta |entrenu- |tallo (g) | raices |rode |deraices
to. {(cm) |dos {g) raices (cm) {cm) |dos () raices {cm)
1 5.0 3 0.0616 | 0.0352 5 8.0 10.9 3 0.0868 | 0.0377 9 7.1
2 7.5 6 0.0610 | 0.0090 4 5.6 1.5 5 0.0925 | 0.0148 3 6.5
3 12.6 10 0.2106 | 0.0908 12 8.3 9.3 6 0.1365 | 0.0485 9 6.1
4 il.l 7 0.1963 | 0.0489 5 6.9 11.9 6 0.2052 [ 0.0516 4 73
5 12.8 3] 0.1644 | 0.0410 5 6.3 13.7 7 0.1812 | 0.0583 5 6.8
& 15.8 8 0.2432 | 0.0463 4 . 5.0 14.1 10 0.2027 | 0.0316 5 54
7 10.8 6 0.2055 | 0.0428 5 7.0 10.3 8 0.2983 | 0.143%9 11 5.7
8 154 g 0.3852 | 0.126% 5 5.5 12.8 7 (.4050 | 0.1553 7 6.9
9 0 0.1 0 0 0 0 14.9 5 0.6646 | 0.0939 | 20 3.4
11 0 0.1 0 0 0 0 12.0 4 0.4735 | 0.1108 13 4.8
12 0 0.1 0 0 0 0 1.1 1 0.0193 | 0.0012 2 33
13 11.5 6 0.1561 | 0.0263 5 8.7 7.6 6 0.0583 | 0.0244 6 7.2
14 6.2 4 0.0615 | 0.0263 3 11.6 6.2 4 0.0425 | 0.0187 4 12.1
15 3.6 9 0.1237 | 0.0498 5 9.8 7.4 6 0.1027 | 0.0480 7 7.8
16 8.8 7 0.1097 | 0.0429 3 11.0 7.2 7 0.0486 | 0.0314 i) 12.2
17 15.3 7 0.3635 | 0.0567 13 5.1 12.5 5 0.4408 | 0.0713 16 4.3
18 15.6 6 0.4753 ;) 0.0174 16 33 0.8 2 0.0059 | 0.0068 1 10.8
19 17.5 8 0.5914 | 0.0574 20 3.5 16.0 7 0.4520 [ 0.0595 15 54
20 17.2 10 0.3886 | 0.0178 11 5.6 1.6 2 0.0269 | 0.0001 i 32
21 7.0 5 0.0458 | 0.0003 1.9 1.9 93 6 0.0609 | 0.0062 3 3.4
22 6.5 4 0.0242 | 0.0001 1.3 1.3 7.8 6 0.0349 | 0.0001 2 1.1
23 72 6 0.0918 | 0.0049 2.5 25 84 3] 0.0890 { 0.0011 2 2.3
24 8.7 6 0.0595 | 0.0001 0.9 0.9 5.2 4 0.0453 { 00001 | 2 3.0
25 O 0.1 0 0 0 0 14.0 7 0.4298 | 0.0130 7 32
26 . . . . ] . 0 0.1 0 0 4] 0
27 13.7 8 0.2518 | 0.0145 2.6 2.6 12.3 7 0.5147 | 0.0177 10 3.6
28 0.6 1 0.0045 0 . 0 0 il4 9 0.126G | 0.0001 2 1.0
29 10.8 3 0.1577 | 0.0401 3.7 3.7 53 3 0.0950 ¢ 0.1114 7 3.5
30 5.8 4 0.0972 | 0.0859 72 7.2 . . . . . .
31 13.6 7 0.2707 | 0.0846 5.5 55 13.5 7 0.2516 { 0.0517 6 5.1
32 15.1 8 0.398% [ 0.1149 5.0 5.0 11.0 7 0.0894 | 0.0404 5 1.5
33 35 3 0.2166 | 0.2021 5.1 5.1 6.0 5 0.1849 | 0.0929 6 5.7
34 4.1 9 0.1323 | 0.1160 9.7 9.7 . . . . . .
35 2.8 7 0.2197 1 0.0710 43 43 2.0 & 0.1988 | 0.2297 18 7.5
36 3.2 9 0.1324 | 0.1017 7.1 7.1 3.1 8 0.0992 | 0.1427 19 9.3

-
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Cuadro 51A. Datos originales del experimento de Ia repeticién 1 y 2 del clon Loman.
' REPET ICI ON No. 1] REPETICION Neo. 2
Trata- | Altura | Namero | Peso de | peso de | Numero | Longitud | Alture | Nimero | Peso de | peso de | Nime | Longitud
mien- |planta | entrenu- | talle (g) |raices [de de raices |planta | entrenu- | tallo (g) jraices |rode |de raices
| to. (cm)  {dos (g) _ |raices {cm) (cm) |dos (g)  |raices | (cm)
1 6.1 5 0.0689 | 0.0770 5 74 8.0 8 0.0904 1 0.0269 9 57
2 6.9 6 0.0389 | 0.0110 | 5 4.5 6.3 3 0.0625 | 0.0075 7 4.8
3 6.0 6 0.0851 | 0.1194 | 8 9.4 0.3 6 0.0884 | 0.0426 7 7.7
4 5.9 6 0.0956 | 0.0496 12 4.6 6.0 4 0.1086 | 00711 | 11 5.2
5 15.2 10 0.2205 | 0.0342 5 3.4 12.5 8 0.2661 | 0.0289 5 43
6 88 4 0.1298 | 0.07G0 8 4.8 11.1 7 0.1232 § 0.0132 2 5.5
7 15.0 9 0.3484 | 0.1196 6 39 13.4 9 0.3236 | 0.0951 7 4.7
8 11.2 5 0.1773 | 0.0256 6 4.3 10.8 6 | 02609 | 00786 | 6 5.2
9 12.8 5 0.9747 | 0.0792 10 3.5 11.6 11 | 04685 | 6.1338 | 9 3.2
11 10.6 5 04452 [ 01348 { 10 3.5 13.5 3 {07440 | 0.2080 11 54
12 . . . . ) . 0 0.1 0 0 0 4]
13 8.8 7 0.0865 | 0.0268 5 5.8 9.4 6 0.1108 | 0.0137 3 49
14 43 3 0.0259 { 0.0101 4 6.5 53 4 | 00627 | 0.0105 6 5.9
15 118 7 0.2390 | 0.0709 8 5.6 7.0 5 0.1077 | 0.0380 5 4.8
16 4.4 3 0.0840 | 0,0138 4 6.2 4.9 3 0.0848 | 0.0557 9 8.0
17 0 0.1 0 0 0 0 141 7 0.3920 | 0.0500 G 4.9
18 . . . ; ; . 16.6 9 0.4260 | 0.0416 14 42
19 16.1 9 0.5986 | 0.0706 8 5.3 9.3 6 0.4446 | 0.0716 5 44
20 2.5 4 0.0817 0 0 0 1.7 2 0.0343 0 0 0
21 7.9 7 0.0590 | 0.0150 3 1.8 74 6 0.0454 | 0.06042 2 6.7
22 4.0 2 0.0144 | 0.0004 2 1.8 4.0 2 (.0142 | 0.0002 3 22
23 14.6 7 0.1623 | 0.0235 4 2.8 6.8 4 0.0571 | 0.0037 2 4.7
24 52 3 0.0426 | 0.0026 2 3.0 40 1 4 0.0446 | 0.0041 2 38
25 12.5 8 0.1921 | 0.0120 3 2.1 9.9 7 0.1767 | 0.0069 2 0.9
26 0 0.1 0 0 0 0 . . . . . .
27 0 0.1 0 0 0 4 13.6 9 0.0940 | 0.0092 3 1.8
28 . . . ; . T 0 [ 01 ] 0 G 1 0 0
29 7.3 0 0.0800 | 0.0499 7 5.3 12.7 | 6 {0089 | 001521 4 49
30 4.2 3 0.0390 | 0.0114 3 3.2 . . . . . .
3 11.2 & 1 02825 1 0.0738 | 7 7.0 12.3 7 | 0.1769 | 0.0813 6 5.1
32 3.0 4 0.1508 | 0.0355 5 4.5 4.7 4 0.1060 | 0.1076 8 4.6
33 4.2 8 0.1182 [ 0.0693 9 6.3 6.7 7 0.0615 | 0.0317 | 5 6.1
34 6.0 3 ] 00748 | 0.0818 7 59 7.2 6 0.1604 | 0.1247 12 6.7
33 23 7 0.1430 | 0.1701 9 58 4.1 7 0.0570 | 0.0706 7 5.7
36 73 7 0.1854 1 02210 | 26 53
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Cuadro 52A. Datos originales del experimento de la repeticién 3 y 4 del clon Loman.
REPET ICI ON No. 3 REP ETICION No. 4
Trata- | Altura | Ndmero | Peso de |peso de |Numero |Longitud | Altura | Nimero | Peso de |peso de | Nume | Longitud
mien- |planta |entrenu- | talio (g) |raices |de de raices | planta |entrenu- |tallo (g) {raices |rode |de raices
1o, (cm) {dos (&) raices {cm) {cm) |dos (£} raices {cm)
1 5.1 3 0.0306 | 0.0122 2 11.2 7.8 7 0.0931  0.0533 7 3.5
2 6.2 8 0.0501 | 0.0241 6 4.6 4.0 3 0.0352 | 0.0254 8 3.0
3 6.2 6 0.0768 | 0.0229 7 6.2 6.5 6 0.0900 | 0.0513 7 6.3
4 6.7 7 0.1113 | 0.0724 5 8.9 5.6 6 0.1158 | 0.1093 13 7.0
5 14.3 8 0.1525 | 0.0103 5 29 10.8 7 0.1161 | 0.0115 5 42
6 14.0 9 0.2276 | 0.0410 5 5.4 7.0 7 0.1480 | 0.0315 3 59
7 93 7 0.1424 | 0.0626 8 5.6 135 10 0.3792 | 0.2083 4 5.3
3 14.4 8 0.3749 | 0.0709 3 52 11.8 6 0.3954 | 0.0828 5 55
9 15.2 8 0.7646 | 0.1209 11 5.9 0 G.1 0 0 0 0
10 . ; . . . . . . . ; . .
11 15.8 7 0.4777 | 0.0612 13 3.5 15.9 8 0.8382 | 0.0988 3 4.1
12 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 0 0. 0 0
13 6.1 5 0.0441 | 0.0025 2 4.5 111 7 0.1040 | 0.021. 5 5.2
14 7.9 7 0.0899 | 0.0172 5 54 9.5 6 0.0983 | 0.0119 4 3.5
15 7.8 ) 0.0713 | 0.0238 4 5.2 9.8 7 0.1631 | 0.0518 2 59
16 10.0 6 0.2278 | 0.0198 & 4.5 7.0 7 0.0842 | 0.0365 5 1.5
17 0 0.1 0 o 0 0 0 0.1 0 0 0 0
18 16.4 7 0.4326 | 0,0103 13 3.4 16.9 7 0.1513 | 0.0212 11 4.6
19 11.8 8 0.2211 | 0.0246 7 . 54 0 0.1 0 0 0 - 0
20 14.8 8 0.7122 | 0.0443 7 7.2 1.1 3 0.0230 0 0 0
21 7.2 5 0.0310 | 0.0038 2 34 4.8 3 0.0309 | 0.0010 1 1.3
22 7.8 4 0.0446 | 0.0010 2 1.3 3.5 2 0.0134 | 0.0010 2 12
23 12.7 13 0.1082 0 0 0 9.9 7 0.0690 | 0.0070° 2 5.1
24 9.2 5 0.0764 | 0.0015 3 34 6.8 5 0.0463 | 0.0024 2 22
25 1.9 3 0.1621 | 0.0126 3 6.3 59 4 0.2764 0 0 0
27 6.4 - 3 0.0451 0 0 0 10.1 7 0.2801 § 0.0035 | 2 29
28 12.2 7 0.2917 | 0.0024 . 3 24 13.9 10 0.2316 0 0 0
29 9.6 5 0.1251 | 0.0177 4 4.6 9.7 8 0.1244 | 0.0384 4 4.6
30 3.4 3 0.0275 | 00196 3 2.1 13.3 6 0.1542 | 0.0211 5 43
31 B.3 5 0.1260 | 0.1320 8 53 13.8 9 0.2839 | 0.1583 7 6.4
32 6.5 3 0.1420 | 0.2199 6 5.1 8.6 5 0.1709 | 0.0482 7 4.7
33 4.4 3 0.2224 | 02519 10 5.5 42 8 0.1490 | 0.1510 5 6.3
34 9.7 (4] 0.3135 | 0.1589 5 5.1 7.0 7 0.1601 | 0.0554 i 5.7
35 5.6 8 0.2518 [ 0.2537 10 5.6 21 6 0.1210 [ 0.2260 14 7.3
36 4.2 7 0.2662 | 0.2837 16 79 8.9 9 0.2162 | 0.1771 10 7.9
¥ .. -
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Cuadro 53A. Datos originales del experimento de la repeticién Sy 6 del clon Loman.
REPETICI ON No. 5 REP ETIEC!ION No. 6
Trata- |Altura | Numero | Peso de | peso de | Numero | Longitud | Altura | Numero | Peso de | peso de | Nime | Longitud
imien- |planta |entrenu- jtallo (g) jraices |de i de raices | plania | entrenu- | allo (g) |raices |rode |de raices
1te. {om) jdos {g) raices {cm) {cm) |des £ raices |  fcm)
1 4.1 5 1 D0328 | 0.0I8S 6 6.7 9.1 7 10099 00515 | 6 7.8
2 6.3 4 0.0792 | 0.0530 12 5.7 . . . L L .
3 6.0 6 0.0949 | 0.0309 5 6.9 8.5 6 0.1069 | 0.0672 | 7 73
4 8.5 5 ]0.1952 | 0.0569 5 7.4 12 6 0.1358 | 0.0948 9 7.3
5 77 & 100777 | 0.0013 2 .1 8.4 6 | 0.0678 ; G.013% 2 4.1
6 13.0 7 101713 | 6.0284 4 54 10.8 6 401760 ! 00191 5 48
7 10.3 6 0,1584 | 0.0880 3 5.1 9.5 7 0.1906 | 0.1277 9 6.3
8 8.8 6 0.2180 | 0.0016 7 0.5 10.6 7 0.2975 | 0.1293 7 6.4
9 0 0.1 0 0 0 0 0 0.1 0 0 0 0
10 . . . . . . . . . . . .
11 13.6 7 102560 | 00722 9 38 0 0.1 0 0 0 0
13 55 3 0.0637 | 0.0129 3 7.1 6.2 8 0.0538 | 0.0213 4 7.4
14 7.2 5 0.0783 | 0.0187 $ 5.7 6.3 5 0.0815 | 0.0526 7 5.7
15 8.8 7 0.1428 | 0.0311 6 6.4 6.0 6 0.0974 | 0.0354 4 69
16 6.5 7 0.1097 | 0.0515 4 7.0 73 7 0.1029 | 0.0720 8 7.0
17 0 0.1 0 0 0 0 14.0 6 0.6437 | 0.0573 3 4.4
18 171 11 0.3818 | 0.0273 14 3.2 0.7 1 0.0069 G 0 0
19 i1.2 6 0.3116 | 0.0428 14 39 18.6 10 0.7691 { 0.0218 9 2.1
20 1.0 1 0.0139 0 0 0 0.9 1 0.0178 0 0 0
21 12.0 7 0.0905 | 0.0059 3 1.9 56 2 0.0382 | 0.0009 4 1.2
22 0 0.1 0 0 0 O . . . . . .
23 10.4 6 0.1212 [ 0.0112 3 36 12.3 7 0.1506_| 0.0004 2 0.7
24 42 3 0.0378 [ 0.0002 1 1.5 56.2 3 0.057% | 0.0010 2 2.5
25 il.5 6 3.1857 0 0 0 0 0.1 g Ju] 0 0
26 Q 0.1 0 0 0 0 . . . . . .
27 8.6 7 0.1894 [ 0.0024. 3 2.5 ¢ 0.1 0 0 0 0
28 0.6 1 0.0062 0 0 0 . . . . . .
29 151 8 0.2222 | 0.0850 3 5.6 14.5 7 02736 | 00597 | 3 4.7
30 5.0 10 0.0847 | 0.0333 5 3.0 2.7 6 0.0610 0 1 0 0
31 15,8 8 0.3581 1 0.1217 4 5.7 i1.5 8 0.1728 | 0.0463 | B 3.3
32 6.3 5 0.1951 | 0.3118 10 6.7 6.0 5 0.1689 | 0.1845 13 5.1
33 2.7 8 00888 | 0.0749 5 7.1 7.2 9 0.1979 | 0.2243 7 5.6
34 0 0.1 0 0 0 0 2.0 5 0.0706 0 0 0
35 5.0 9 0.2683 | 0.3522 8 5.3 24 8 0.1211 | 0.i768 15 538
36 11.6 10 0.2974 | 0.2456 20 6.5 100 | 10 0.3028 | 0.1986 19 4.9
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REPETICI ON No. 7 REPETICION No. 8
Trata- | Altura | Namero | Peso de |pesode { Numero |Longitud | Altura | Ntimero | Peso de | peso de | Name | Longitud
mien- |planta | entrenu- | tailo (g) | raices |de deraices |pianta |entrenu- [tallo (g) {raices |rode |de raices
to. {cm) | dos (g)__ |raices (ecm) | (cm) |dos (g} | raices | (cm)
1 4.5 5 0.0467 | 0.0271 7 6.4 . . . B . ;
2 54 6 0.0282 | 0.0063 9 11.1 13.7 7 0.0904 | 6.0197 4 54
3 7.0 6 0.0917 | 0.0402 b] 1.6 . . . . . .
4 8.0 7 0.1136 | 0.0676 7 8.4 8.3 6 0.0549 | 0.0184 4 6.1
5 13.5 7 0.2667 | 0.0819 9 53 15.5 10 0.2912 | 0.0519 0 4.9
6 83 6 0.1393 | 0.0209 3 6.6 11.2 6 10,0812 | 00137 5 4.0
7 12.3 10 0.2311 | 0.1114 10 6.0 16.5 9 0.3903 | 0.0557 8 5.0
8 11.4 7 0.2871 | 0.1277 5 5.0 53 3 0.1006 { 0.0037 8 4.2
b 11,1 7 0.5878 | 0.0535 16 33
10 . . . . . .
11 0 0.1 0 0 9 0
12 . . . . . .
13 13.3 8 0.1398 | 0.0152 5 6.1 . . . . . .
14 52 3 0.0760 | 0.0344 6 7.1 58 5 0.0356 | 0.0072 4 6.4
15 10.0 7 0.1509 | 0.0253 5 5.5 . L . . . .-
16 8.8 [i] 0.1462 | 0,0302 4 7.9 94 6 0.0560 | 0.0144 6 6.7
17 18.1 11 0.5283 | 0.0292 16 - 52 18.2 11 0.5672 | 0.0510 9 5.3
18 8.7 4 0.2798 | 0.0194 11 5.6 1.3 2 0.0058 | 0.0001 1 1.9
19 16.7 11 0.6029 | 0.0484 12 4.7 14.5 9 0.4836 | 0.0478 o 4.6
20 13.0 7 0.2429 | 0.0186 8 23 . . . . . .
21 12.1 5 0.0980 | 0.0003 2 0.6 11.0 6 0.1018 | 0.0003 3 0.8
22 7.5 4 0.0197 0 0 0 6.0 5 0.0290 | 0.0001 1 1.1
23 10.6 6 0.1351 [ 0.0002 1 0.7 12.5 6 0.1698 | 0.0053 2 1.2
24 1.7 4 0.0714 | 0.0012 3 2.0 64 6 0.0528 0 0 0
25 4.0 4 0.1274 0 0 0 11.8 4] 0.2310 0 0 0
27 9.8 4] 0.3107 0 0 0 0 0.1 0 4] 0 0
29 13.2 10 0.3118 | 0.0489 3 1.7 10.3 5 0.1027 | 0.0498 4 55
30 10.8 5 0.1416 | 0.0350 6 5.6 8.5 6 0.0662 | 0.0090 | 4 2.1
31 13.6 7 03241 ! 0.1863 6 7.1 16.2 9 0.2964 | 0.0387 4 36
32 10.3 5 0.2030 | 0.0874 12 4.2 5.6 3 0.1459 | 0.0004 2 2.1
33 6.0 -9 0.1741 | 0.1404 10 1.6 3.6 5 0.0721 | 0.0629 3 4.5
34 22 5 0.0486 | 0.0211 3 2.0 5.5 6 0.1366 | 00783 | 8 4.7
35 4.6 6 0.2249 | 0.2619 6 5.9 6.0 ] 0.1721 | 0.0911 8 35
- 36 8.0 -7 0.2457 | 0.0870 6 5.0 45 7 0.1396 | 0.1604 | 22 6.8

.
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Cuadro 55A. Datos originales del experimento de la repeticién 9 y 10 del clon Loman.
REPET 1C1 ON No. 9 REP ETICION No. 10
Trate- | Altura | Nimero | Peso de |peso de | Namero | Longitud | Altara | Nitmero | Peso de | peso de | Nime | Longitud
mien- |planta | entrepu- | tallo {g) | raices {de deraices |planta |entrenu- | tallo (g) |raices |rode |deraices
to. {cm) |dos | {g) raices (cm) (cm) |dos () raices {cm)
1 11.3 6 0.1292 | 0.0406 5 6.2 15.0 8 0.2187 | 0.0286 5.1 48
2 . . ; . . . 6.4 4 00787 100221 ] 5 6.5
3 10.7 7] 0.2034 | 0.074] 12 5.6 i1.4 5 0.212% | 00719 5 6.0
4 13.6 T 10291 { 6.0542 5 5.5 9.2 7 191327 | 0.0473 10- 71
5 15.1 7 10.2476 | 0.0690 5 5.8 8.5 6 0.0808 | 0.0792 8 6.2
6 73 2 0.1318 | 0.1483 9 5.7 7.7 6 0.1344 | 00363 | 6 5.5
7 17.9 9 0.4924 | 0.1534 7 6.0 13.3 7 0.3281 | 0.1318 | 10 5.3
8 11.4 7 0.1998 | 0.0669 5 5.6 12.3 -7 102972 | 0.1094 9 43
9 0 0.1 | o0 | o 0 0 36 3 0.1623 | 0.0085 3 1.7
1 18.0 9 0.7495 | 0.1344 14 4.9 2 0.1 0 0 0 0
13 11.4 7 0.1490 | 0.0512 3 53 9.5 7 0.1033 | 0.0206 4 5.0
14 53 4 0.0668 | 0.0163 4 6.8 15.4 8 0.1678 | 0.0084 4 3.8
15 9.7 6 01449 1 00105 ] 5 - 50 74 6 | 01234 | 0.0323 6 4.8
16 9.7 7 0.1627 | 0.0482 | 9 5.9 9.5 7 1 0.1305 | 0.0365 6 7.0
17 16.0 7 04258 | 0.0436 9 6.0 13.3 5 04243 | 00745 | 12 6.0
18 16.5 7 03281 | 0.0348 13 4.5 1.6 1 0.0180 | 0.0001 2 2.4
19 15.1 9 0.4130 | 0.0737 11 5.7 17.8 10 0.5082 | 0.0296 g 52
20 . . . . . . . . . % . .
21 9.4 5 0.0697 | 0.0003 | 2 1.4 10.8 5 1010151000017 1 0.6
22 39 2 0.0146 | 0.0001 1 0.4 52 4 100204 1060001 | 2 0.9
23 10.3 6 0.1128 { 0.0055 3 24 13.3 6 {01853 | 00188 4 2.6
24 5.7 5 1 0.0385 } 0.0007 | 3 1.4 87 5 0.0586 | 0.0001 3 1.2
25 12.0 9 102534 00007 | 3 0.7 g 0.1 0 0 0 0
27 8.8 9 0.1653 | 0.0029 3 1.9 10.5 8 | 0.2787 | 0.0040 5 1.8
28 9.9 9 0.1749 | 0.0022 3 2.6 . . . 1 .
29 9.8 7 101179 1 0.1413 1 11 5.9 8.0 5 101021 {00336 | 4 5.7
30 7.0 7 0.1109 | 0.0076 5 4.0 6.9 6 0,0856 | 0.0171 4 3.1
31 15.4 8 103527 ) 01415} 5 3.8 12.7 6 | 01994 | 0.0528 6 . 5.5
32 10.0 6 0.1666 | 0.0627 11 5.4 11.8 6 0.1904 | 8.0195 5 4.7
33 9.3 7 0.1890 | 0.1569 | - 4 5.5 6.8 7 0.1682 | 0.2239 13 - 73
34 0 0.1 0 0 0 0 4.7 7 0.1284 + 0.1060 23 18
35 3.4 % 101867 § 01418 17 11 5.9 3.5 9 0.1990 { 0.1478 6 7.3
36 33 5 101872 (004051 6 2.1 4.8 10 02301 | 0.1003 ] 20 a.0
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