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RESUMEN

El presente trabajo se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejido de la
UNAN — Ledn, en el periodo comprendido de Enero a Septiembre del 2008. En
donde se determiné la tasa de proliferacion de brotes, empleando el medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS.) (1962), suplementado con diferentes
concentraciones de hormonas Bencilaminopurina (BAP) y Acido
naftalenoacético (ANA). Los tratamientos evaluados fueron: 1. 0.025 mg/l de
BAP - 0.02 mg/l ANA; I1. 0.050 mg/l de BAP - 0.02 mg/lI de ANA; 1ll. 0.100 mg/I
de BAP - 0.02 mg/l de ANA y IV. Testigo. En termoterapia, se evaluo el efecto
de diferentes tratamientos térmicos sobre el material de siembra (estacas),
como son: I. 40°C, II. 45°C, IIl. 50°C y IV. Testigo dejado a temperatura
ambiente, siendo las variables altura y nimero de nudos. Los datos in vitro se
analizaron estadisticamente mediante un ANOVA y La Prueba de
Comparaciones de Medias por Pares (L.S.D.), y los datos obtenidos con la
aplicacion de termoterapia se utilizd ANOVA y La Prueba de Comparacion
Mdltiple de Dunett, utilizando el paquete estadistico SPSS. Los resultados
demostraron que el tratamiento 1l (0.050 mg/l BAP - 0.02 mg/l ANA) obtuvo el
mayor numero de brotes, alcanzando una tasa de proliferacion de 5.93 a los
treinta dias. Los resultados obtenidos en la aplicacion de termoterapia reflejan
gue el tratamiento Il de 50°C, alcanzé la mayor altura de 62.0 cm., y en relacion
con la misma temperatura, se obtuvo un valor promedio de 16.5 en niumero de
nudos. En conclusion, el medio de cultivo MS. 0.050 mg/l BAP - 0.02 mg/l ANA
es el que presentd una mayor tasa de proliferacion de explantes, y en la
aplicacion de termoterapia la temperatura de 50°C es la mas adecuada para

obtener un mejor saneamiento y crecimiento de la planta.

Vi
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1. INTRODUCCION.

La micropropagacion es el proceso de multiplicar plantas in Vitro a partir de
un fragmento de la planta madre, es decir, la utilizacion de las técnicas de

cultivo in Vitro aplicadas a la propagacion vegetativa de plantas.

El cultivo in Vitro es una herramienta muy atil en los programas de
mejoramiento genético, que tiene el potencial de producir plantas de calidad a

escala comercial, y una tasa de multiplicacion ilimitada.

En el medio ambiente las plantas estan sometidas a una serie de factores
limitantes de su crecimiento y produccién, tales como agentes patdgenos y

enfermedades que conllevan a la planta a un estrés fisiolégico.

Entre los principales problemas que limitan la productividad de la yuca
(Manihot esculenta Crantz) a los agricultores de Chacaraseca y Lechecuagos,
Ledn, es la carencia del material de siembra y la baja calidad de la semilla
disponible. Esto se debe, a que el material almacenado de la cosecha anterior u
obtenidas de otras zonas, estan expuestas a las diferentes enfermedades y

agentes patégenos, ocasionando grandes pérdidas econdmica en sus cosechas.

Una alternativa para solucionar este problema es la obtencién de material
de siembra mediante el uso de la micropropagacion y la aplicacion de la

termoterapia.

El cultivo in vitro, es una alternativa viable para la propagacién masiva de
plantas sanas y una tasa de multiplicacion ilimitada, ésta técnica garantiza la

produccién de semillas de alta calidad y alto rendimiento en la produccion.

La termoterapia se utiliza para eliminar los agentes patégenos que se

encuentran en las plantas, ya que este cultivo se propaga en forma vegetativa,
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esto, permitird dar una proteccion efectiva a las estacas contra las plagas y

patdgenos que influyen en los rendimientos del cultivo.

Por esta razdn, se pretende en este trabajo utilizar la micropropagacion
para obtener material de siembra de yuca aséptico disponible todo el tiempo y
una tasa de multiplicacion ilimitada a través de la micropropagacion, en el
Laboratorio de Cultivo de Tejido, UNAN-LeoN.

Con la aplicacion de Termoterapia en material de siembra, utilizan un
método sencillo y barato para eliminar enfermedades y agentes patdgenos,

garantizando asi, material de buena calidad.

El trabajo contribuirda a dar parte de la solucién a la problematica de los
agricultores que sufren dafios y pérdidas econdmicas considerables debido a las

distintas plagas y enfermedades que atacan este cultivo.
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1.1. HIPOTESIS.

MICROPROPAGACION.

o Ho: Todos los tratamientos presentan igual tasa de proliferacion.

o Ha: Uno de los tratamientos presenta diferente tasa de proliferacion.

TERMOTERAPIA.

ALTURA.

o Ho: Los tratamientos térmicos aplicados al material de siembra mas el

testigo a temperatura ambiente, presentaron igual altura.

o Ha: Uno de los tratamientos térmicos aplicados al material de siembra

mas el testigo a temperatura ambiente, presento diferente altura.

NUDOS.

o Ho: Los tratamientos térmicos aplicados al material de siembra mas el
testigo a temperatura ambiente, presentaron igual nimero de nudos.

o Ha: Uno de los tratamientos térmicos aplicados al material de siembra

mas el testigo a temperatura ambiente, presentd diferente nimero de nudos.
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1.2. OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

o Obtener material de siembra de yuca (Manihot esculenta Crantz) a través

de la micropropagacion y aplicacién de termoterapia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Evaluar el efecto de tres medios de cultivo MS suplementados con
diferentes concentraciones de Bencilaminopurina (BAP) y Acido

naftalenoacético (ANA) sobre la tasa de proliferacion.

. Evaluar el efecto de diferentes tratamientos térmicos en material de

siembra en el campo.
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2. LITERATURA REVISADA.

La micropropagacion es la multiplicacion vegetativa in vitro, es decir, la
obtencion de descendencia uniforme a partir de un fragmento de la planta madre

en condicion de asepsia (Quiroz y Mendoza, 2001).

El establecimiento de los principios biologicos del cultivo de érganos y
tejidos ha sido acreditado al aleman Haberlandt, fisi6logo vegetal, quien los

enuncio por primera vez en 1902 (Hartmann y Kester, 1988).

Los autores Pelacho y Closas (1998) citan que Pierick (1987), defini6
“Cultivo in vitro” como: el cultivo en medio nutritivo bajo condiciones estériles de
plantas, semillas, embriones, érganos, explantes, tejidos, células y protoplatos

de plantas superiores (Quir6z y Mendoza, 2001).

Para 1934, P. R. White, pudo cultivar raices de tomate in vitro
proporcionandoles extracto de levadura. En 1939, tres investigadores:
Nobecourt y Gautheret en Francia y White en EUA, reportaron en forma
independiente el cultivo de tejido de callo vegetal en un medio sintético. El
descubrimiento de las citoquininas y del control hormonal de la regeneracion de
tallos y raices logradas de tallo de tabaco por Skoog y sus colaboradores en
1948 en la Universidad de Wisconsin establecio las bases para manipular la
iniciacion de drganos y proporciond el principio en que se basa toda la

micropropagacion (Hartmann y Kester, 1988).

Los autores Albarran, Fuenmayor y Fuchs, 2003, reportaron que en yuca,
el cultivo in Vitro de meristemos ha permitido la propagacién de plantas libres de
virus y de cualquier otro patégeno, facilitando el intercambio de germoplasma.
Por otro lado, el cultivo de segmentos nodales de tallo permite la multiplicacién
rapida de plantas y la conservacion in vitro de diferentes variedades por tiempo
indefinido, en un espacio limitado con menor exposicibn a los desastres

naturales y de facil multiplicaciéon cuando se requiera.
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En la actualidad, la micropropagacién ha avanzado significativamente para

resolver algunos problemas en la agricultura.

2.1. FASES DE LA MICROPROPAGACION.

A continuacion, se describen las diferentes fases de la micropropagacion
(Quiréz y Mendoza, 2001):

FASE 0: PREPARACION DE LA PLANTA MADRE.
Para establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se debe obtener
explantes con mejor homogeneidad. El estado fisiolégico de la planta madre

dependeré del nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado.

El estado sanitario de la planta madre sera el factor basico del éxito en la
obtencion de un cultivo aséptico. Para obtener estos explantes es recomendable
tener a la planta madre, durante unas semanas 0 meses en un invernadero bajo
condiciones controladas, permitiendo un crecimiento vigoroso y libre de

enfermedades.

FASE 1: DESINFECCION DEL MATERIAL VEGETAL.

Elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos de los cuales, se
obtendran los explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas,
raices, semillas, etc. Antes de extraer los explantes se desinfectaran los
fragmentos de la planta madre para eliminar los contaminantes externos, con
soluciones desinfectantes, tales como: Hipoclorito célcico o sédico, alcohol al

70%, entre otros.

Los contaminantes mas comunes son los hongos y las bacterias que
habitan de forma natural en el ambiente. Una vez desinfectado el material

vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia.
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FASE 2: INTRODUCCION DEL MATERIAL IN VITRO.

Luego de la desinfeccion, las semillas o las yemas dependiendo del
material seleccionado, se ponen en el medio de cultivo estéril. En un periodo de
una semana o quince dias, comienza el proceso de germinacion o regeneracion

de nuevos tejidos vegetales, iniciando el ciclo de cultivo in vitro.

FASE 3: MULTIPLICACION DE LOS BROTES.

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron en la
FASE 1 y 2 originen brotes con varias hojas o entrenudos. En la base de cada
hoja hay una yema que se desarrollara luego de ser puesta en contacto con el
medio de cultivo. Periédicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en
un nuevo medio mediante divisiones y resiembras en tubos de cultivo. Estas
operaciones se realizan en la cAmara de flujo laminar que permite mantener las

condiciones de asepsia.

FASE 4: ELECCION DE UN MEDIO DE ENRAIZAMIENTO DE LOS
EXPLANTES.

Para enraizar los explantes se utilizan plantones individuales de un tamafio
aproximado de 2 cm. Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacién se
transfieren a un medio libre de reguladores de crecimiento o que contengan
hormonas del tipo auxinas. Los medios de enraizamiento in vitro contienen una
0 mas auxinas, y estan exentas de citoquininas y a veces tienen un contenido
mas bajo de componentes minerales que los medios de multiplicacién. Algunas
especies no necesitan pasar por esta etapa, por lo tanto el proceso de

multiplicacién y enraizamiento transcurren de forma simultanea.

FASE 5: ACLIMATACION DE LOS EXPLANTES.

Los explantes recién enraizados son sensibles a los cambios ambientales,
de manera que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la
aclimatacion. El éxito de la aclimatacion depende del acondicionamiento en la

fase 4 y del control de las condiciones ambientales durante la aclimatacion.
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2.2. MEDIO DE CULTIVO.

Toda planta, 6rgano o tejido requiere de una serie de compuestos
externos, elementos minerales y compuestos organicos. Los requerimientos
nutritivos para un crecimiento in vitro 6ptimo varian con las especies e incluso

de acuerdo a las partes de las plantas que se estan cultivando.

El medio Murashige y Skoog (1962) o MS, es muy usado si el objetivo es
regenerar plantas, citado por Larios y Mendoza 1986. El medio de cultivo es la
combinacién solida o liquida de nutrientes y agua. Usualmente incluye sales
inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A menudo pueden ser
suplementado con algun regulador de crecimiento. Los medios de cultivo deben

prepararse en agua destilada, bidestilada o preferiblemente desmineralizada.

El agar es un producto en polvo que se obtiene de ciertas especies de
algas rojas. La calidad del agar puede variar en las diferentes presentaciones
comerciales: DIFCO, MERCK, GIBCO, TCA, BACTO-AGAR, (Navarro y Perea,
1996; Hartmann y Kersten, 1988). En reemplazo del agar, se puede utilizar un
nuevo gel "Gelrite” (2g/L). Tiene la ventaja de ser transparente, por lo tanto,
cualquier contaminacion especialmente bacterial, es facilmente detectable

(Navarro y Perea, 1996).

Sales minerales y micronutrientes: El ion (NO3) y el ion amonio (NH,), sirve
como fuente de nitrégeno; dependiendo de las caracteristica de crecimiento de
cada planta. Los micronutriente son requeridos en cantidades tan pequeias, las

cuales se preparan en soluciones “stock” (Larios y Mendoza, 1986).

Vitaminas: Favorecen el crecimiento celular (Dogal 1978), reporta la tiamina
como suplemento indispensable para los cultivos “ in vitro” los cuales en su

ausencia son dificiles de proliferar.

Aminoacidos: Bajo la forma de un hidrolizado proteico favorecen la formacion

de callos, organogénesis y/o embriogénesis (Navarro y Perea, 1996).
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Auxinas: Su accidn fisiologia es estimular la elongacién celular, formacion de

raices, activacion de las células del cambium y otros (Larios y Mendoza 1986).

Citoquininas: Estimulan la divisién celular y la diferenciacion de los explantes
(Navarro y Perea, 1996).
Se encuentran en casi todos los tejidos, particularmente en los granos, frutas y

raices.

2.3. VENTAJA DE LOS CULTIVOS VEGETALES “IN VITRO”.

A través de la propagaciéon in vitro se ha podido disponer de material
vegetal en diversas especies (Castillo, 2004). En todos los casos, la forma de
propagacion son las mismas. Se emplean dias de regeneracion por formacién
de yemas axilares, yemas adventicias y de embriogénesis somética (Olmos,
2002).

Esta técnica es una verdadera revolucion en el sector de la produccion
vegetal, al menos mil veces mas potente que las técnicas tradicionales. Con las
técnicas tradicionales se requiere de un tiempo de diez afios para obtener las
cantidades suficientes de nuevas variedades que permitan su comercializacion;
por el contrario, la reproduccion in vitro reduce este intervalo de tiempo a dos

anos.

La produccion de plantas en probetas, define un modo de reproduccion
natural que es la multiplicacion vegetativa. La multiplicacion vegetativa debe su
nombre al fendmeno de la frecuencia en los vegetales y esta potencialidad esta
ligada a la existencia de los meristemos y a la aptitud de producirse de nuevo
(Larios y Mendoza 1986).

Ademas, permite producir plantas a corto tiempo, comercializacion rapida
de una nueva variedad, propagacién de plantas de dificil propagacion

vegetativa, propagacion de plantas cuyas condiciones normales de
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multiplicacién son largas y dificiles (orquideas), produccion vegetativa de gran
namero de ornamentales (crisantemos, begonias, etc.) (Navarro y Perea 1996),
propagacion clonal masiva de plantas libres de enfermedades, facilita el
intercambio de material genético, reduce el riesgo de pérdidas genéticas al

evitar la mezcla del material por cruzamiento.

También, ofrece un gran potencial para el mejoramiento y la investigacion
concerniente a los diversos aspectos de la multiplicacion vegetativa. Sin
embargo, tiene su desventaja, esta técnica, requiere de personal especializado,
de infraestructura y equipamiento, y los productos quimicos son de elevados
costos, los cuales, algunos pequefios agricultores no la pueden obtener (Salas,
1995).

2.4. MORFOLOGIA de Manihot esculenta Crantz.

2.4.1. GENERALIDADES DE LA PLANTA.

La yuca Manihot esculenta Crantz, pertenece a la familia Euphorbiaceae,
nativa de Ameérica tropical, es tolerante a la sequia, se desarrolla bastante bien

en suelos pobres con pH bajo y con poco uso de insumos.

Este cultivo es productor eficiente de hidratos de carbono. La produccién
diaria de calorias por hectdrea es mucho més alta que la de cualquier cultivo
basico. Ademas, su follaje puede producir hasta 5t de proteina cruda/ha-afio
(Dominguez et al. 1971).

2.4.2. MORFOLOGIA DE LA PLANTA.
La yuca es una planta monoica, de ramificacion simpodial y porte

arbustivo, cuya altura varia de 1 a 5 metros, siendo mas comdn encontrar

plantas entre 1-3 metros, segun las condiciones ecoldgicas.

10
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Dentro de esta especie existen variedades amargas y dulces, segun su
contenido de acido cianhidrico. EI nimero de cromosomas de la especie es
2N=36.

Los caracteres morfolégicos de las plantas se agrupan en caracteres
constantes y caracteres variables; los constantes son aquellos que tipifican el
taxon (especies o variedades). Los caracteres variables reciben la influencia de
las condiciones ambientales, y pueden ser considerados como los resultantes
de la accion del medio ambiente sobre el genotipo (Dominguez et al, 1971). La
gran cantidad de genotipos de yuca cultivados comercialmente y la diversidad
de ambientes ecoldgicos en los cuales se encuentra sembrada la yuca, dificultan

una descripcion precisa de los caracteres morfolédgicos.

TALLO.

Los tallos son importantes en la yuca, pues son el medio que se utiliza
para la multiplicacion vegetativa o asexual de la especie, y sirven como “semilla”
para la produccion comercial del cultivo. El tallo maduro es cilindrico y su
diametro varia de 2-6 cm. Tanto el grosor del tallo como el color varian de
acuerdo con la edad de la planta y con la variedad. Se presentan tres colores

basicos del tallo maduro: plateado o gris, morado y amarillo verdoso.

Los tallos estan formados por nudos y entrenudos. El nudo es el punto en
el que una hoja se une al tallo, y el entrenudo es la porcion del tallo
comprendida entre dos hojas sucesivas. En el nudo se inserta el peciolo de la

hoja, una yema axilar protegida por una escama y dos estipulas laterales.

El largo de los entrenudos en el tallo principal es muy variable, y no sélo
depende de la variedad, sino de otros factores como la edad de la planta, una
sequia, un ataque de insectos, etc. En cierto sentido, el tallo es un registro
perdurable de la historia del desarrollo de la planta que permite deducir las

condiciones y eventos que lo influyeron. La presencia de las yemas axilares en

11



MICROPROPAGACION Y APLICACION DE TERMOTERAPIA AL MATERIAL DE SIEMBRA DE YUCA (Manihot esculenta Crantz), EN EL
LABOTORIO DE CULTIVO DE TEJIDO, UNAN-LEON.

cada nudo es importante, ya que a partir de las mismas una estaca puede

producir una nueva planta.

SISTEMA RADICAL.
Las raices de la planta de yuca tiene como caracteristica principal la
capacidad de almacenamiento de almidones, razon por la cual es el 6rgano de

la planta que hasta el momento ha tenido un mayor valor econémico.

El sistema radical presenta una baja densidad de raices, pero una
penetracion profunda. Es una caracteristica muy relevante, pues contribuye a
qgue la planta tenga la capacidad de soportar periodos largos de sequia. Las

raices fibrosas pueden alcanzar profundidades hasta de 2.5 m.

La planta absorbe el agua, y los nutrimentos por medio de las raices
fibrosas, capacidad que pierden cuando se transforman en tuberosas. Las
raices tuberosas y fibrosas son morfologica y anatbmicamente idénticas. La
diferencia radica en que en el momento en que se inicia la acumulacion de

almidones, el sentido del crecimiento de la raiz cambia de longitudinal a radial.

La profundidad a la que se entierra la estaca afecta la longitud del
peddnculo, que tiende a ser mas largo cuando la profundidad de siembra es
mayor. Cuando el pedunculo es demasiado largo, resultan mayores pérdidas,
pues en el proceso de extraccion de las raices éste se rompe y la raiz de interés
comercial permanece en el suelo. Las raices pueden adquirir formas y tamafos
muy variables, siendo estas caracteristicas dependientes tanto de la variedad
como de las condiciones ambientales en que la planta crece (Dominguez et al.
1971).

HOJAS.
Las hojas, al igual que las de cualquier otra planta, son los 6rganos en los
cuales ocurre la fotosintesis, que transforma la energia radiante del sol en

energia quimica. En la yuca las hojas se forman a partir de los meristemos
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axilares localizados en los nudos del tallo, y estan dispuestas en forma de
espiral. Las hojas son simples y estan compuestas por la lamina foliar y el
peciolo. El tamafio de la hoja es una caracteristica tipica de cada cultivar,
aunque depende mucho de las condiciones ambientales. Las hojas que la planta
produce entre el primero y cuarto mes después de la siembra, son de mayor

tamano que las hojas que la planta desarrolla entre el cuarto mes y la cosecha.

El color de las hojas es una caracteristica varietal, que puede variar con la
edad de la planta. Las hojas maduras pueden ser purpura, verde oscuro, hasta
verde claro. A medida que las hojas crecen y se desarrollan, cambian a una

coloracién verdosa.

El color de la nervadura oscila entre el verde y el morado, es otra
caracteristica varietal y puede ser igual o diferente en los dos lados de la hoja.

Son maduras y glabras, es decir carecen de pubescencia.

El haz de la hoja esta cubierta por una cuticula cerosa brillante, mientras
qgue el envés es opaca y es donde se encuentran localizados la mayoria de los

estomas, aunque algunas variedades presentan abundantes estomas en el haz.

En el punto de insercion del peciolo al tallo se pueden observar dos
estipulas de 0.5-1cm. de largo. Estas estipulas pueden o no permanecer
adheridas al tallo una vez que la hoja se ha desarrollado completamente. Las
hojas de yuca tienen un valioso contenido nutritivo con altos niveles proteicos

que oscilan entre 18%-22% en base seca (Dominguez et al. 1983).

INFLORESCENCIA.

No todas las variedades de yuca florecen en las mismas condiciones
ambientales, y entre las que lo hacen hay marcadas diferencias en cuanto al
tiempo de floracion y la cantidad de flores que producen. El ambiente influye en
la induccion de la floracién. Como todas las del género Manihot, la yuca es una

planta monoica, es decir, con flores unisexuales masculinas y femeninas en
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una misma planta y en la misma inflorescencia. La polinizacion de la yuca es
cruzada, por lo que cada individuo es naturalmente un hibrido con altos niveles
de heterocigosidad. Esta es realizada por accién de los insectos, de ahi que la

yuca sea una planta altamente heterocigota.

Las flores de la yuca se producen en inflorescencias. La estructura basica
del arreglo de las flores es el racimo, en el que las flores femeninas ocupan las
posiciones basales y las masculinas las distales. Estas Udltimas son mas
pequefias y mas numerosas que las femeninas. En una misma inflorescencia,
las flores femeninas abren primero que las masculinas, una o dos semanas
antes, fenébmeno conocido como “protoginia”.

Sin embargo, es posible que flores masculinas y femeninas de distintos
racimos, pero de una misma planta, abran al mismo tiempo, y cuando sucede es

posible la “autopolinizacion”.

En general, las inflorescencias se forman de yemas en el punto de
insercion de las ramificaciones reproductoras. Ocasionalmente, se pueden
encontrar inflorescencias desarrolladas en las axilas de las hojas de la parte
superior de la planta.

FRUTO.

Después de la polinizacion y la subsiguiente fertilizacion, el ovario se
desarrolla para formar el fruto, el cual toma entre 3-5 meses para completar su
maduracion. Es una capsula dehiscente vy trilocular, de forma ovoide a globular,
de 1.0 a 1.5 cm de diametro, con seis aristas longitudinales, estrechas y
prominentes. Al hacer un corte transversal del fruto en desarrollo se observan

una serie de tejidos bien diferenciados: epicarpo, mesocarpo y endocarpo.
Al madurar la semilla, el epicarpo y el mesocarpo se secan. El endocarpo,

que es de consistencia lefiosa, se abre bruscamente cuando el fruto esta

maduro y seco, para liberar y dispersar, a cierta distancia, las semillas.
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SEMILLA.
La semilla es el medio de reproduccion sexual de la planta, por

consiguiente es de incalculable valor en el fitomejoramiento genético del cultivo.

La semilla es de forma ovoide—elipsoidal y mide aproximadamente 10 mm
de largo, 6 mm de ancho y 4 mm de espesor. La testa es lisa, de color café con
moteado gris. En la parte externa se encuentra la cartncula, estructura que se
pierde una vez que ha caido al suelo. La parte mas externa de la semilla se
llama “testa”. Después se encuentra el endospermo, formado por células
parenquimatosas poliédricas, que es el tejido que forman los cotiledones y

tienen como funcién proteger y nutrir el embrion.

En el interior del endospermo se encuentran los cotiledones y el eje
embrionario, que esta constituido por las dos hojas cotiledonares, la plumula, el
hipocétilo y la radicula, por lo que producira un individuo genéticamente idéntico

a la planta madre (Dominguez et al. 1971).

2.4.3. TAXONOMIA DE LA PLANTA DE YUCA.

Dentro de las jerarquias sistematicas, la yuca se caracteriza por la
produccion de semillas con dos cotiledones (Dominguez et al. 1971).

Clasificacion Taxondmica de la Yuca

Clase: Magnoliopsida.
Subclase: Rosidae.
Orden: Euphorbiales.
Familia: Euphorbiaceae
Tribu: Manihoteae.
Geénero: Manihot.

Especie:  Manihot esculenta Crantz, (Stevens et al. 2001).

15



MICROPROPAGACION Y APLICACION DE TERMOTERAPIA AL MATERIAL DE SIEMBRA DE YUCA (Manihot esculenta Crantz), EN EL
LABOTORIO DE CULTIVO DE TEJIDO, UNAN-LEON.

Se dice que el orden Euphorbiales esta representado por la gran familia de
la Euphorbiaceaes, constituida por unas 7200 especies. Las Euphorbiaceas se
caracterizan principalmente por el notable desarrollo de los vasos laticiferos,

compuestos por células secretoras que reciben el nombre de galactocitos.

Una de las tribus mas importantes de la familia de la Euphorbiaceas es la
Manihoteae, representada por el género Manihot. Dentro del género Manihot se
han clasificado alrededor de un centenar de especies, entre las cuales la Unica
cultivada comercialmente es Manihot Esculenta Crantz, cuyos sinbnimos son:

Manihot utilisima, Manihot edulis y Manihot aipi (Dominguez et al. 1971).

2.5. PROPAGACION.

La yuca puede propagarse por medio de estacas o semilla sexual, pero la
propagacion por semilla es importante para programas de mejoramiento. Las
estacas de yucas pueden sembrarse inmediatamente después de cortadas de

plantas maduras o luego de un periodo de almacenamiento.

Las estacas para produccion comercial normalmente varian entre 10-30
cm de largo y provienen de las partes lefiosas de las plantas maduras. El
crecimiento inicial de los brotes proveniente de estacas aumenta si hay mayor
peso en la estaca, menciona Wholey 1974 (Dominguez et al. 1971), pero esto
no se correlaciona tan necesariamente con la produccion final, segun Rosas,

com. Per. (Dominguez et al. 1971).

El estado nutritivo de las estacas afecta el desarrollo inicial de los brotes
produciendo mayor crecimiento en estacas tomadas de plantas obtenidas de
parcelas fertilizadas. Estas diferencias en el crecimiento inicial son suficientes
para aumentar rendimientos cuando estas estacas son sembradas en un suelo

infértil, segun Keating y Evenson, 1979 (Dominguez et al. 1971).

La germinacion de las estacas es muy sensible a cambios de temperatura.

En un ensayo con doce variedades las estacas de dos de éstas solamente

16



MICROPROPAGACION Y APLICACION DE TERMOTERAPIA AL MATERIAL DE SIEMBRA DE YUCA (Manihot esculenta Crantz), EN EL
LABOTORIO DE CULTIVO DE TEJIDO, UNAN-LEON.

alcanzaron 20% de germinacion a 16°C y en las demas la brotacion mas rapida
ocurre a los 28.5-30°C y se inhibe cuando las temperaturas son superiores a 37-
39°C o inferiores a 12-17°C, segun Keating y Evenson, 1979 (Dominguez et al.
1971); el crecimiento mas vigoroso de los brotes que salen ocurre a los 30-
32.5°C, menciona Wholey 1974 (Dominguez et al. 1971).

Segun Wholey 1974, las estacas de yuca se pueden sembrar en posicion
vertical, inclinada u horizontal. La mayoria de las yemas axilares de las estacas
comienzan a desarrollarse, pero el crecimiento de los brotes en la parte superior

suprime el desarrollo de las otras yemas.

El numero de retofio producido por estaca es mayor cuando se siembran
horizontalmente, ya que los efectos de supresion de brotes son menores

(Dominguez et al. 1971).

2.6. CRECIMIENTO Y DESARROLLDO.

Los brotes tienen una marcada dominancia apical y secuencialmente
producen nuevas hojas, sin embargo, cuando el apice se vuelve reproductivo se
desarrollan de una a seis yemas axilares (normalmente solo 2 o 3) y producen la
division o ramificacion caracteristica de la yuca. Los brotes laterales se
desarrollan de yemas axilares en la parte basal del tallo. Este tipo de
ramificacion es comudn, lo que indica que la dominancia apical es dependiente

de la posicion erecta del tallo principal.

Cada unidad nodal estd compuesta por un nudo del cual nace una hoja y
un entrenudo. La tasa de produccién de nudos en cada rama cambia de
aproximadamente un nudo por dia en el periodo de crecimiento inicial hasta una
de un nudo por semana en plantas de un afio de edad, presentando poca
variacion varietal. El numero total de unidades nodales por planta depende no
solo de la produccion de nudos por rama, sino también del nimero de ramas o

apices por plantas.
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Las causas de la ramificacion en yuca no son totalmente conocidas;
algunos ramifican temprano y contindan su ramificacion mientras que otros no
ramifican. Bajo condiciones ambientales constantes el intervalo entre las
ramificaciones tiende a ser constantes, segun Tan y Cock, 1979, CIAT 1978

(Dominguez et al. 1971).

El nimero de ramificaciones se reduce con bajos niveles de fertilidad del
suelo, o se incrementa por falta de agua durante el ciclo de su crecimiento; la
influencia de la temperatura reduce o aumenta las ramificaciones (Dominguez et
al. 1971).

Los principales 6rganos de almacenamiento en yuca son las raices. A los
28 dias después de la siembra se puede encontrar un gran niamero de granos
de almidén en el parénquima del xilema de las raices fibrosas, segun Lopez,
1975 y Keating, 1988 (Dominguez et al. 1971). El nimero de raices que
eventualmente engrosaran se determina en los primeros 2-3 meses después de
la siembra. Parece que el fotoperiodo no induce el engrosamiento de las raices
y que ésta es la respuesta directa de la planta al exceso de carbohidratos
suministrados para el desarrollo de la parte aérea, segun Cock et al. 1979, y Tan
y Cock, 1979 (Dominguez et al. 1971).

2.7. PRODUCTIVIDAD Y VARIEDADES DE LA YUCA.

La yuca es la séptima mayor fuente de alimentos basicos del mundo. Es
un cultivo apreciado por su facil y amplia adaptabilidad a diversos ambientes
ecoldgicos, el poco trabajo que requiere, la facilidad con que se cultiva y su gran
productividad. Puede prosperar en suelos poco fértiles, en condiciones de poca
pluviosidad. En condiciones éptimas la yuca puede producir altos rendimientos
en calorias alimenticias por hectarea a bajos costos que la mayoria de los
demas cultivos alimenticios tropicales (Wikipedia, 2009).

Igualmente, puede sembrarse y cosecharse en cualquier estacion, o
permanecer bajo tierra durante largos periodos, lo cual la constituye como

reserva contra el hambre o la escasez (Spurgeon D.), (Chavarria, 2008).
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Segun la FAO, 2002, la produccion actual mundial de yuca es de 178,86
millones de t. y constituye un alimento esencial para la poblacién, especialmente
en el Africa (95,2millones de t.) y en América del Sur (34,4 millones de t.). En
Venezuela se producen actualmente 571.000 t (Albarran et al. 2003). En Brasil,
el mayor productor de yuca, ha creado un tremendo interés en la produccion de
alcohol de biomasas como un sustituto del petroleo y otros derivados

(Dominguez et al. 1971).

Cultivo de la Yuca en Nicaragua.

En los dltimos seis afios se ha convertido en un rubro generador de
empleo e ingresos, y un gran potencial econémico para usos industriales y para
la alimentacion animal para los productores de la zona hiumeda de Nicaragua.
Actualmente Nueva Guinea, es la principal zona productora de este rubro
(Chavarria, 2008).

En Nicaragua la yuca es cultivada por pequefios y medianos productores,
con un area promedio que va desde 0,28 ha hasta 2,47 ha (INEC 2001), (Blanco
et al. 2004), de los departamentos de Masaya (Los Altos, Masaya, Nindiri),
Granada (Diria, Diriomo), Chinandega, Ledn (ElI Tololar, Lechecuagos,
Chacaraseca), Juigalpa, Carazo, Rivas, Nueva Guinea (RAAS), RAAN y Rio
San Juan (INEC 2001), estimandose un area de produccion de 16,108 ha
(Guido, 2008-2009 e IICA, 2006 y Blanco et al. 2004).

Segun MAG-FOR 2002, se estima que se siembran 21.108 ha de yuca,
con una produccion total de 204.748 t, presentando un rendimiento promedio de
9,7 t/ha (Blanco et al. 2004).

De acuerdo al CENSO Nacional (2001) el 70 % del area cultivada de yuca

se explota en el municipio de Nueva Guinea y el 30% restante en las zonas de

Masaya y Leon, para un total de 17,142 hectareas de yuca, (Chavarria, 2008).
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A nivel nacional se cultivan unas 16.7 miles de hectareas que producen
unas 228.4 miles de toneladas de las cuales se destinan 4.1 miles de toneladas
para la industria nacional, 220 miles de toneladas para consumo fresco y 4.1

para la exportacion, (INTA, 2003).

Las proyecciones de la FAO para el 2005 indicaron que la producciéon de
yuca en Nicaragua aumentaria a casi 210 millones de toneladas y la tasa de

crecimiento mundial seria de 2,2 por ciento, (Chavarria, 2008).

En la zona del Pacifico Norte: el cultivo de la yuca se concentra en Ledn
(Lechecuagos, Tololar y Chacaraseca) zona favorecida por el tipo de textura
franco arenoso, y arenoso de los suelos. Las variedades que se siembra son

Blanca y Valencia (menor proporcion).

Segun el MAG-FOR en el ciclo 2002- 03 se cultivaron mas de 2.6 miles de
hectareas. En esta zona predominan los estratos de pequefios y medianos
productores (siembran de 1 a 1.5 has, de 4 a 5 has y mas de 20has). La
comercializacion se realiza mediante intermediarios de Leo6n, Chinandega,

Managua y Honduras.

Zona Centro Sur: se siembra cerca de 13 mil hectareas, actividad en la
que participan unos 12 mil productores. De este total de hectareas, solamente
250 estan dedicadas para la exportacion, a cargo de 180 productores. Las

variedades que se siembran son Masaya y Campeona. Sus principales

mercados locales son Juigalpa y Managua. El 60% de la produccion es para la

alimentaciéon humana.

Zona del Pacifico Sur: las variedades que se cultivan son Ceiba (para

consumo humano), Pochota o Cubana (para la fabricacion de almidén). En

Masaya, las areas sembradas son de 350 has como minimo. Las mayores areas
se establecen en la época de primera por 200 productores (IICA, 2006 e INTA.
2003).
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La yuca se puede clasificar en dos variedades “dulce” y “amarga”. Las
variedades dulces generalmente son de uso comestible (frita, cocida, etc.),
como son: Ceiba, Algodon, Pata de paloma y Valencia; mientras que las
variedades amargas, como son: Pochota, Cubana, Masaya y Campeona, son de

uso industrial porque posee mayor concentrado de almidon (INTA, 2003).

Las variedades que actualmente se cultivan son: Ceiba, Pochota, Cubana,

Blanca, Algoddn, Masaya, Campeona y Valencia (Guido 2008-2009).

Guido (2004-2005), caracterizé catorce variedades nacionales de yuca para
consumo humano en Masatepe y Masaya las variedades: Algodén, Amarga,
Arbolito, Nispero #1, Masaya, Pochota, Sucra, Campeona, Brasilefia, Nispero #
2, Valencia, Ceiba, Cubana y Ramefia Amarga (Guido 2008-2009).

Segun el lIICA, 2006, las variedades recomendadas para cultivar tenemos
las siguientes: 1. Blancas: Valencia, criolla, cinco minutos, San Andrés, Intibuca,
Ceiba, otras; y 2. Amarillas: Guaymas 59, Guaymas 323, Llanera, otras (IICA,
2006).

Otras variedades dulces utilizadas para consumo humano, tenemos las
siguientes: PER-183, SM 805-15, CM 6740-7, CM 6438-14, CM 6921-3, CM
523-7 y CM 2772-3; entre las variedades amargas que son utilizadas para la
exportacion y la industria estan: SM 1433-4, CM 7514-8, CM 507-37, CM 5306-
8, CM 8027-3. Todas las variedades, son procedentes del CIAT de Colombia,
mediante el proyecto CLAYUCA (Guido, 2008-2009, Guido, 2005, Vega y
Aburto, 2005/2006).

2.8. USO DE LA YUCA EN NICARAGUA.

El cultivo de la yuca, comprende una estructura insumo-producto en la que
intervienen cuatro componentes que se derivan en un producto fresco (raiz de la

yuca) y varios productos derivados.
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Entre los principales usos tenemos los siguientes:
» Para la “exportacién”: como producto fresco (congelada y parafinada) a los

mercados de Estados Unidos, Puerto Rico, Honduras, El Salvador y Costa Rica.

» Para el “consumo nacional” como verdura fresca (cocida en sopas), platos

tipicos, postres, frita, puré, otros.

» Para la “obtencion de almidon y harina” (pequefias industrias), puede
utilizarse como substituto de la harina de trigo, maiz y arroz entre otros; en
panificacion (pan), en los alimentos tales como: pasta, mezclas, etc., se
consume con frijoles y carne; se utiliza para rellenar pollos y para preparar
varios platos de mariscos. La harina de yuca también es usada en la perforacion
de pozos de petrdleo, en virtud de dar impermeabilizacion y reducir el roce en el

proceso.

« Como “materia prima”, los productos mas importantes de la yuca son: papel,
utilizacion en la industria textilera, madera enchapada y adhesivos. En la
alimentaciéon de animales especialmente aves (en los pollos se ha usado harina
de hoja de yuca), porcinos y ganado se utiliza toda la planta triturada (citado en
INTA, 2003).

En Nicaragua, existen platos tipicos conocidos como: "Yuca con
Chicharron®, Vigorén, Baho, Bufiuelos, Chingaste con yuca, Chancho con yuca,

entres otros.

La yuca tiene una variedad de usos tanto en la industria, en lo agricola, en
la exportacibn del producto, como en la gastronomia de la cocina
latinoamericana, entre estos paises destacan: Brasil, Perd, Paraguay, México,
Cuba, Venezuela, Republica Dominicana, Colombia, Panam4, otros (Wikipedia,
20009).
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4.9. ENFERMEDADES Y PLAGAS QUE ATACAN LA YUCA.

La yuca es afectada por muchas enfermedades fungosas y bacterianas
cuya distribucién geografica e importancia econdmica varian considerablemente.
Las enfermedades que causan manchas foliares, necrosamiento del tallo y
pudriciones radicales se presentan con mayor frecuencia y se distribuyen mas

ampliamente, causando pérdidas en rendimiento.

4.9.1. PLAGAS Y ENFERMEDADES.

Mancha parda de la hoja. Causada por Cercospora henninsgsii. Es una de las
enfermedades mas importantes de la yuca. Los sintomas que provoca son
manchas marrones, mas definidas en el haz y menos en el envés. Las venas
cercanas a las lesiones circulares pueden aparecer de color negro. Las hojas

situadas en la parte baja de la planta son mas susceptibles de ser atacadas.

Mancha blanca de la hoja. Causada por Cercospora caribae. Es una
enfermedad frecuente en los periodos humedos y frescos. Los dafios son
marchitamiento de las hojas y la exudacion de goma. La enfermedad a veces

aparece en el extremo de las ramas, secandose las hojas nuevas.

Ceniza o mildiu. Causada por Oidium sp. Esta enfermedad aparece en la
época seca. La ceniza de la yuca esta causada por Oidium manihotis.

Ataca preferentemente a las hojas mas desarrolladas. Provoca lesiones
amarillentas en las que en ocasiones aparecen éareas necréticas de color

marron. Pudiendo llegar hasta provocar la defoliacién de la planta.

Bacteriosis, pudricion. Causada por Xanthomonas manihotis. Es una
enfermedad importante en Argentina, Paraguay Yy Brasil. Provoca el
marchitamiento de las hojas y la exudacion de goma. La enfermedad a veces
aparece en el extremo de las ramas, secandose las hojas nuevas. Existen

variedades resistentes a la enfermedad.

23



MICROPROPAGACION Y APLICACION DE TERMOTERAPIA AL MATERIAL DE SIEMBRA DE YUCA (Manihot esculenta Crantz), EN EL
LABOTORIO DE CULTIVO DE TEJIDO, UNAN-LEON.

El taladrador de tallos y ramas. Coelostermus sp. Existen cinco especies de
este género que ataca a la yuca. Las larvas hacen galerias que pueden llegar a

los 13 mm.

Gusano de la hoja. Erinnyis ello, Lepidéptero. Es una plaga importante que
ataca por toda Ameérica y acaba con las hojas de la yuca y otras plantas. Las
larvas de este insecto son muy voraces y generalmente se alimenta de hojas y

peciolos, dejando en algunos casos las plantas completamente defoliadas.

"Mosquinha dos mandiocais” o "Broca dos brotes", Lonchaea pendula. Es
una de las plagas mas importantes de América. La mosca coloca los huevos en
los brotes, llegando a acabar con las hojas en desarrollo. Existen variedades

con resistencia genética.

Acaros. Provoca decoloracion y deformacion de las hojas, llegando a la caida
de las mismas. Desorganiza todo el proceso de crecimiento de la planta,
provocando acortamiento de los nudos y la muerte en los extremos apicales,
incluso en toda la planta. Se observa una mayor proliferaciéon en la estaciéon
seca (Infoagro, 2008). Los acaros de las especies Mononychellus tanajoa y
Mononychellus caribeaneae, estos aracnidos atacan principalmente el follaje

dando un aspecto de mosaico con una posterior caida de las hojas.

Hormigas cortadoras, las cuales son insectos sociales que viven en forma
subterrdnea y generalmente atacan la parte aérea de la planta, causando
importantes pérdidas, principalmente en las etapas iniciales del cultivo
(Vaccarino, 2007).

4.10. TERMOTERAPIA.

La yuca (Manihot esculenta Crantz), es un arbusto perenne distribuido en
el trépico humedo, que se considera de gran importancia econémica por su uso

para el consumo humano, animal e industrial.
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Debido a que la semilla sexual le confiere gran variabilidad genética a la
planta, los agricultores han perpetuado el cultivo mediante la propagacién
vegetativa utilizando semilla asexual (estacas). La semilla asexual se obtiene
cortando secciones de tallo de 20 cm de longitud con varias yemas (Albarran J.
et al. 2003).

Los bajos rendimientos de yuca, se deben a factores de los cuales, uno de
los més limitantes son las enfermedades, entre las que se destacan: el afiublo
bacterial, cuero de sapo y pudricion radical causada por varias especies de
Phitophtora (Salazar, 2007). El uso de estacas infectadas es generalmente
responsable de la diseminacién de enfermedades entre plantaciones, debido a
la supervivencia de patégenos entre un periodo de cultivo y otro (Ortega y
Velasquez, 2008).

Asi como su almacenamiento previo a un nuevo ciclo de siembra influyen
en los rendimientos del cultivo, por lo que no todas las estacas germinan,
ocasionando pérdidas y bajo crecimiento a los productores (Albarran J. et al,
2003). El material de propagacion que se detecte con problemas fitosanitarias,
se debe realizar una observacion cuidadosa de los tallos de donde se van a
cortar las estacas. Toda seccion de tallo que presente lesiones externas o

internas causadas por plagas y enfermedades deben eliminarse y quemarse.

Para la obtencibn de buenas estacas deben seleccionarse plantas
maduras con edad de 8-18 meses y un tamafio de 20 cm, asegurando 5-7
yemas, lo que es garantia de una buena emergencia. Las estacas no deben
presentar signos de herida, ya que podrian ser afectadas las yemas. En ésta, es
indispensable el manejo apropiado de tallos y/o estacas durante la cosecha, el

almacenamiento y el transporte (Ortega y Velasquez, 2008).

La yuca se destaca por su habilidad para dar buenos rendimientos en
suelos acidos e infértiles y generalmente es el Gltimo cultivo que se siembra en

un programa de rotacién (Dominguez et al. 1971).
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Sin embargo, la disponibilidad de tecnologia de alta produccién (cultivo in
vitro), oportunidades de exportacion, facil manejo, practicas agronomicas y
fitosanitarias que son de alto costo, no es accesible para los pequefios

agricultores (Manual de Yuca, 2008).

La ventaja que ofrece esta técnica es que es: de costo bajo, de féacil
acceso y manejo, aumenta la productividad, la sostenibilidad y competitividad
del cultivo, y es ecologicamente limpia reduciendo el riesgo de contaminacion

del medio ambiente (Salazar, 2007).

En el Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), se esta
estudiando el efecto de la duracion y la intensidad de la termoterapia, durante el
brotamiento de las estacas, sobre la erradicacion de enfermedades de tipo viral
y su relacidbn con el tamafio del explante para el cultivo de meristemos

(Dominguez et al. 1971).

La técnica de “termoterapia”’ consiste en obtener plantas libres de virus con
el empleo de temperaturas altas. Una practica muy usada es la combinacion de
la termoterapia y el cultivo de meristemas. Esto implica mantener las plantas en
termoterapia por un periodo variable de tiempo y temperatura (entre 34° y 38°C
desde una a varias semanas), luego se realiza la extraccion del meristema, se
siembra en el medio de cultivo y se continla con los pasos convencionales para

su desarrollo.

En algunos casos las bajas temperaturas (5°C) seguidas del cultivo de
meristemas fueron utilizadas con éxito para la eliminacién de virus. Esta practica
fue aplicada en el caso de viroides, los cuales se desarrollan bien con altas

temperaturas (Conci, 2004).
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4.11. DISENO EXPERIMENTAL.

El disefio experimental sirve, para comparar las medias de dos o mas
tratamientos a través del analisis de varianza, propuesto por Ronald A. Fisher.
Un experimento consiste en una manipulacién intencional y controlada de una o
mas variables para evaluar su efecto en la variable dependiente o variable-

respuesta.

Dependiendo de las caracteristicas, el experimento puede hacerse en un
disefio completamente aleatorio (cuando el material experimental se supone
homogéneo), un disefio de bloques completos al azar (cuando hay variacion en
una direccion), un disefio de cuadrados latinos (cuando hay variacion en dos

direcciones), entre otros.

El andlisis de varianza permite obtener conclusiones sobre si hay
diferencias 0 no entre las medias de los niveles de factor (Wikipedia, 2009).
También, indicard si los efectos de todos los tratamiento son iguales o
diferentes; en caso de aceptar la hipétesis de que todos los tratamiento no

tienen el mismo efecto (Wikipedia, 2009, Disefio experimental ¢ AR0?).

Andlisis de varianza (ANOVA )

Técnica que determina si hay diferencia entre las medias de dos o mas
poblaciones: Hp = H1 =2 = .. =ik Y Ha = no todas las medias son iguales.

Definicion

-Variable (dependiente), caract. que se esta midiendo.

-Factor (independiente), caract. Que tiene algun efecto en la variable respuesta.
-Tratamiento (niveles del factor), los diferentes valores que tiene un factor
(grupo que se quieren comparar).

-Variacion dentro del grupo (error), varacion debida al error aleatorio.
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-Variacion entre grupos (tratamiento), variacion debida al efecto del

tratamiento (Ray ¢ afno?).

Después de realizada el andlisis de varianza de un experimemto en

particular, es necesario realizar pruebas de comparaciones como las siguientes:

Prueba de comparacion multiple de Dunnet.

Esta prueba es util cuando el experimentador esta interesado en
determinar que tratamiento es diferente de un testigo, control o tratamiemto
estandar y no en hacer todas las comparaciones posibles es decir, cuando se
quiere comparar el testigo con cada uno de los tratamiento en estudio
(Wikipedia, (Disefio experimental ¢ Afio?).

La Prueba de comparaciones de medias por pares L.S.D.

Consiste en obtener una estimacion mediante un intervalo de confianza de
la diferencia entre las medias de las poblaciones, debido a que solo se usa si
primero se ha encontrado un valor F significativo al usar el analisis de varianza
(Anderson y Sweeney, 2008). La prueba LSD es la mas sensible para detectar
diferencias entre tratamientos. Es tan potente que detecta diferencias hasta
donde no las hay (Wikipedia, 2009).

Tratamientos.

Vienen a constituir los diferentes procedimentos, procesos, factor o
material y cuyo efecto van hacer medidos y comparados. El tratamiento
establece un conjunto de condiciones experimentales que deben imponerse a

una unidad exprimental dentro de los confines del disefio seleccionado.

Testigo.

Tratamiento de comparacion adicional. La eleccion del tratamiento testigo
es de gran importancia en cualquier investigacion, este constituye como
referencia del experimento que sirve para la comparaciéon de los tratamiento en

prueba (Wikipedia, ¢Afio?, Disefio experimental ¢Afo0?).
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3. METODOLOGIA

El presente trabajo se realiz6 en el periodo comprendido de Enero a
Septiembre del afio 2008, en el Laboratorio de Cultivo de Tejido de la UNAN-
Ledn, localizada en la Finca el Ojoche, ubicada a 1 km al oeste de la

Universidad Tecnoldgica La Salle.

El trabajo se realiz6 en dos etapas:

3.1. MICROPROPAGACION.

Se inici6 a partir de segmentos nodales de material colectado en la
Comarca Lechecuagos, el cual se lavo con agua y jabon por 30 minutos, luego
se realizé cinco enjuagues con abundante agua; posteriormente se dejaron en
alcohol (70%) por 1 minuto y se desechd; Luego, se colocaron en hipoclorito de
sodio al 2.5%+2 gotas de tween 20 por 20 minutos. Se llevaron a la cadmara de
flujo laminar para proceder a la eliminacion del desinfectante enjuagandolos con
agua destilada estéril cinco veces; luego, se procedi6 a la siembra colocandolos

en los diferentes medios con sus respectivas concentraciones hormonales.

El medio de cultivo que se utilizé fue el de Murashige-Skoog MS. (1962)
suplementado con reguladores de crecimiento (Ver Anexo, Tabla 1). Se
prepararon cuatro recipientes con 500 ml de agua destilada, complementado
con las sales minerales, las vitaminas, la sacarosa y el myo-inositol, ademas, se
les adiciond las diferentes concentraciones de hormonas reguladoras de
crecimiento, correspondientes a los siguientes tratamientos: |I. BAP 0.025
mg/I+0.02mg/l ANA; 1. BAP 0.05 mg/I+0.02 mg/l ANA; IIl. BAP 01mg/I+0.02mg/I
ANA vy IV. Testigo. Se aforaron, y el PH se ajusto a 5.7 con acido clorhidrico
(HCL 1%) o con hidroxido de sodio (NAOH 1N Y 0.1N), previo a la adicion del
agente solidificante. A los medios se les aplico calor hasta ebullicion, y se
vertieron en tubos de ensayos esterilizandolos en autoclave a 120 °C, por 20
minutos, al igual que el material a utilizar como son: agua destilada, papel craff,

pinzas, bisturi y erlenmeyer.
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Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar con 4 tratamientos
y 3 repeticiones. La variable de interés a evaluar fue el nimero de brotes en
cada uno de los tratamientos. Las observaciones y toma de datos se realizaron
a los treinta dias. Los datos fueron analizados mediante un ANOVA y se realizd
La Prueba de Comparaciones por Pares LSD, utilizando el paquete estadistico
SPSS.

5.2. APLICACION DE TERMOTERAPIA

El material utilizado para la realizacién de esta etapa fue colectado en la
Comarca San Benito, Chinandega, tomando en cuenta los parametros de
seleccidon que el productor hace en su material como son tallos ho muy viejos,

aparencia sana y con nudos muy cercanos.

Se utilizé para la siembra un bancal de 5x1 mt, desinfectando el suelo con
agua caliente, dejandolo por 24 h para eliminar malezas y otros agentes
patdgenos. Se utilizaron estacas de 20 cm de longitud, con cuatro a cinco
nudos, las cuales se lavaron con abundante agua y jabdn; por cada tratamiento
se utilizaron 15 estacas. Los tratamientos hidrotérmicos utilizados fueron 40°C,

45°C y 50°C, durante 30 min, mas el testigo a temperatura ambiente.

Se utilizé un disefio de bloques completamente al azar con 4 tratamientos,
en cada tratamiento se sembraron 15 estacas para un total de 60, elaborandose
un esquema de ubicacion en el bancal. El material de siembra se coloco
inclinado, se le aseguro riego constante y limpieza de maleza para asegurar el
desarrollo del mismo. Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre el
crecimiento y desarrollo del material a los tres meses, se procedi6 a la toma de
datos de las variables consideradas como la altura y nimero de nudos de cada
brote, por tratamiento.

Los datos fueron analizados estadisticamente, mediante un ANOVA y se
realizé La Prueba de Comparacion de Dunett, utilizando el paquete estadistico
SPSS.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. MICROPROPAGACION.

En la etapa de micropropagacion donde se evalud la variable numero de
yemas, sobre la tasa de proliferacion en cuatro medios de cultivos a diferentes
concentraciones de hormonas: |. BAP 0.025 mg/I+0.02 mg/l de ANA; Il. BAP
0.050 mg/I+0.02 mg/l ANA; 1Il. 0.01 mg/l BAP+0.02 mg/l ANA y IV. Testigo,

presentaron diferencias significativas.
Los resultados obtenidos del andlisis de varianza mostraron un grado de
significancia de p=0.012, por lo que la tasa de proliferacibn en uno de los

tratamientos reflejé diferencias significativas. (Ver cuadro 1).

Cuadro 1. Andlisis de varianza sobre los tratamientos.

Fuente Suma Df Media F Sig.
Cuadratica Cuadratica

Modelo 44.,844(a) 5 8,969 2,498 ,034
Correctivo
Interseccion 3244,128 1 3244,128 903,664 ,000
Tratamiento 40,956 3 13,652 3,803 ,012
Repeticion 3,627 2 1,813 ,505 ,605
Error 445,156 124 3,590
Total 3740,000 130
Correctivo 490,000 129
Total

Realizada el andlisis de varianza, se procedié a utilizar la prueba de
comparaciones de medias por pares (L.S.D.), el cual nos indicé, que uno de los
tratamientos presentd una diferencia de media, siendo el tratamiento dos (0.050
mg/l BAP+0.02 mg/l ANA) el que obtuvo un valor promedio de 5,93 sobre la tasa

de proliferacion, en comparacion con el grupo control y los tratamientos T1 y T3,
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los cuales no difirieron; aunque el T3 mostré un valor mas bajo que los otros con

una media aproximada de 4,47 (Ver cuadro 2).

Este resultado se deberia por el efecto de la dosis alta de 0.100 mg/l
BAP+0.02 mg/l ANA, que caus6 mayor formacion de callo y menor reduccién de

brotes.

Cuadro 2. Analisis de Varianza entre las medias de los tratamientos.

Error 95% Intervalo de
Tratamientos Media Estd. Confianza
Limite Limite Limite Limite
Inferior Superior Inferior Superior
Testigo 4818 ,335 4,155 5,481
1) 0.025 mg/l BAP
4,758 ,330 4,105 5,410
+ 0.02 mg/l ANA
2) 0.050 mg/l BAP
5,939 , 330 5,287 6,592
+ 0.02 mg/l ANA
3) 0.100 mg/l BAP
4474 ,335 3,811 5,137
+ 0.02 mg/l ANA

En el cuadro 3, se observa que el tratamiento dos (0.050 mg/l BAP + 0.02
mg/l ANA), presenta diferencia significativa con respecto al Testigo y los

tratamientos 1y 3 ya que obtuvo mayor tasa de proliferacion.
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Cuadro 3. Analisis de la Prueba de Comparacion de Medias por Pares sobre la

tasa de proliferacion entre los tratamientos.

D.M. Error 95% Intervalo de
() Tratmto.  (J) Tratmto. (1-3) Est. Sig.(a) Confianza.

Limite Limite | Limite | Limite | Limite
Inferior | Superior | Inferior | Inferior | Superior

0. Testigo 1- 0.025
mg/| BAP+
0.02mg/I
ANA
2- 0.050
mg/l BAP+
0.02 mg/l
ANA
3-0.100
mg/| BAP+
0.02 mg/I
ANA

,060 470 ,898 -,870 ,991

-1,121(%) 470 ,019 | -2,052 -,191

,344 AT74 ,469 -,594 1,281

[- 0.025 mg/I -Testigo -,060 470 ,898 -,991 ,870
BAP+ 2- 0.050
0.02 mg/I mg/| BAP+
ANA 0.02 mgl/l
ANA
3-0.100
mg/l BAP+
0.02 mg/l
ANA

-1,182(*) ,466 ,013 | -2,105 -,259

,283 470 ,548 -,647 1,214

I1- 0.050 mg/l -Testigo 1,121(%) 470 ,019 ,191 2,052
BAP+ 1- 0.025
0.02 mg/I mg/| BAP+
ANA 0.02mg/I
ANA
3- 0.100
mg/| BAP+
0.02 mg/Il
ANA

1,182(*) | ,466 | ,013 | ,259 | 2,105

1,465(%) 470 ,002 ,535 2,396

[11- 0.200 mg/I -Testigo -,344 474 469 | -1,281 ,594
BAP+ 0.02 2- 0.025
mg/l ANA mg/l BAP+

0.02mg/I
ANA
3-0.050 mg/l
BAP+
0.02 mg/I
ANA

-,283 470 548 | -1,214 ,647

-1,465(*) | 470 | ,002 | -2,396  -535
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El grafico 1, se observo que hay alta tasa de proliferacion en el tratamiento
dos, con una valor aproximado de 5,9 en comparacion con los demas
tratamientos; siendo el tratamiento tres, que obtuvo menor tasa de proliferacion

con un valor aproximado de 4,4.
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Testigo 0.025 mg/l - 0.02mg/l  0.050 mg/I - 0.02 mg/l 0.100 mg/l - 0.02 mg/I
BAP ANA BAP ANA BAP ANA

Tratamientos

Grafico 1. Efecto de las diferentes concentraciones de hormonas

combinadas BAP y ANA en numero de yemas de yuca.

Suérez, L. y Hernandez, Maria. 2008, reportan que al aplicar ANA con
otras hormonas, causa formacion de callo, sin obtener diferencia en el aumento
de brotes, esto contradice a los autores Albarran, J. et al. 2003, que indican que
la concentracion de 0.02 mg/l de ANA, forma plantas completas de yuca sin
formacion de callos, lo que nos afirman los autores Medina, Ricardo D. et al.
2000, que el aplicar ANA mas BAP genera formacion de callo y crecimiento de
las plantas completas, esto nos corrobora con los resultados obtenidos en este

trabajo.
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4.2. APLICACION DE TERMOTERAPIA A MATERIAL DE SIEMBRA.

En esta etapa, se evaluaron dos variables, altura (cm) y nimero de nudos, en
cuatro diferentes tipos de temperaturas (40°C, 45°C, 50°C y el Testigo), se
obtuvieron los siguientes resultados:

a. Altura:

Al realizarse el anadlisis de varianza a los datos de altura de brotes,
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (p= 0,001);
aceptandose la hipotesis alternativa que al menos una de las altura promedio en
los tratamientos es diferente. (Ver cuadro 1).

Cuadrol. Andlisis de Varianza de los tratamientos sobre lo variable altura.

Sumade Media
Fuente cuadrados gl. Cuadrética F Sig.
Intercepto 154103,015 1 15403,015 865,035 ,000
Tratamiento | 3437,624 3 1145,875 6,432 ,001
Error 8729,183 49 | 178,147

Al encontrar diferencias significativas entre los tratamientos se realizo el
analisis de Prueba de Comparaciones Multiples de Dunnett, que indica que uno
de los tratamientos present6 altura diferente.

En el Cuadro 2, se observa que el tratamiento 2 (45°C) al compararlo con
el testigo presenta una mayor diferencia de media de 11,5; siguiéndolo de cerca
el tratamiento 3 (50°C) al compararlo con el testigo, present6é una diferencia de
media de 10,8; pero el tratamiento 1 (40°C) al compararlo con el testigo obtuvo

una menor diferencia de media de 5,7 (Ver cuadro?2).
Esto indica que hubo factores que influyeron en el crecimiento de la planta;

como se dijo anteriormente, la planta puede estar afectada internamente por
algun patégeno o virus que altere su desarrollo y crecimiento.
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Cuadro 2. Andlisis de la Prueba de Comparaciones Mdltiples de Dunnett entre

los tratamientos sobre la variable altura.

D. de M. Error 95% Intervalo de
() Tratmto. (J) Tratmto. (1-3) Est. Sig. Confianza

Limite Limite Limite Limite Limite

inferior Superior | inferior | inferior | Superior
1) 40°C 0 Testigo 5,797 3,0225 ,149 -1,525 13,120
2) 45°C 0 Testigo 11,590(*) | 2,9681 ,001 4,399 18,780
3) 50°C 0 Testigo 10,887(*) | 3,0225 ,002 3,564 18,210

El grafico 2, se observa que el tratamientos 3 comparado con el testigo,
presentd una altura mayor de 62 cm; seguido del tratamiento 2 comparado con
el testigo, obtuvo una altura promedio de 59 cm; mientras que los tratamientos 0O
y 1 presentaron un comportamiento sobre el crecimiento de la planta muy similar
siendo el tratamiento 0 el mas bajo con una altura promedio de 29 cm, vy el
tratamiento 1 un poco mas arriba de 37cm de altura, observandose esto

resultados en el tercer mes (Septiembre).

A
L 70, Ocm Tratamientos
T —— Testiao
" 40°C
u 60,0cm _ e
R
A 50,0m o
P 40,0
R ,0cm
© 30,0
cm

M , .
E 2
D 20,0cm
| Tiempo de
0] 10,0cm - inmersion

T T T 30 min.

1 2 3

MESES

Gréfico 2. Efecto del comportamiento de diferentes temperaturas sobre la
altura de las plantas de yuca
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¥

b). Niumeros de Nudos:

Los resultados obtenidos en el andlisis de varianza sobre la variable

namero de nudos, reflejan que no hay diferencias significativas (p> 0.05), lo que

indica que todos los tratamientos tienen igual nimero de nudos. (Ver cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de Varianza de los Tratamientos sobre el nimero de nudos.

Sumade Media
Fuente cuadrados gl. cuadratica F Sig.
Intercepto 20989,385 1 20989,385 1661,509 ,000
Tratamiento 105,411 35,137 2,781 ,051
Error 619,004 49 12,633

Al no encontrar significancia, se le aplicé la prueba de comparacion

multiple de Dunnett. El resultado indica que el tratamiento 3 en comparacion con

el testigo presentd mayor diferencia de medias de 2,21en numero de nudos;

seguido del tratamiento 2 en comparacion con el testigo tiene una diferencia de

media de 1,57 en numero de nudos; y el tratamiento 1 en relacion con el testigo

obtuvo una menor diferencia de media de 0,87 en nimero de nudos. Esto indica

que hay igual comportamiento de las temperaturas entre los tratamientos sobre

el numero de nudos, (ver cuadro4).

Cuadro 4. Andlisis de la prueba de comparacion mdultiple de Dunett de los

tratamientos sobre nimero de nudos.

95% Intervalo de
Confianza
() Tratmto. (J) Tratmto. DM Error Limite Limite
(1-3) Est. Sig. inferior superior
1) 40°C 0 Testigo ,87 ,805 ,569 -1,08 2,82
2) 45°C 0 Testigo 1,57 , 790 , 129 -,34 3,49
3) 50°C 0 Testigo 2,21(*) ,805 ,023 ,26 4,16

El grafico 3, indica que el tratamiento 3 comparado con el testigo presenta

mayor numero de nudos con un valor aproximado de 16,5; el tratamiento 2

comparado con el grupo control, presentd una disminucion de 14,9 en numero

de nudos y los tratamientos 1 y O obtuvieron un efecto igual, con valores
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aproximadamente bajos, siendo de 11,7 y 10,8 en numeros de nudos, estos

resultados en el tercer mes (Septiembre).

P .
R 18 Tratamientos
0 ____ Testigo
M ~ 40°C
E 45°C
D 16 | — 50°C
|
o)
N 14 |
u
M
E
R 12 |
o)
D
E 10
B Tiempo de
D Inmersion
O s | 30 min.
S

| I I

1 2 3

MESES

Gréfico 3. Efecto de diferentes temperaturas en la produccién de namero

de nudos en plantas de yuca.

Trabajos realizados por Vaccarino, Luis, et al, 2008, recomienda que para
desinfectar el material de siembra (estacas) se utilice fungicidas o insecticidas
sumergiéndolas por un tiempo de 5 -10 minuto, para obtener plantas sanas.
Pero el Programa de Yuca, (Dominguez, Carlos E. et al. 1971), afirma que es
mejor utilizar termoterapia (T° 45°C a mas) a un determinado tiempo, lo cual,
disminuye virus y desinfecta el material de siembra, sin hacer uso de sustancias
guimicas que contaminan el ambiente y el agua. Conci, Vilima C., 2007,
menciona que la aplicacion de termoterapia, utilizando temperaturas de 34°C a
38°C o mas, desinfecta el material. Lo que corrobora con los resultados
obtenidos en este trabajo que confirman que con la aplicacion de termoterapia
se obtiene material de siembra sano, bien desarrollado; Ademas es un metodo
sencillo, facil aplicacién y no contamina el ambiente.
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5. CONCLUSION Y RECOMENDACION.

En base a los resultados obtenidos en micropropagacion y aplicacion de
termoterapia en Manihot esculenta Crantz en el laboratorio de cultivo, se

concluye lo siguiente:

o El medio MS. modificado con las hormonas BAP 0.050 mg/l y ANA 0.02
mg/l combinados obtuvo el mayor nimero de yemas con un valor de 5,93 sobre
la tasa de proliferacion en comparacion con el testigo. Al utilizar la
micropropagacion se reduce a corto tiempo la produccién de las plantas y se

obtiene material aséptico libre de toda enfermedad y de muy buena calidad.

o La aplicacion de termoterapia a material de siembra de yuca (estacas),
refleja que existe diferencias significativas siendo el tratamiento Il de 50°C
durante 30 minutos las plantas que alcanzaron mayor altura de 62 cm. En el
mismo tratamiento Ill, se obtuvo un valor promedio de 16,5 nudos.

El uso de la termoterapia para desinfectar material de siembra es un
método barato y amigable al ambiente que puede ser utilizada por el productor

para garantizar la limpieza del material, por lo que se recomienda:

1. Continuar trabajos para definir protocolos de la fase de regeneracion y de

aclimatacion de plantas in vitro.

2. Realizar mas ensayos en otras plantas alimenticias como quequisque,
papa, etc. con el fin de obtener a mediano plazo plantas libres de agentes

patogenos utilizando el cultivo in vitro.

3. Establecer ensayos de campos para evaluar produccion utilizando material

de siembra al cual se le aplicé termoterapia.

4, Elaborar una guia practica que indique los pasos para aplicar termoterapia

a los materiales de campo y al sustrato de siembra.
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Tabla 1. Composicion del Medio de Cultivo Murashige-Skoog MS. (1962),
suplementado con las hormonas BAP Y ANA.

Compuestos Concentracién Soluciones Stock (g) Cantidad requerida
inorgénicos (mgll) (12000ml) (L)
Nitratos
NH,NHO; 1650 165g. 10ml
KNO; 1900 190g.
Sulfatos
MgSO, 7H,0 370 37g.
MnSO0, H,O 16.9 1.699.(=1690mg/L) 10ml
ZnS0O, 7H,0 8.6 0.869.(=860mg/L)
CusO, 5H,0 0.025 0.0025g.(=2.5mg/L)
Hal6genos
CaC|2 2H,0 440 449_
K 0.83 0.083g.(=38mg/L) 10ml
CoCl, 2H,0 0.025 0.0025g.(=2.5mg/L)
PBMo 179.
KH, PO, 170 0.62g.(=620mg/L)
H3sBO3 6.2 0.025g.(=2.5mg/L) 10ml
Na, MoO, 2H,0 0.25
Na Fe EDTA
Fe SO47H,0 27.8 2.784g. 10ml
Na, EDTA 37.24 3.724g.
Vitaminas
Glicina 0.29.
Ac. Nicotinico 0.05¢g.
Piridoxina 0.05g. 10 ml
Tiamina 0.01g.
Comp.
organicos
Sacarosa 20 g.
Myo-inositol
0.1g
Hornas.
reguladoras
BAP 1) 0.025mg/l;
2) 0.05mgl/l;
3) 0.1mgl/l.
ANA 0.02mg/
Gel rite 2.4qg.
PH. 5.7
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¥

Cuadro 1. Base de datos tomados de numeros de brotes sobre la tasa de

proliferacion.

T1 R1 40 5
Tratrhto. Ri8pt. No.4dbos No. debbrotes Media de tasa de

T1 R1 42 producidagexplantes. proliferacion
TP Ri 48 8

TP Ri &4 B

TP Ri 3 4 5,27
TP R2 £ ?

TP R2 46 B

TP R2 &7 4

TP R2 48 B

3 R2 4 4

TP R2 5 R

3 R2 3 2

TP R2 B2 8

TP R2 53 5 4,72
TP RZ &4 )

TP RZ 3 B

TP RZ 14 o 4,72
TP R3 B )

TP R3 3% B

TP R3 Y] )

TP R3 3¢} 6

TP R3 &8 2

TP R3 [ 2

TP R3 62 3

TP R3 63 Z]

TP R2 64 5 2,00
3 R3 63 ?

3 R3 66 )

TP R3 2o 3 4,27
TP R3 6% ?

TP R3 68 6

TP R3 68 B

T R3 78 )

TP R3 39 4

LB R3 32 3

TP R? 33 8

TP R? 32 )

5 R3 75 7 4,72
T2 R1 28 B

T2 R1 33 6

T2 R1 36 4 59
T2 R2 38 z

T2 R2 38 2

T1 R1 39 3
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T3 R3 BB B
T3 R3 BUY 6
T3 R3 B85 w
T3 R3 B% B
T3 R3 By 2
T3 R3 B8 2
T3 R3 B 3
T3 R3 80 3
T3 R3 B B
T3 R3 132 5 6,18
T3 R3 89 6 4,36
T2 R3 90 6
T2 R3 91 5
T2 R3 92 4
T2 R3 93 4
T2 R3 94 7
T2 R3 95 7
T2 R3 96 7
T2 R3 97 4
T2 R3 98 I
T2 R3 99 6
T2 R3 5,72
T3 R1 100 3
T3 R1 101 5
T3 R1 102 4
T3 R1 103 6
T3 R1 104 2
T3 R1 105 3
T3 R1 106 6
T3 R1 107 4
T3 R1 108 3
T3 R1 109 5
T3 R1 110 6
T3 R1 4,27
T3 R2 111 0
T3 R2 112 7
T3 R2 113 5
T3 R2 114 4
T3 R2 115 6
T3 R2 116 2
T3 R2 117 2
T3 R2 118 5
T3 R2 119 6
T3 R2 120 5
T3 R2 121 6
T3 R2 4,8
T3 R3 122 2
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¥

Cuadro 2. Base de datos tomado de la aplicacion de termoterapia sobre la

Alturay nimero de nudos.

Brote Tramto. Alt.1. Alt.2. Alt. 3. Nud 1. Nud. 2. Nud. 3.
1 0 17,4 32,2 37,2 10 11 14
1 1 21,0 325 44,0 10 11 13
1 2 24,4 27,0 96,8 12 11 26
1 3 0 0 0 0 0 0
2 0 29,0 38,5 445 11 15 15
2 1 27,5 30,5 425 12 12 16
2 2 13,5 19,0 65,0 10 9 18
2 3 28,5 32,5 40,0 11 12 10
3 0 21,0 35,0 40,5 12 13 13
3 1 18,5 23,0 ,0 9 10 0
3 2 9,5 15,0 81,5 5 9 17
3 3 25,0 35,0 61,9 10 13 14
4 0 11,3 14,8 25,0 9 9 9
4 1 24,4 25,8 27,0 11 10 10
4 2 21,0 26,0 25,5 11 12 11
4 3 9,0 12,0 86,4 8 10 25
5 0 12,5 12,0 12,0 9 7 5
5 1 20,5 22,3 0 10 11 0
5 2 20,0 22,0 35,5 10 11 8
5 3 15,5 21,8 94,8 11 12 22
6 0 235 18,0 15,0 10 10 5
6 1 225 28,5 41,7 10 11 13
6 2 25,5 25,0 48,0 12 10 12
6 3 16,5 20,0 65,3 10 12 14
7 0 21,0 22,8 25,0 11 11 13
7 1 16,3 19,0 ,0 9 10 0
7 2 27,4 32,0 70,4 12 13 11
7 3 14,0 22,0 63,2 9 10 15
8 0 0 0 0 0 0 0
8 1 21,0 23,0 24,7 11 9 9
8 2 ,0 0 0 0 0 0
8 3 10,8 19,0 33,2 8 8 9
9 0 16,0 30,8 47,3 9 10 14
9 1 25,2 32,9 46,5 12 12 13
9 2 30,0 33,0 75,0 13 11 19
9 3 0 0 0 0 0 0
10 0 14,0 29,5 40,8 10 12 12
10 1 25,3 32,2 42,0 13 12 12
10 2 23,3 37,0 47,8 10 11 13
10 3 25,5 33,0 25,0 12 12 10
11 0 14,0 20,0 28,5 10 12 11
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11 1 26,4 28,5 51,4 12 13 11
11 2 19,0 25,0 32,0 8 9 9
11 3 2,0 18,0 47,0 0 10 21
12 0 16,0 17,0 17,4 9 9 10
12 1 21,0 27,0 30,8 10 10 12
12 2 16,0 20,0 36,5 10 9 11
12 3 19,5 25,0 88,0 10 11 27
13 0 6,5 30,0 32,2 3 10 11
13 1 28,0 32,0 52,5 12 12 18
13 2 27,9 30,0 84,0 12 10 21
13 3 22,5 31,0 70,0 11 12 22
14 0 20,5 31,0 19,4 10 10 9
14 1 32,5 35,6 30,0 13 13 11
14 2 23,5 28,5 47,8 12 8 13
14 3 23,0 33,0 54,8 12 14 14
15 0 14,3 32,0 0 11 11 0
15 1 3,5 40,0 50,0 2 13 14
15 2 23,4 27,8 80,6 12 8 21
15 3 25,0 35,0 60,0 10 15 13
MICROPROPAGACION
| Fase: Iniciacion
* Explantes sembrados

en medio cero formadas con
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hojas y con callosidades en la parte inferior, sin formacion de raices.

* Eliminacion de las hojas y
corte en segmentos.

* Segmentos nodales listos para la
Etapa de proliferacion en el medio
con hormonas reguladoras para
Su crecimiento

Il Fase: Multiplicacién

Brotes con formacion
de hojas y nudos,

sembrados en el medio
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con hormonas reguladoras del crecimiento de la planta

Multiplicacion de brotes.

%  Proliferacion de
brotes en el
tratamiento 2 (0.050
mg/l BAP+0.02 mg/l
ANA.

TERMOTERAPIA

*

< Crecimientos de las
plantas en diferentes
tratamientos.
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» Altura de las
plantas en los

distintos tratamientos.

T3.500C; T2.45°C; T1. 40°C y TO. Ambiente.
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