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RESUMEN Y SUMMARY

Resumen

La propagacion in vitro de cafia de azlcar, es una técnica que permite producir
plantulas a gran escala en condiciones asépticas y controladas. Es un cultivo
relevante en variados sistemas de produccion de los trépicos. Brasil, India, China y
México, cultivan casi el 75% de la produccion mundial. En Ecuador contribuye con
el 1,4% al PIB y genera mas de 100000 empleos. La provincia Bolivar, tiene zonas
agroecologicas aptas para este cultivo y la cosecha se destina para la elaboracion de
alcohol, panela, miel y melaza. Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia, Campus Laguacoto. Uno de los factores criticos es la produccion de
plantulas con limitada calidad sanitaria, varietal y fisiologica, para lo cual se plante6
validar la multiplicacion in vitro de tres variedades de cafia con dos tipos de
citoquininas y en tres dosis. Se aplicé el Disefio Completamente Aleatorizado con
18 tratamientos y cuatro repeticiones. Los factores principales fueron tres
variedades de cafia (EC-07; C 1051 - 73 Cuba y EC - 03), dos tipos de citoquininas
(Kinetina y Bencil Amino Purina) con tres dosis (2, 4 y 6 mg/l). Se evaluaron los
principales componentes agronomicos de los explantes a través del tiempo (30, 45,
60, 75 y 90 dias). Se realizaron andlisis de varianza, prueba de Tukey al 5%,
correlacién 'y regresion lineal. No se detectaron diferencias estadisticas
significativas para la mayoria de variables evaluadas como efecto de los
tratamientos, quiza porque existié una alta variabilidad de los datos expresados a
través del coeficiente de variacion, Sin embargo, numeéricamente las mas precoces
a la brotacion fueron EC - 03 y EC- 07. Las tres variedades bajo el efecto de dos
tipos de citoquininas y tres dosis en promedio general registraron un brote, una hoja
y una raiz por explante hasta los 90 dias. Numéricamente las variedades EC - 03 y
EC- 07 tuvieron brotes mas largos, pero la variedad C - 1051 - 73 Cuba, registré
mayor longitud de las raices. Finalmente, este estudio valido la factibilidad de
producir plantulas de calidad in vitro y en menor tiempo con las variedades EC- 03
y EC- 07 con la hormona Kinetina en dosis de entre 2 y 4 mg/l, lo que podria
contribuir a reducir costos y por ende mayor productividad para el pequefio,
mediano y la gran agroindustria de la cadena de Valor de la Cafia de azlcar.

Palabras clave: Ambiente controlado, cafia de azUcar, citoquininas, cultivo in vitro,
meristemos, organogénesis, vitroplantas.
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Summary

The in vitro propagation of sugarcane is a technique that allows to produceseedlings
on a large scale in aseptic and controlled conditions. It is a relevant cropin various
production systems of the tropics. Brazil, India, China and Mexico growalmost 75%
of the world's production. In Ecuador it contributes 1.4% to PIB and generates more
than 100,000 jobs. The province of Bolivar has agroecological zones suitable for
this crop and the harvest is destined for the elaboration of alcohol,panela, honey and
molasses. This research was carried out in the Biotechnology Laboratory,
Laguacoto Campus. One of the critical factors is the production of seedlings with
limited sanitary, varietal and physiological quality, for which it wasproposed to
validate the in vitro multiplication of three varieties of cane with two types of
cytokinin and in three doses. The Fully Randomized Design was applied with 18
treatments and four repetitions. The main factors were three varieties of cane (EC-
07; C 1051 - 73 Cuba and EC - 03), two types of cytokinin (Kinetin and Benzyl
Amino Purine) with three doses (2; 4 and 6 mg/l). The main agronomic components
of explants were evaluated over time (30; 45; 60; 75 and 90 days). Analysis of
variance, 5% Tukey's test, correlation and linear regression were performed. No
statistically significant differences were detected for most of the variables evaluated
as an effect of the treatments, perhaps because there was a highvariability of the data
expressed through the coefficient of variation, however, numerically the earliest to
sprouting were EC - 03 and EC - 07. The three varietiesunder the effect of two types
of cytokinin and three doses on average generally recorded one shoot, one leaf and
one root per explant up to 90 days. Numerically the varieties EC - 03 and EC - 07
had longer shoots, but the variety C - 1051 - 73 Cuba, recorded greater root length.
Finally, this study validated the feasibility of producing quality seedlings in vitro
and in less time with the varieties EC-03 and EC-07 with the hormone Kinetin in
doses of between 2 and 4 mg / |, which will contribute to reduce costs and therefore
greater productivity for small, medium andlarge agribusiness of the Sugarcane
Value Chain.

Key words: Controlled environment, sugar cane, cytokinin, in vitro culture,
meristems, organogenesis, vitroplants.
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

La cafia de azucar, (Saccharum officinarum L.) es una graminea originaria de
Nueva Guinea; se cultivd por primera vez en el Sureste Asiatico y la India
Occidental. Alrededor de 327 A.C., era un cultivo importante en el subcontinente
indio. Fue introducido en Egipto alrededor del 647 D.C., y alrededor de un siglo
mas tarde, a Espafia (755 D.C.). (Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion. SAGARPA, 2015)

Desde entonces, el cultivo de la cafia de azlcar se extendio a casi todas las regiones
tropicales y sub-tropicales. En los viajes de Cristobal Colén a América la
trasladaron a las islas del Caribe y de ahi paso a la parte continental americana,
particularmente a la zona tropical. A Mexico llegé en la época de la conquista (1522
aprox.), fue asi como la primera plantacion se llevé a cabo en el Estado de Veracruz,
instalandose posteriormente los primeros ingenios azucareros en las partes calidas
del pais como parte de la colonizacién. (SAGARPA, 2015)

La cafia de azdcar es un cultivo de alta importancia en Ecuador, del cual se extrae
el azicar que es un producto que forma parte de la canasta basica de los
ecuatorianos y es ingrediente fundamental de muchos alimentos elaborados y
semielaborados de consumo masivo. Adicionalmente, puede producirse alcohol
como carburante y proporciona el bagazo para cogeneracion. Es una fuente
importante de mano de obra en forma directa o indirecta a través de los ingenios
azucareros, los cultivadores de cafia y las industrias o pequefias empresas que basan
su produccién en el azicar y coproductos, en todas las regiones del Ecuador.
(Centro de Investigacion de la Cafia de Azucar del Ecuador. CINCAE, 2004)

La micropropagacion o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas
generalizadas del cultivo in vitro, a través de la micropropagacion, a partir de un
fragmento (explante) de una planta madre, se obtiene una descendencia uniforme,

con plantas genéticamente idénticas, denominadas clones. (Marifio, L. 2018)



Los explantes méas usados para los procesos de propagacion in vitro son las yemas
vegetativas de las plantas. Los frascos que contienen las plantas se ubican en
estanterias con luz artificial dentro de la camara de crecimiento, donde se fija la
temperatura en valores que oscilan entre los 21 y 23°C, ademas de controlar la
cantidad de horas de luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone de una
mezcla de sales minerales, vitaminas reguladoras de crecimiento azlcar, agua y
agar. La composicion del medio depende de la especie vegetal y de la etapa del

proceso de micropropagacion. (Castillo, A. 2016)

La Kinetina, es un fitorregulador de crecimiento del tipo citoquininas, promueve la
division celular. Induce la formacion de callos y regenera los tejidos de brotes a
partir de callos. Puede ser usada en la produccién de nuevas plantas a partir de
cultivos de tejidos. Puede retrasar las caracteristicas de envejecimiento, tales como

velocidad de crecimiento celular y tamafio. (Squeo, F. 2006)

Bencil Amino Purina (BAP), es una citoquinina, que proporciona una gran variedad
de efectos en las plantas. Promueve la absorcion de nutrientes como aminoacidos,
elementos y reguladores del crecimiento desde el sitio de aplicacion. Acelera el
crecimiento y division celular, genera nuevos brotes, mejora la ramificacion y
floracion en las plantas. Tambiéen se ha encontrado que se incrementa el espesor de
los tallos y el tamafio de las hojas. Puede ser utilizado desde la germinacién hasta
la cosecha. (Cortes, J. 2019)

Los objetivos que se plantearon en la presente investigacion fueron:

e Determinar la respuesta agrondmica de tres variedades de cafia de azlcar para
la reproduccién in vitro mediante el empleo de sus explantes.

e Medir el efecto de dos tipos de hormonas sobre las principales caracteristicas
de las plantulas de cafia de azUcar.

e Estudiar el efecto de tres dosis de citoquininas sobre la reproduccion de

plantulas a partir de explantes de cafia de azucar.



1.2 PROBLEMA

En el Ecuador, se evidencia la baja productividad de la cafia de azlcar,
disminuyendo los rendimientos en biomasa y sacarosa, ya que hay limitados
conocimientos sobre el Manejo Integrado del Cultivo (MIC) con enfoque de Cadena
de Valor. El éxito de la plantacién de la cafia de azlcar a pequefia y grande escala
debe iniciar con plantas de excelente calidad en cuanto a variedades, edad y sanidad;

es decir libre de hongos, bacterias, virus y fitoplasmas.

Los mecanismos tradicionales de reproduccién de la cafia de azucar, no aseguran
en muchos aspectos la calidad de las nuevas plantaciones, debido a que, al ser un
proceso clonal, se transmiten libremente los posibles problemas relacionados a la

contaminacion por la presencia de hongos, bacterias y virus.

La presente investigacion tuvo como finalidad la propagacion in vitro con dos tipos
de hormonas a tres dosis y en tres variedades de cafia de aztcar (EC-07; C 1051-73
Cuba y EC-03), y de esta manera producir clones genéticamente estables, libres de
patdgenos, y que permitan la obtencion de una gran cantidad de plantulas en corto
tiempo y espacios reducidos. Mediante la introduccion y validacién de alternativas
tecnologicas bajo el cultivo in vitro, permiten producir plantulas con pureza
genética y calidad fitosanitaria, mejorando los componentes agronémicos del
rendimiento como el amacollamiento en campo, y el volumen de biomasa y
sacarosa por unidad de superficie, y de esta manera garantizar al agricultor una

rentabilidad sostenida del cultivo.



CAPITULO Il
2.1 MARCO TEORICO
2.1.1 Lacafade azlcar

La cafia de azUcar pertenece a la familia de las gramineas y al género Saccharum,
en el cual existen seis especies: S. spontaneun, S. robustum, S. barberi, S. sinensi,
S. edule y S. officinarum. Los clones comerciales de cafia de aztcar son derivados
de las combinaciones entre las seis especies anteriores, predominando las
caracteristicas de S. officinarum como productora de azlcar. (Ministerio de
Agricultura y Ganaderia. MAG, 2021)

2.1.2 Origen

La cafia de azlcar es originaria de Nueva Guinea. Los antiguos navegantes la
llevaron a India, desde donde se extendio a China y a otras regiones de Oriente.
Esto sucedio alrededor del afio 4,500 a. C. Mucho tiempo después, en el afio 642 a.
C. los persas invadieron la India, de la que adoptaron el cultivo de la cafa. Por el
afio 510 a.C. los soldados del rey persa Dario se referian a ella como esa cafia que
da miel sin necesidad de abejas. (SAGARPA, 2015)

Su cultivo se siguio extendiendo: en el siglo VII d. C. los arabes conquistaron lo
que fue Persia y, tan aficionados al dulce, llevaron el azlcar a otro de sus territorios
conquistados: el norte de Africa y fue ahi donde los quimicos egipcios

perfeccionaron su procesamiento y la empezaron a refinar. (SAGARPA, 2015)



2.1.3 Clasificacién botanica

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Subclase Commelinidae
Orden Poales

Familia Poaceae
Subfamilia | Panicoideae
Tribu Andropogoneae
Género Saccharum
Especie officinarum

(Mercado, 2021)

2.1.4 Morfologia

Raiz: Es de tipo fibroso, conocida en la industria azucarera latinoamericana
como cepa, se extiende hasta 80 cm de profundidad cuando los suelos son
profundos, el 80% de la misma se encuentra regularmente en los primeros 35
cm del suelo. La raiz es una parte esencial de la planta ya que permite la
absorcion de nutrimentos y agua, ademas del anclaje de la planta, especialmente
necesario en plantaciones cosechadas mecanicamente, ya que la cosechadora
remueve las raices cuando éstas son muy superficiales y cuando estan asociadas

con suelo arenoso. (Manquillo, R. 2018)

Tallo: Macizo, cilindrico (5-6 cm de diametro), alargado (altura de 2-5 m) y sin
ramificaciones. Se considera el verdadero fruto de aprovechamiento agricola ya
que en los entrenudos de éste se encuentra almacenado el azlcar. La cafa tiene
una riqueza en sacarosa del 14% aproximadamente, aunque a lo largo de la

recoleccion, la concentracion varia. (Colchado, J. 2020)

La cafia de azUcar, ademas de proporcionar sacarosa, tiene otros
aprovechamientos. Contiene aproximadamente 40 kg/t de melaza (materia

prima para la fabricacion del ron) y se pueden obtener unos 150 kg/t de bagazo.



Hay otros aprovechamientos de menor importancia como son la elaboracion de

compost agricola, vinaza, ceras, fibra absorbente, etc. (Colchado, J. 2020)

Hoja: Las hojas se componen de vaina, cuello y lamina o limbo, por la forma
del limbo es lanceolada el mismo que termina en punta, aserrada por su borde,
por la vaina es envainadora semi envolvente las vainas son de forma
triangulares y. no poseen ningun nervio principal. Recubiertas por pequefias

vellosidades con numerosas aperturas estomaticas. (Marasca, 1. 2015)

Inflorescencia: Para que aparezca la inflorescencia es necesario que se den una
serie de condiciones de edad, fertilizacion, fotoperiodo, temperatura y humedad
adecuadas. En estas circunstancias, se pasara de un crecimiento vegetativo a
uno reproductivo. Los entrenudos seguiran alargandose y finalmente aparecera
la hoja bandera, indicador de la pronta llegada de la inflorescencia. Denominada
panicula terminal, ancha, de forma piramidal, a veces de mas de 1 m de longitud,
el color de las flores que forma esta inflorescencia es purpura o rojizo. La
inflorescencia es una panicula que en sus ejes secundarios presentan pares de

espiguillas unidas mediante un pedicelo y con una sola flor. (InfoAgro, 2018)

2.1.5 Variedades

Variedades Procedencia
B49-119 Barbados
SP80-1842 Brasil (COPERSUCAR)
CC85-92 Colombia
C1051-73 Cuba
H56-4848 Hawai
Co213P India (Coimbatore)
CR 74-250 Republica Dominicana
V 71-51 Venezuela
EC-07 Ecuador
EC-03 Ecuador
e B49-119

Indica que la

variedad B 49-119 es

proveniente

del

cruce

entre

B35218 y B4098 con presencia de poca cantidad de sacarosa, buen cultivar, buen



sabor de sacarosa, ademas esta variedad es resistente a ciertas enfermedades que se
especifican en los siguientes paises como la gomosis (Madagascar), roya anaranjada
(Republica Dominicana y Barbados). A su vez es susceptible a Mosaico (Jamaica)
escaldadura de la hoja (Barbados, Guyana, Puerto Rico, Venezuela y Kenia),
mancha de ojo (Jamaica), roya café (Caribe, Brasil, Hawai, Kenia, Sudafrica,

Madagascar y Venezuela). (Saltos, J. 2015)

e SP80-1842

El mismo autor especifica que variedad SP80-1842 se da del cruce entre SP71 -
1088 y H57 -5028, expuesto e inducido en Sao Paulo en 1993. Esta variedad dentro
de sus propiedades presenta una cosecha temprana con buena formacion y
produccion de fibra y sacarosa. Es resistente al Mosaico, mancha de ojo.
Susceptible a: escaldadura de la hoja. (Machado, M. 2018)

o (CCB85-92

De acuerdo a Jorge (2002), la variedad CC85-92 se origind por el policruzamiento
de la variedad Co775 x CP52-68, dentro sus caracteristicas presentan un
crecimiento medianamente inclinado con alto macollamiento, un tallo con
coloraciones moradas entrenudos, altura de tercio medio de 12 cm y didmetro de 32
mm como promedio, con textura lisa, con ausencia de yema y escasa presencia de

cera.

La germinacién es excelente con un 85%, macollamiento entre 10 y 12 tallos por
cepa, floracion es muy escasa y buena adaptacion en diferentes suelos, excepto a
suelos salinos. (Machado, M. 2018)

e C1051-73

Variedad cubana, proveniente del cruce entre B42231 x C431 - 62, tomada como
un material de segundo nivel, presenta buena adaptacion local, buena germinacion,
alto contenido de sacarosa, resistente a roya café, mancha de ojo y mosaico.
(Machado, M. 2018)



o H56-4848

Esta variedad se produce con el clon H44-3098, originaria de Hawai,
a elevaciones altas sobre el nivel del mar, esta variedad cambia en el sabor,la
maduracion de la misma es mas tardia debido a la poca luminosidad. Esta variedad
es poco susceptible al virus del mosaico y la roya, ademas es tolerante al carbdn
(Ustilago scitaminea), mancha ojival (Helminthosporium sacchari), escaldadura
foliar (Xanthomonas albilineans) y pudricién roja (Colletotrichum falcatum), en

el caso del carbdn, son necesarias pruebas de inoculacion. (Saltos, J.2015)

e Co0213P

El cruce entre los clones POJ213 x C0.291, da como resultado esta variedad de la
India. Tolerante para el Mosaico (México), podredumbre roja (India) gomosis,
Mosaico (Inglaterra) Mosaico (Sudafrica) susceptible al tizon (Brasil) susceptible
al tizon (India) susceptible al tizon (Machado, M. 2018)

e CR74-250

Especifica que el cruce de la variedad CR 74-250 se da entre CP5268
y B45181, variedad de buen material vegetal proveniente de Central Romana,
Repablica Dominicana, con buenas perspectivas en suelos, alto nivel de
producciéon. Ademas, esta presenta un alto nivel de germinacién, con tallo
ligeramente inclinado, buen tonelaje. Esta variedad es apta para zonas célidas y no
para zonas lluviosas, también presenta buena formacién de fibra y sacarosa y buen

nivel de maduracion. Resistente a: roya y escaldadura de hoja. (Saltos, J. 2015)

e V71-51

Esta variedad se da en el cruzamiento de los clones LG60-25,
por tanto, es originaria de Venezuela. Presenta un tallo largo, recto, un entrenudo
de 10 a 12 cm, diametro de 30 mm, nudo de 2 mm de ancho, hoja larga,ancha y

péndula con la punta doblada. (Ramirez, V. 2018)



o EC-03

Las caracteristicas mas destacables de la variedad EC-03, son su alto contenido de
azucar (110 Kilos por tonelada de cafia en promedio), didmetro de tallo grueso y
buen deshoje. Se liberan a la produccién comercial, con el objetivo de ofrecer a los
ingenios y cafiicultores otras alternativas de siembra, que les permita incrementar
la productividad (SILVA, E. 2018)

e EC-07

La variedad EC-07 (con cddigo de identificacion durante la seleccion: ECSP2000-
1335) proviene del cruzamiento entre las variedades SP70-1143 y ROC7 realizado
por el Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) de Brasil. En el primer estado de
seleccion de la serie 2000 (estado 1) se trasplantaron 50392 plantas de 85
cruzamientos provenientes de Brasil (75) y Australia (10), de los cuales se
seleccionaron 819 clones que formaron el estado Il y fueron evaluados en el
CINCAE en parcelas de un surco de cinco metros y sin repeticiones en los ciclos
2002-2003 (cafa planta) y 2003-2004 (primera soca). (Centro de Investigacion de
la Cafia de Azucar del Ecuador CINCAE, 2016)

2.1.6 Requerimientos edafoclimaticos

e Temperatura: La cafia de azlcar no soporta temperaturas inferiores a 0°C.
Para crecer exige un minimo de temperatura de 14 a 16°C y la temperatura

Optima de germinacion oscila entre 32-38°C. (InfoAgro, 2018)

e Humedad relativa: Para que el crecimiento vegetativo de la cafia de azlcar sea
mas rapido es necesario que la humedad relativa sea alta. En caso contrario (HR
baja), y si ademas los riegos son deficitarios, la planta tendera a madurar.
(InfoAgro, 2018)



2.1.7 Requerimientos edéaficos
e Suelo

Prefiere los suelos ligeros para alcanzar sus mejores rendimientos, pero si es cierto
que no es un cultivo muy exigente en cuanto a suelo. Unicamente presenta

problemas en suelos acidos y en calizos pueden aparecer clorosis.

En definitiva, las mejores condiciones edafoclimaticas para obtener una mayor
cantidad de azlcar son: clima seco, poca humedad, bastante luz solar, noches
frescas, precipitaciones o aportaciones hidricas reducidas durante la maduracion,

amplitud térmica durante el dia y suelo de naturaleza ligera. (InfoAgro, 2018)

e ElpH

El crecimiento de las plantas depende del pH, siendo adecuado en general un pH
entre 5-5.5 y 6.5, aunque para cada especie existe un rango éptimo. En los cultivos
in vitro se admite que son pH adecuados los situados entre 4.8 y 6.0; no causa el
desarrollo de los explantes, pero puede limitar el crecimiento o afectar a la

diferenciacion. (Pereira C. 2015)

2.1.8 Propagacién de la cafia de azucar

La cafia se reproduce sembrando trozos de tallo. Se recomienda que la siembra se
realice de Este a Oeste para lograr una mayor captacion de luz solar. Los trozos
deben tomarse de cultivos sanos y vigorosos, con una edad de seis a nueve meses.
Se recomienda ademas que se utilice la parte media del tallo, preferentemente
esquejes con tres yemas. Los pedazos deben sembrarse a una profundidad de 20 o

25 cm y los surcos deben estar separados por un metro y medio. ( Martinez, J. 2012)

La cosecha empieza cuando los tallos dejan de desarrollarse, las hojas se marchitan
y se caen y la corteza de la capa se vuelve quebradiza. Esto ocurre aproximadamente
11 o 16 meses después de la plantacion. Se ha intentado utilizar maquinas para
cosechar la cafia; sin embargo, la mayor parte de la zafra se sigue haciendo a mano.
Por lo general se usa un machete de acero, con un pequefio gancho en la parte

posterior y empufiadura de madera. La cafia se corta cerca del suelo y por el extremo
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superior. Luego se apilan a lo largo del campo y se llevan al ingenio, un molino

donde se trituran los tallos y se extrae el aztcar. ( Martinez, J. 2012)

e Micropropagacion

La micropropagacion es la aplicaciébn mas destacada en el cultivo. Para lograr

avances que impacten en el sistema de produccion de cafia de azlcar, es necesario

implementar estrategias de innovacion, tales como el cultivo in vitro que sea

eficiente para la obtencion de lotes de plantas libres de enfermedades disponibles

para determinar relaciones de etiologia y estudios de sanidad. (Estrada, S. 2016)

2.1.9 Plagasyenfermedades

2.1.10 Plagas
Nombre Comun Nombre Descripcion
cientifico
Gusano taladrador (Diatraea Hay que tener en cuenta las diferentes

saccharalis)

fases por las que este gusano pasa en
su ciclo de vida. En estado adulto se
encuentra en estado de reposo,
escondido en el envés de las hojas
secas de la cafia de azucar durante el
dia para por la noche retomar su
actividad. En estado de larva se
encarga de la perforacidn del raquis de
las hojas y posteriormente de taladrar
las plantas tiernas. En plantas con un
desarrollo mayor, tienen mas trabajo a
nivel foliar por lo que espera la
llegada de la segunda muda para
penetrar el tronco y formar galerias a
lo largo del mismo. Por altimo, justo
antes de convertirse en pupa, hace
galerias de mayor tamafio hasta salir

fuera. Las cubre con hilos y fibras de
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la cafia y finalmente se convierte en

pupa.

Barrenador  gigante
de la cafia 0 gusano

tornillo

(Castnia licus)

Su actividad consiste en llevar a cabo
excavaciones para realizar galerias
que transcurran por la parte inferior
del tallo extendiéndose hasta la
subterranea. Este dafio causado por el
gusano tornillo en la planta, puede
desencadenar la invasion de diferentes

patdgenos.

Jobotos

(Phyllophaga
spp.)

Esta plaga destruye las raices de las
plantas consiguiendo que la cafia de
azlcar se torne de color amarillento y
que el follaje vaya muriendo
lentamente. Su  prevencion  es
relativamente facil ya que Ila
maquinaria destinada a las labores del
suelo puede eliminar las larvas y

pupas.

Gusano medidor

(Mocis latipes)

Este gusano se come los bordes de las
hojas de plantas tiernas
principalmente. En ocasiones puede
llegar a dejar solamente el nervio

central de la misma.

Picudo del
pseudotallo o picudo

rayado

(Metamasius

hemipterus)

Es susceptible de ser infectado aquel
material vegetal que por diferentes
razones estd mas debilitado. De esta
forma, dicho material vegetal se
sembrara infectado y los brotes seran
débiles. En consecuencia, a lo largo
del cultivo, se dispondréa de una cafa

de azlcar que se tumba y con un
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contenido en jugos azucarados mucho
menor que una sana en las mismas

condiciones.

El salivazo de la cana

de azUcar

(Aeneolamina

varia)

Las ninfas chupan la savia de las
raices de la planta mientras que los
adultos prefieren la de las hojas. A la
vez que estdn chupando la savia se
encargan de inyectarle a la planta una
toxina que posteriormente le causara
la aparicidn de necrosis y de manchas
rojizas para debilitarla hasta que se

seque

Salta hojas antillano

(Saccharosydne

saccharivora)

Esta plaga succiona savia y secreta
una sustancia azucarada. Sobre esta
sustancia se forma fumagina, la cual
dificultara la  fotosintesis vy
transpiracion de los tejidos vegetales

de la cafia de azlcar.

(Melgar, M. 2015)

2.1.11 Enfermedades

Nombre Nombre Descripcion

Comdan cientifico

Carbo6n (Ustilago Enfermedad que provoca el achaparramiento
scitaminea) de la planta, asi como la aparicién de tallos

méas debiles y delgados, hojas estrechas y
pequefias con estructuras negras en forma de
latigo en la parte terminal de la planta o

cogollo.
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Royas (Puccinia La enfermedad provoca la aparicion de
erianthi, P. | manchas clordticas que con el tiempo van
melanocephata | tomando un color mas oscuro y que quedan
y P. kuenknii) delimitadas por un halo mas claro.

Finalmente aparecen pustulas en el envés de
las hojas.

Mancha  de | (Bipolaris Las manchas ojivales son manchas alargadas

0jo 0 mancha | sacchari) que siguen el sentido de los nervios de las

ojival hojas. Presentan un color rojizo rodeado de un
halo de color amarillento. En estado mas
avanzado, los sintomas aumentan
apareciendo rayas hacia el extremo de la hoja
desde la mancha origen.

Pokkah (Fusarium Los cogollos se retuercen, las bases de los

Boeng moniliforme tallos aparecen cloroticas y los tallos
Sheldon) propiamente dichos deformados.

Mancha (Lepthosphaeria | Aparecen manchas alargadas de color verde o

anular sacchari) marron oscuro con halos irregulares

amarillentos.

Raquitismo (Clavibacter Esta bacteria provoca tallos raquiticos con

del retofio xylii) decoloraciones en los nudos de los mismos.

Escaldadura | (Xanthomonas | Bacteria que se propaga a través de los

foliar albilineans) utensilios de siembra. Por tanto, resulta

relativamente facil que la planta no desarrolle
esta enfermedad simplemente con la
adecuada higienizacién de dicho material.

Roya roja (Xanthomonas | Provoca rayas rojas que se extienden

rubrilineans)

paralelas a los nervios de la hoja. En casos de
infeccion severa puede provocar incluso la

pudricion del cogollo y del tallo de la planta.
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Virus del | (Potyvirus) Es un virus que se transmite a través de
mosaico de la afidos. Produce pequefias manchas de colores
cafa de que pueden ir desde el verde hasta una
azucar tonalidad mas blanquecina.

Peca (Mycovellosiella | Las plantas infestadas presentan manchas
amarrilla o | koepkei) foliares que se tornan de color rojizo y
mancha amarillento. Las hojas se llegan a doblar y
amarrilla secar

(Melgar, M. 2015)

2.1.12 LaBiotecnologia

Es un area multidisciplinaria, que emplea la biologia, quimica y procesos, con gran
uso en agricultura, farmacia, ciencia de los alimentos, ciencias forestales y
medicina. Probablemente el primero que uso este término fue el ingeniero hingaro
Karl Ereky, en 1919. Una definicion de biotecnologia aceptada internacionalmente
es la siguiente: La biotecnologia se refiere a toda aplicacion tecnoldgica que utilice
sistemas bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la creacién o

modificacion de productos o procesos para usos especificos. (Gil, N. 2018)

2.1.13 Biotecnologiaroja

Se aplica la utilizacion de biotecnologia roja en procesos médicos (antibidticos,
vacunas, farmacos, diagndsticos moleculares, terapias regenerativas y terapia
genética). (Cedefio, J. 2017)

2.1.14 Biotecnologia blanca

El término “biotecnologia blanca” hace referencia a la rama de la biotecnologia
dedicada a optimizar los procesos industriales, buscando reemplazar a las
tecnologias contaminantes por otras mas limpias o amigables con el ambiente.
Basicamente, emplea organismos vivos y enzimas para obtener productos mas
faciles de degradar, y que requieran menos energia y generen menos desechos

durante su produccion. (Olvera, M. 2019)
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2.1.15 Biotecnologia verde

Se conoce como biotecnologia verde al conjunto de aplicaciones biotecnolégicas
en el campo de la agricultura. Un ejemplo de la biotecnologia verde es el disefio de
plantas transgenicas capaces de crecer en condiciones ambientales desfavorables o
plantas resistentes a plagas y enfermedades. Se espera que la biotecnologia verde
produzca soluciones mas amigables con el medio ambiente que los métodos

tradicionales de la agricultura industrial. (Bautista, J. 2016)

2.1.16 Biotecnologia azul

También llamada Biotecnologia marina, es un término utilizado para describir las
aplicaciones de la biotecnologia en ambientes marinos y acuaticos. Aun en una fase
temprana de desarrollo, sus aplicaciones son prometedoras para la acuicultura,

cuidados sanitarios, cosmética y productos alimentarios. (Llorente, C. 2016)

2.1.17 LaBiotecnologia agricola

Es la parte de la biotecnologia relacionada con las aplicaciones agricolas. Tomando
el término en su mayor amplitud, la biotecnologia tradicional ha sido utilizada por
miles de afios, desde que comenz0 la agricultura, para mejorar plantas, animales y
microorganismos. La aplicacion de la biotecnologia a especies agricolas
importantes ha incluido tradicionalmente el uso de la fertilizacion selectiva para
producir un intercambio de material genético entre dos plantas, para producir
descendencia con caracteristicas deseables, tales como mayor rendimiento,
resistencia a las enfermedades y mejor calidad. El intercambio tradicional exige que
las dos plantas cruzadas sean de la misma especie, 0 de especies muy proximas.
(Carrasco, H. 2019)

2.1.18 Medios de cultivo para la propagacion in vitro

Constituyen un elemento fundamental para el cultivo in vitro de células, tejidos y
organos para lograr el desarrollo de los mismos in vitro. Los medios de cultivo
tienen una serie de componentes generales y especificos cuya presencia y
concentracion estara en dependencia del objetivo que se persiga en su utilizacion.

Los medios de cultivo estan constituidos por sustancias minerales, vitaminas,
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aminoacidos, azucares, reguladores del crecimiento y otros elementos. (Llorente,

B. 2003, )

El cultivo de células, tejidos y érganos de las plantas in vitro se realiza en medios
de cultivos artificiales, los cuales proporcionan los nutrientes necesarios que la
planta toma de la tierra en su habitad natural y precisamente el éxito de este tipo de
cultivo esta influenciado grandemente por la naturaleza del medio de cultivo

utilizado y otros factores ambientales. (Llorente, B. 2003, )
2.1.19 Sales minerales MS (Murashige y Skoog, 1962) en (mg/l)

e (NH4) NO31.650

e KNO31.900

e CaCly.2H20 0.440

e MgS04.7H20 0.370

e KH2P0,;0.170

e FeS04.7H20 0.0278

e NaEDTA. 2H,0 0.0372
e ZnS04.7H20 0.0086

e H3B0O30.0062

e KI10.00083

e Na:Mo04.2H,0 0.00025
e CuS04.5H20 0.000025
e CoCl,.6H20 0.000025

e Mioinositol 0.100

e Tiamina HCI 0.0001

e Acido nicotinico 0.0005
e Piridoxina HCI 0.0005

e Glicina 0.002

2.1.20 Micronutrientes en mg/|

e FeS04.7H20 27,8
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o NaEDTA37,3

e H3BO36,2

e MnS04.4H,0 22,3

e 7ZnS04.7H20

e Na;Mo004.2H20 0,25
e CuS04.5H20 0,025
e CoCl2.6H20 0,025

e KI10,83

2.1.21 Vitaminas en mg/I

e Myo- Inositol 100

e Tiamina HCI 0,1

e Acido nicotinico 0,5
e Glicina2,0

e Piridoxina HCI 0,5

2.1.22 Gelificante en g/l
e Agar7.5

2.1.23 Elaboracion de soluciones madre del medio de cultivo Murashige y

Skoog

Para la realizacién del medio de cultivo “M S” se elaboran las siguientes:

e  Stock de macronutrientes

e Stock de micronutrientes

e Stock de quelatos de Fe

e Soluciones Stock de vitaminas

e Soluciones Stock de Reguladores (Palacios, J. 2019)
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2.1.24 Fitorreguladores

Son compuestos organicos que, en pequefias cantidades, inhiben, promueven o
modifican, algin proceso fisioldgico de las plantas. Se clasifican en: Auxinas,
Giberelinas, Citoquininas y Abscisinas. Estimulan la formacién de tallos e inhiben
el desarrollo de la raiz principal, la floracién y la formacion de frutos sin previa
polinizacion. Retrasan el envejecimiento de oOrganos vegetales (evitan la
degradacion de la clorofila). Aumento del tamafio de las células (no alargamiento),
hojas mas grandes. También pueden provocar germinacién de semillas y brotes. Se
transportan por medio del xilema, particularmente en los tejidos que se dividen de
forma activa como meristemos, semillas en germinacion, frutos en maduracién y

raices en desarrollo. (Solis, M. 2019)

2.1.25 Citoquininas

Hormonas vegetales que promueven la division y diferenciacion celular. En 1955,
Miller y Skoog consiguieron preparar por tratamiento térmico de ADN un
compuesto, el 6-furfurilamino purina, que promovia la division celular.
Denominaron a esa sustancia quinetina y llamaron a los reguladores que se incluian
dentro de este grupo citocininas (citoquininas), debido a su aparente implicacion en
los procesos de citocinesis, o division celular. La quinetina es una citocinina
artificial que probablemente no existe en plantas de modo natural, tiene una

estructura relativamente simple. (Garcia, S. 2018)

2.1.26 Kinetina

Es un regulador del crecimiento de citoquinina probado en cultivo de tejidos
vegetales. La kinetina es una fitohormona de citoquinina de tipo adenina utilizada
en medios de cultivo de plantas como los medios Murashige y Skoog junto con las
auxinas. La kinetina se usa para inducir la formacion de callos y para regenerar
tejidos de plantas a partir de callos. (Equipos e insumos para laboratorio
QUIMICOMPANY, 2020)

19



2.1.27 Bencil Amino Purina (BAP)

La Bencil Amino Purina, es un promotor del crecimiento de las plantas, otro nombre
es la hormona auxina citoquinina 6ba, 6-ba 6-bap, polvo 6bap de alta calidad, es la
primera citoquinina sintética aplicada, utilizada principalmente como un regulador
de crecimiento de plantas de amplio espectro. Se puede utilizar en agricultura,
horticultura, para plantas en diferentes etapas, desde la germinacion hasta la
cosecha. ( Cortes, J. 2019)
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CAPITULO 111

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 Materiales

3.1.2 Localizacion de la investigacion

Provincia: Bolivar
Cantoén: Guaranda
Parroquia: Veintimilla
Sitio: Laguacoto Il

3.1.3 Situacién geograéfica y climatica

Altitud: 2622 msnm
Latitud: 01°36°88’S
Longitud: 78°59’ 88°W
Temperatura media anual: 14.5°C
Temperatura maxima: 23°C
Temperatura minima: 2°C

Precipitacion media anual: 750 mm
Heliofania: 850 horas/ luz/afo
Humedad relativa promedio anual: 75 %

Velocidad promedio anual del viento: 6 m/s

(Fuente: Estacion Meteoroldgica Campus Laguacoto |1, 2021)

3.14 Zonadevida
El sitio segun el sistema de zonas de vida de Holdridge, L. (1979), corresponde a la

formacidn de bosque seco Montano Bajo. (bs-MB).

3.1.5 Material experimental
e Dostipos de citoquininas

e Explantes de tres clones de cafia de azlcar provenientes de la localidad de

Loja.

3.1.6 Materiales de campo
o Machete

o Papel periddico
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Recipiente
Agua
Fundas plasticas

Sacos
Material de laboratorio

Camara de flujo laminar

Balanza analitica

Autoclave vertical

pH metro

Horno de microondas

Agitados magnético

Destilador de agua

Refrigerador

Pinzas

Mecheros

Erlenmeyer

Reactivos

Vasos de precipitacién de 1000, 500, 250 y 100 ml
Erlenmeyer de 1000, 500, 250, y 100 ml
Probetas aforadas de 500, 250, 100 y 25 ml
Cajas Petri de vidrio

Tubos de ensayo

Frascos de vidrio de 250 ml

Pisetas

Mecheros de alcohol

Espétulas

Pinzas de diseccion

Bisturi

Mangos para bisturi N-4

Frascos de vidrio de 250ml



o Papel aluminio

o Ropa de trabajo en laboratorio

3.1.8 Materiales de oficina

o Calculadora
o Camara fotografica
o Flash memory

o Papel bond

o Programas estadisticos
o Léapices

o Regla

o Tablero de datos

3.2 Metodos

3.2.1 Factores en estudio

3.2.2 Factor A: Variedades de cafia de azlcar con tres tipos:
Al: EC-07

A2: C 1051-73 Cuba

A3: EC-03

3.2.3 Factor B: Citoquininas con dos tipos:

B1: Kinetina

B2: Bencil Amino Purina

3.2.4 Factor C: Tres dosis de reguladores de crecimiento u hormonas

Cl:2 mg/l
C2: 4 mg/l
C3: 6 mg/l
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3.3 Tratamientos

Combinacidn de factores A* B*C (3*2*3) como se detalla a continuacion:

Tratamiento No. Cadigo Detalle
T1 AlB1C1 EC-07 + Kinetina + 2mg/I
T2 AlB1C2 EC-07 + Kinetina + 4mg/I
T3 AlB1C3 EC-07 + Kinetina + 6mg/I
T4 Al1B2C1 EC-07 + Bencil amino purina + 2mg/I
T5 Al1B2C2 EC-07 + Bencil amino purina + 4mg/I
T6 AlB2C3 EC-07 + Bencil amino purina + 6mg/I
T7 A2B1C1 C 1051-73 Cuba + Kinetina + 2mg/I
T8 A2B1C2 C 1051-73 Cuba + Kinetina + 4mg/I
T9 A2B1C3 C 1051-73 Cuba + Kinetina + 6mg/I
T10 A2B2C1 C 1051-73 Cuba + Bencil amino purina + 2mg/I
T11 A2B2C2 C 1051-73 Cuba + Bencil amino purina + 4mg/I
T12 A2B2C3 C 1051-73 Cuba + Bencil amino purina + 6mg/I
T13 A3B1C1 EC-03 + Kinetina + 2mg/I
T14 A3B1C2 EC-03 + Kinetina + 4mg/I
T15 A3B1C3 EC-03 + Kinetina + 6mg/I
T16 A3B2C1 EC-03 + Bencil amino purina + 2mg/I
T17 A3B2C2 EC-03 + Bencil amino purina + 4mg/I
T18 A3B2C3 EC-03 + Bencil amino purina + 6mg/I

3.4 Tipo de disefio experimental

Se utilizo el Disefio Completamente Aleatorizado (DCA) en arreglo factorial
(3x2x3) con 4 repeticiones en condiciones controladas del Laboratorio de

Biotecnologia de la Universidad Estatal de Bolivar, Campus Laguacoto II.

3.5 Procedimiento

NUmero de tratamientos 18
NUmero de repeticiones 4
Numero de unidades experimentales 72
Numero de frascos por tratamiento (cada 4

frasco constituy6 una unidad experimental)

Numero total de explantes 288
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3.6 Tipo de analisis

e Analisis de varianza (ADEVA), segun el siguiente detalle:

Fuentes de Variacion Grados de libertad | CME*

Factor A (a-1) 2 [2e + 24602%FA

Factor B (b-1) 1 [2e + 36602FB

Factor C (c-1) 2 l2e + 2462FB
Factores A x B (a-1) (b-1) 2 l2e + 12602FA xFB
Factores A x C (a-1) (c-1) 4 l2e + 802FA xFC
Factores B x C (b-1) (c-1) 2 l2e + 1202FB xFC
Factor AXBxC (a-1) (b-1) (c-1) 4 l2e + 402FA xFBxFC
Error Experimental (t) (r-1) 54 l2e

Total (t xr)-1 71

*Cuadrados Medios Esperados. Modelo fijo. Tratamientos seleccionados por el investigador.

e Prueba de Tukey al 5% para comprobar promedios de los factores principales
A ByC.
e Analisis de efecto principal para factor B (tipos de citogquininas)

e Analisis de correlacion y regresion lineal simple.

3.7 Métodos de evaluacion y datos tomados
3.7.1 Numero de explantes contaminados (NEC)

Variable que fue registrada a los 15, 45y 60 dias, una vez que los explantes fueron
introducidos en los frascos que contenian el medio de cultivo. La contaminacion
fue evaluada por observacién directa en las unidades experimentales (frascos) de

cada tratamiento y repeticion.

3.7.2 Dias a la brotacion (DB)

Dato que fue evaluado mediante observacion continta de los explantes de cada
tratamiento, registrando los dias transcurridos desde el inicio de la siembra, hasta
cuando mas del 50% de los explantes presentaron al menos un brote en cada

tratamiento y repeticion.
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3.7.3  Numero de brotes por explante (NBE)

Se registraron por observacion directa el nimero de brotes de cada explante, de

forma visual en cada uno de los tratamientos y repeticiones a los 30, 45 y 60 dias.

3.7.4 Longitud de los brotes (LB)

Variable cuantitativa que se evalué con una regla en cm en cada uno de los
tratamientos y repeticiones a los 30, 45, 60, 75 y 90 dias, desde la base del tallo

hasta el apice de los brotes, por la parte exterior del frasco.

3.7.5 Numero de hojas por brote (NHB)

Esta variable cuantitativa discreta se registré contando el nimero de hojas en los
brotes de los explantes en todos los tratamientos y repeticiones a los 30, 45, 60, 75

y 90 dias, por observacion directa.

3.7.6 Dias a laemisién de raices (DER)

Se contabilizaron los dias trascurridos desde la aparicion de las primeras raicillas
de los explantes en mas del 50% de los frascos de cada uno de los tratamientos y

repeticiones.
3.7.7 Numero de raices (NR)

Variable que se registr6 a los 60, 75 y 90 dias, contabilizando las raices de cada

explante, de forma visual en cada uno de los tratamientos y repeticiones.

3.7.8 Longitud de raiz (LR)

Se evalud en centimetros con la ayuda de una regla, a los 60, 75 y 90 dias, desde la
base del cuello hasta la parte terminal o cofia. La medicion se realizo por la parte

externa de cada frasco.
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3.8 Manejo del experimento
3.8.1 Seleccion de la planta

Se seleccionaron plantas de cafia de azlcar de las variedades (EC-07, C 1051-73
Cuba y EC-03) de cuatro a seis meses de edad provenientes de la finca del Sr. Luis
Valentin Jiménez, ubicada en la provincia de Loja, y de las plantas se extrajeron los

brotes apicales y laterales.

3.8.2 Seleccion del medio a utilizar

Se utilizé el medio de cultivo segiin Murashige y Skoog (compuestos organicos) en
el que se afiadi6 macronutrientes, vitaminas, agar y reguladores de crecimiento
como la Kinetina y Bencil Amino Purina en tres concentraciones: 2 mg/l; 4 mg/l y

6 mg/l respectivamente con un pH de 5.6 a 5.7.

3.8.3 Preparacion del medio de cultivo

En primera instancia para la preparacion del medio de cultivo se procedio a pesar
en una balanza analitica, cada uno de los reactivos requeridos los cuales fueron:
Gelificante Agar, Sacarosa, los reguladores de crecimiento como Kinetina y 6-
Bencilaminopurina, los macro y micronutrientes y las vitaminas de acuerdo al
requerimiento necesario de la cantidad del medio de cultivo segin Murashige y

Skoog que sirvieron para dar la solidificacion al medio de cultivo.

3.8.4 Desinfeccion del material experimental

Para la desinfeccion del material experimental, los explantes se lavaron con
solucion de jabon liquido al 1% mas agua destilada en un tiempo de 20 minutos,
luego se prepararon 1600 ml de solucion de hipoclorito al 80% y al 70%. En el vaso
uno de precipitacion de 2000 ml esterilizado; se colocaron 1280 ml de cloro y 320
de agua destilada mas 16 gotas de Tween 80; en el vaso 2 se colocaron 1120 ml de
cloro y 480 de agua destilada méas 16 gotas de Tween 80, a continuacion se llevo a
la camara de flujo laminar donde se desinfectaron por dos veces los explantes, con
la solucion al 80% de cloro durante 12 minutos, luego con el agua destilada
esterilizada se lavaron por tres veces consecutivas en un lapso de tres minutos cada

lavado, con la solucion al 70% de cloro durante 10 minutos, luego con el agua
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destilada esterilizada se lavaron tres veces consecutivas en un lapso de tres minutos

cada lavado.

3.8.5 Introduccién del material in vitro

Luego de la desinfeccion de los explantes de cafia, se procedio a realizar la siembra
en la cual se empezd a ejecutar el deshoje de las semillas asexuales con ayuda de
las pinzas y el bisturi para encontrar el meristemo apical y colocarlo en el medio de
cultivo estéril, con la ayuda de las pinzas se introdujeron los explantes a los frascos
de vidrio (unidades experimentales) que contenian el medio de cultivo, al finalizar
la siembra los frascos de vidrio fueron sellados con plastifilm e identificados con

los diferentes tratamientos y repeticiones.

28



CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar los diferentes analisis estadisticos de varianzas de los tratamientos en
estudio, se aplic6 el modelo matematico del Disefio Completamente Aleatorizado y
para comparar los promedios en las variables cuantitativas discretas y continuas,se
utilizé la prueba de Tukey al 5%. Los resultados se presentan en cuadros resumidos

y los graficos correspondientes.
4.1.1 Variables agrondmicas (Factor A: Variedades de cafia de azUcar)

Cuadro N° 1. Resultados Promedios y de la prueba de Tukey al 5% para
variedades de cafia de azUcar en las variables: NUmero de explantes
contaminados (NEC) (15, 45 y 60 dias), Dias a la brotacion (DB), NUumero de
brotes por explante (NBE) (30, 45 y 60 dias), Longitud de los brotes (LB) (30,
45, 60, 75 y 90 dias), Numero de hojas por brote (NHB) (30, 45, 60, 75y 90
dias), Dias a la emision de raices (DER), Numero de raices (NR) (60, 75y 90
dias), Longitud de raiz (LR) (60, 75y 90 dias). (Laguacoto I, 2022)
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Promedios de variedades de cafa de azucar (Factor A)

Variables Significancia Al Rango A2 Rango A3 Rango Media general | CV (%)
NEC (15 dias) 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
NEC (45 dias) NS 0.2500 A 0.4167 A 0.2917 A 0.3194 (1) 155.07
NEC (60 dias) NS 0.5417 A 0.5417 A 0.5000 A 0.5278 (1) 103.14
DB * 7.6667 AB 7.8333 A 7.3333 AB 7.6111 (8 dias) 6.57
NBE (30 dias) NS 1.0833 A 1.0000 A 1.0833 A 1.0556 (1) 20.38
NBE (45 dias) NS 0.9167 A 0.7083 A 0.8750 A 0.8333 (1) 83.27
NBE (60 dias) NS 0.9167 A 0.5000 A 0.7083 A 0.7083 (1) 107.40
LB (30 dias) * 2.5417 A 2.4583 AB 2.1250 B 2.3750 cm 20.46
LB (45 dias) NS 3.8611 A 4.0278 A 3.8194 A 3.9028 cm 19.26
LB (60 dias) NS 5.1667 A 5.2500 A 5.2222 A 5.2130 cm 17.11
LB (75dias) NS 6.8056 A 6.6111 A 7.0000 A 6.8056 cm 14.52
LB (90 dias) NS 8.0556 A 7.8889 A 8.2778 A 8.0741 cm 1341
NHB (30 dias) * 0.2500 B 0.5000 AB 0.5417 A 0.4306 (1) 90.78
NHB (45 dias) NS 0.5000 A 0.5000 A 0.7500 A 0.5833 (1) 85.71
NHB (60 dias) * 0.6250 AB 0.3750 B 0.7917 A 0.5972 (1) 86.02
NHB (75 dias) * 0.7500 AB 0.3333 B 0.8750 A 0.6528 (1) 104.75
NHB (90 dias) NS 0.7917 A 0.4583 A 0.9167 A 0.7222 (1) 102.34
DER * 3.500 B 7.708 AB 11.417 A 7.5417 (8 dias) 137.25
NR (60 dias) NS 0.1667 A 0.4167 A 0.1667 A 0.2500 (1) 249.44
NR (75 dias) NS 0.2083 A 0.7500 A 0.2917 A 0.4167 (1) 251.93
NR (90 dias) NS 0.2917 A 0.7500 A 0.9583 A 0.6667 (1) 158.77
LR (60) NS 0.1167 A 0.4458 A 0.1125 A 0.2250 cm 260.81
LR (75 dias) NS 0.1792 A 0.5000 A 0.2125 A 0.2972 cm 235.89
LR (90 dias) NS 0.2042 A 0.6625 A 0.2708 A 0.3792 cm 223.36

NS: No significativo. *Significativo al 5%. **Altamente significativo al 1%. Promedios con distinta letra, son estadisticamente diferentes al 5%. CV: Coeficiente de variacion.
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Numero de explantes contaminados (NEC)
0,60
6 0,50
5 0,40
y 0,30
O 0,20
nd
o 0,10
' Al: EC-07 A2: C1051-73 A3: EC-03
15 DIAS (ns) 0,00 0,00 0,00
45 DIAS (ns) 0,25 0,42 0,29
® 60 DIAS (ns) 0,54 0,54 0,50

Gréfico N° 1. Promedios del factor A de la variable niUmero de explantes contaminados.

La respuesta de las tres variedades de cafia de azucar (Factor A) en relacion a la
variable nimero de explantes contaminados a través del tiempo: 15, 45 y 60 dias,
fue no significativo es decir presentaron valores similares estadisticamente (Cuadro
1y Grafico 1).

A los 15 dias de instalado el experimento, no se presentd contaminacion bioldgica
en los frascos donde fueron sembrados los explantes. A los 45 y 60 dias, se
cuantificaron una media general de 0,32 y 0,53 explantes contaminados lo que en
la practica al tratarse de una variable cuantitativa discreta es apenas un explante por
variedad de cafia. De acuerdo a estos resultados a mayor tiempo, promedios
ligeramente méas elevados de contaminacion. Se calcularon valores altos del
coeficiente de variacion a los 45 dias con 155,07% y a los 60 dias 103,14% (Cuadro
1). Estos valores indican una alta variabilidad de los datos y por ende de los
resultados en las tres variedades y esto incidié quiza para no encontrar diferencias

estadisticas significativas entre las variedades estudiadas.

La resistencia de los explantes a la contaminacion biolégica bien sea por hongos,
bacterias o virus, es una caracteristica varietal y que podria estar influenciada por
las condiciones del laboratorio especialmente de la temperatura, cantidad y calidad

de luz solar, humedad relativa y el nivel de bioseguridad.
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En esta investigacion, de acuerdo a los resultados de cada variedad, existio un bajo
porcentaje de contaminacion de los explantes a través del tiempo, lo que, a mas de
las caracteristicas varietales, infiri6 un buen manejo del experimento en el

laboratorio.

Dias a la brotacién (DB) (*)

7,90
7,80
7,70
7,60
7,50
7,40
7,30
7,20
7,10
7,00

PROMEDIOS

Al: EC-07 A2: C 1051-73 A3: EC-03
Variedades 7,67 7,83 7,33

Grafico N° 2. Promedio del factor A de la variable dias a la brotacién.

Para la variable dias a la brotacion de los explantes, se determinaron diferencias
estadisticas significativas al 5% (*) como efecto de las tres variedades de cafia con
una media general de 7,61 (8 dias) y un valor del coeficiente de variacion de 6,57%
(Cuadro 1 y Gréfico 2).

las variedades mas tardias con 7,83 (8 dias) fue A2: C 1051-73 Cuba, seguida de
Al: EC- 07 con 7,67 (8 dias) y la mas precoz fue A3: EC- 03 con 7.33 (7dias)
(Cuadro 1 y Gréfico 2).

La brotacion y desarrollo de los explantes estd estrechamente relacionada con la
genética de cada una de las variedades, aspecto que brinda la caracteristica de
precocidad y letargo; y al ser reproducidas in vitro no juega quiza ningun papel el
aspecto de interaccion medio ambiental pero si con la temperatura de crecimiento,
horas luz y humedad relativa del laboratorio. De acuerdo a los resultados obtenidos
en la variable dias a la brotacion, se pudo comprobar que la variedad EC- 03, fue la
mas precoz, asociando su desarrollo quiza a un mejor metabolismo de sus células,
para formar rapidamente tejidos meristematicos, lo que esta relacionado con la

elongacion de sus yemas.

32



Nuamero de brotes por explante (NBE)
1,20
8 1,00
5 0,80
= 0,60
8 0,40
o 0,20
0,00
Al: EC-07 A2: C 1051-73 A3: EC-03
= 30 DIAS (ns) 1,08 1,00 1,08
m 45 DIAS (ns) 0,92 0,71 0,88
= 60 DIAS (ns) 0,92 0,50 0,71

Gréfico N°. 3. Promedio del factor A de la variable nimero de brotes por explante.

No se determinaron diferencias estadisticas significativas (ns) de las tres variedades
de cafa para la variable cuantitativa discreta nimero de brotes por explante a traves
del tiempo: 30, 45 y 60 dias. A los 30 dias se registré una media general de 1,05 (1)
brote con un CV de 20,38%. A los 45 dias 0,83 (1) brote con un CV de 83,27% y
finalmente a los 60 dias 0,71 (1) brote con un CV de 107.40% (Cuadro 1y Grafico
3). Los valores del CV especialmente a los 45 y 60 dias fueron altos, lo que indica
una gran variabilidad de los resultados registrados a través del tiempo. Esto también
quizéa se explica porque la variable NBE, es una caracteristica varietal y no esta bajo

el control del investigador.

De acuerdo a los resultados de la prueba de Tukey al 5% las tres variedades
comparten un mismo rango y al tratarse de una variable cuantitativa discreta se

redondea un valor promedio de un brote por explante (Cuadro 1).
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Longitud del brote (LB) (cm)
9,00
8,00
” 7,00
o) 6,00
a 5,00
S 4,00
> 3,00
a 2,00
1,00
bt Al: EC-07 A2: C 1051 -73 A3: EC-03
= 30 DIAS (%) 2,54 2,46 2,13
m 45DIAS (ns) 3,86 4,03 3,82
60 DIAS (ns) 5,17 5,25 5,22
m 75 DIAS (ns) 6,81 6,61 7,00
= 90 DIAS (ns) 8,06 7,89 8,28

Grafico N1. 4. Promedio del factor A de la variable longitud del brote (cm).

Para la variable cuantitativa continua longitud del brote, Unicamente se
determinaron diferencias estadisticas significativas al 5% (*) como efecto de las
tres variedades de cafia de azlcar a los 30 dias; no asi en las mediciones realizadas
alos 45, 60, 75 y 90 dias. Para los 30 dias se calculé una media general de 2,38 cm
y un CV de 20,46%. (Cuadro 1). A los 45 dias se cuantifico una media general de
3,90 cm; a los 60 dias 5,21 cm, a los 75 dias 6,81 cm y a los 90 dias 8,07 cm; es
decir a mayor tiempo brotes mas largos. Los valores del CV, estuvieron inferiores
al 20%, lo que es indicador de mediciones confiables de la variable longitud del
brote (Cuadro 1).

Con la prueba de Tukey al 5% el promedio superior de la variable LB a los 30 dias
se determind en la variedad Al: EC-07 con 2,54 cm, seguido de A2: C1051-73 Cuba
con 2,45 cm, y el menor promedio en A3: EC-03 con 2,12 cm. Los valores
promedios a través del tiempo (45, 60, 75 y 90), estadisticamente fueron similares,
aungue numericamente con cierta variacion entre las tres variedades. A los 90 dias
numericamente el valor promedio superior tuvo la variedad A3: EC- 03 con 8,28
cm, seguido de Al: EC-07 con 8.06 cmy finalmente A2: C 1051-73 Cuba con 7,89
cm (Cuadro 1y Grafico 4).
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La variable longitud del brote, es una caracteristica varietal y esta relacionada con
las condiciones bioclimaticas del laboratorio. Dentro de un plan de multiplicacién
de plantulas in vitro, se prefieren cultivares precoces, resistentes a la contaminacion

y mayor crecimiento o longitud del brote.

Numero de hojas por brote (NHB)
1,00
0,90
" 0,80
O 0,70
8 0,60
0,50
2 y
5 0,40
x 0,30
o 0,20
0,10
0,00
Al: EC-07 A2: C 1051-73 A3: EC-03
=30 DIAS (*) 0,25 0,50 0,54
®45DIAS (ns) 0,50 0,50 0,75
60 DIAS (*) 0,63 0,38 0,79
®75DIAS (*) 0,75 0,33 0,88
m90 DIAS (ns) 0,79 0,46 0,92

Gréfico N°. 5. Promedio del factor A de la variable nimero de hojas por brote.

La respuesta de las tres variedades de cafia de azucar en relacion a la variable
namero de hojas por brote, se determinaron diferencias significativas al 5% (*) a
los 30, 60 y 75 dias. En las evaluaciones realizadas a los 45 y 90 dias, no se

detectaron diferencias estadisticas significativas (ns) (Cuadro 1).

El componente nimero de hojas por brote, es una variable cuantitativa discreta, por
lo tanto, en la practica se registré en promedio una hoja por brote a través del
tiempo. La diferencia entre variedades a través del tiempo pudo darse al azar y
estadisticamente se reportan datos con decimales por las operaciones de la
sumatoria entre repeticionesy el calculo de la media de cada tratamiento en funcion
del tiempo. Los valores de los coeficientes de variacidn, a través del tiempo son
altos; es decir se determinaron datos muy variables entre los tratamientos y las
repeticiones, lo que se traduce en valores altos de la varianza y por ende del

coeficiente de variacion (Cuadro 1).
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Con la prueba de Tukey al 5% a través del tiempo (30, 60 y 75 dias) numéricamente
la variedad A3: EC- 03, presentd los promedios méas altos con 0,54; 0,79 y 0,88
hojas por brote. A los 45 y 90 dias se presentaron diferencias numéricas, pero no
significativas entre las tres variedades (Cuadro 1 y Gréafico 5).

El componente nimero de hojas por brote, es un atributo varietal y dependio
también de las condiciones bioclimaticas del laboratorio, nivel de oxidacion y la

posible contaminacion de los explantes.

Dias a la emision de raices (DER) (*)

11,42

12,00
10,00
8,00

6,00 3,50

PROMEDIOS

4,00

2,00

0,00
Al: EC-07 A2: C 1051-73 A3: EC-03

Gréfico N°. 6. Promedio del factor A de la variable dias a la emision de raices.

Para la variable agrondmica dias a la emision de las raices, se calcularon diferencias
significativas al 5% (*) como efecto de las tres variedades de cafia de azucar, con
una media general de 7,54 (8) dias y un valor alto del coeficiente de variacion de
137,25%, lo que indica que existi6 mucha variabilidad en los datos registrados
durante la propagacion asexual in vitro a nivel de laboratorio (Cuadro 1). Este valor
elevado también se explica que la variable dias a la emision de la raiz, no esta bajo

el control absoluto del investigador, méas bien responde a una caracteristica varietal.

Al aplicar la prueba Tukey al 5%, la variedad mas tardia a la emision de la raiz fue
A3: EC- 03 con 11.43 (11) dias, seguido de A2: C 1051-73 Cuba con 7,71 (8) dias
y la méas precoz fue Al: EC- 07 con 3,5 (4) dias (Cuadro 1y Grafico 6).
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La variable dias a la emision de la raiz es varietal y esta directamente relacionada
también con los dias a la emision de brotes, nimero de hojas por brote y longitud
del brote o altura de planta. Lo ideal es mantener un equilibrio entre el sistema
radicular y aéreo de la planta, mismo que es varietal y ademas intervienen otros
factores biologicos (sanidad) y fisicos (temperatura, humedad, luz, medio de

cultivo, etc.).

Los componentes agronémicos como dias a la brotacion, nimero de brotes por
explante, longitud del brote, nimero de hojas por brote, dias a la emision y longitud
de la raiz, estan intimamente relacionados y la mayor productividad en la
propagacion asexual de plantulas de cafia de azlcar, son factores determinantes la

calidad expresada a traves de la sanidad, precocidad y vigor de las plantas.

Numero de raices (NR)
1,00
0,90
® 0,80
o 0,70
- 0,60
0,50
2 0,40
% 0,30
o 0,20
0,10
0,00
Al: EC-07 A2: C 1051-73 A3: EC-03
60 DIAS (ns) 0,17 0,42 0,17
m 75 DIAS (ns) 0,21 0,75 0,29
= 90 DIAS (ns) 0,29 0,75 0,96

Gréfico N°. 7. Promedio del factor A de la variable nimero de raices.

No se determinaron diferencias estadisticas significativas (ns) de acuerdo al analisis
de varianza para la variable nimero de raices a través del tiempo como efecto de
las tres variedades de cafia y estos resultados pudieron darse por los valores muy
altos del coeficiente de variacién. En promedio general a través del tiempo en las

tres variedades apenas se registro una raiz por explante (Cuadro 1).

La variable nimero de raices es una caracteristica varietal y otros factores que

pudieron incidir estan la sanidad del explante, nivel de oxidacién del medio de
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cultivo, temperatura, cantidad y calidad de la luz solar y humedad relativa en el

laboratorio.

Observado los promedios a los 90 dias, la variedad Al: EC - 07 al tratarse de una
variable cuantitativa discreta, no tendria ni una sola raiz, por la sumatoria y calculo
de la media, se reporta un valor de 0,29 y las variedades A2: C 1051-73 Cuba y A3:
EC - 03 presentan valores medios de 0,75 y 0,96 (1), es decir una raiz por explante
a los 90 dias (Cuadro 1 y Grafico 7).

Longitud de raiz (LR) (cm)
0,70
0,60
w0
® 0,50
g 0,40
3 0,30
x 0,20
0,10
0,00
Al:EC-07 A2: C 1051-73 A3: EC-03

60 DIAS (ns) 0,12 0,45 011

m 75 DIAS (ns) 0,18 0,50 0,21

= 90 DIAS (ns) 0,20 0,66 0,27

Grafico N°. 8. Promedio del factor A de la variable longitud de la raiz (cm).

La respuesta agrondmica de las tres variedades de cafia de azlcar en cuanto a la
variable cuantitativa continua longitud de la raiz (cm), estadisticamente fue similar
(ns) con una media general a los 60 dias de 0,23 cm, a los 75 dias 0,30 cm y a los
90 dias 0,38 cm, con valores muy elevados del coeficiente de variacién, lo que
incidio quiza para no encontrar diferencias estadisticas significativas entre las tres

variedades de cafia de aztcar (Cuadro 1).

Comparando los promedios de la longitud de la raiz en las tres variedades de cafia
a través del tiempo, numéricamente en respuesta consistente los promedios mas
elevados tuvieron la variedad A2: C 1051-73 Cuba con 0,44 cm a los 60 dias; 0,50
cma los 75 dias y 0,66 cm a los 90 dias. Los valores inferiores se registraron en las
variedades Al: EC- 07 y A3: EC - 03 (Cuadro 1 y Gréfico 8).
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El componente longitud de la raiz es varietal y claramente la mejor respuesta con
un crecimiento de tipo lineal a través del tiempo presentd la variedad A2: C 1051-

73 Cuba, quiza por su carga genética.

Esta respuesta indica que las tres variedades mostraron quiza una baja capacidad
morfogénica para inducir la organogénesis directa en funcion del estimulo
hormonal. La capacidad morfogénica de los cultivos in vitro esta fuertemente

determinada por la especie, incluso a nivel de variedades (Neumann et al., 2009).

Rangel, S. et al. 2016, en estudios realizados de micropropagacion in vitro de tres
variedades de cafia de azlcar en Zacatecas, México, reportan a las 8 semanas
valores promedios en rangos de entre 1,8 a 6,9 brotes; 5,4 a 6,5 cm de longitud del
brote, 7.1 a 20,7 raices y 4,8 a 10,8 cm de longitud de la raiz. Estos resultados
diferentes sobre todo con el nimero y longitud de la raiz, quiza se debe al medio de

cultico, las variedades y el manejo del experimento en el laboratorio.

4.1.2 Factor B (Tipos de Citoquininas).

Cuadro N° 2. Resultados del andlisis de Efecto Principal (EP) para comparar
los promedios del Factor B (Tipos de citoquininas) en las variables: Numero
de explantes contaminados (NEC) (15, 45 y 60 dias), Dias a la brotacién (DB),
Numero de brotes por explante (NBE) (30, 45 y 60 dias), Longitud de los brotes
(LB) (30, 45, 60, 75 y 90 dias), Numero de hojas por brote (NHB) (30, 45, 60,
75y 90 dias), Dias a laemision de raices (DER), Numero de raices (NR) (60, 75
y 90 dias) y Longitud de la raiz (LR) (60, 75y 90 dias). (Laguacoto 11, 2022)
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Promedios tipos de citoquininas (Factor B) Efecto principal CV (%)
Variables Significancia | B1: K | Rango | B2: BAP | Rango | Media general
NEC (45 dias) NS 0.3333 A 0.3056 A 0.3194 (1) B1-B2 | 0.0277 | Explantes | 155.07
NEC (60 dias) NS 0.5000 A 0.5556 A 0.5278 (1) B2-B1 | 0.0556 | Explantes | 103.14
DB *x 6.8056 B 8.4167 A 7.6111 (8dias) | B2-B1 | 1.6111 | dias 6.57
NBE (30 dias) * 1.1111 A 1.0000 B 1.0556 (1) B1-B2 | 0.1111 | Explantes | 20.38
NBE (45 dias) NS 0.8333 A 0.8333 A 0.8333 (1) B1-B2 | 0.00 Explantes | 83.27
NBE (60 dias) NS 0.7500 A 0.6667 A 0.7083 (1) B1-B2 | 0.0833 | Explantes | 107.40
LB (30 dias) * 2.5278 A 2.2222 B 2.3750 cm B1-B2 | 0.3056 | cm 20.46
LB (45 dias) NS 3.9352 A 3.8704 A 3.9028 cm B1-B2 | 0.0648 | cm 19.26
LB (60 dias) NS 5.1389 A 5.2870 A 5.2130 cm B2-B1 | 0.1481 | cm 17.11
LB (75 dias) NS 6.7963 A 6.8148 A 6.8056 cm B2-B1 | 0.0185 | cm 14.52
LB (90 dias) NS 8.0370 A 8.1111 A 8.0741 cm B2-B1 | 0.0741 | cm 13.41
NHB (30 dias) *x 0.5833 A 0.2778 B 0.4306 (1) B1-B2 | 0.3055 | Hojas 90.78
NHB (45 dias) NS 0.6389 A 0.5278 A 0.5833 (1) B1-B2 | 0.1111 | Hojas 85.71
NHB (60 dias) NS 0.6111 A 0.5833 A 0.5972 (1) B1-B2 | 0.0278 | Hojas 86.02
NHB (75 dias) NS 0.6667 A 0.6389 A 0.6528 (1) B1-B2 | 0.0278 | Hojas 104.75
NHB (90 dias) NS 0.8056 A 0.6389 A 0.7222 (1) B1-B2 | 0.1667 | Hojas 102.34
DER NS 9.4167 A 5.6667 A 7.5417 (8dias) | B1-B2 | 3.75 Dias 137.25
NR (60 dias) * 0.4167 A 0.0833 B 0.2500 (1) B1-B 0.3334 | Raiz 249.44
NR (75 dias) NS 0.6111 A 0.2222 A 0.4167 (1) B1-B2 | 0.3889 | Raiz 251.93
NR (90 dias) NS 0.7778 A 0.5556 A 0.6667 (1) B1-B2 | 0.2222 | Raiz 158.77
LR (60) NS 0.3444 A 0.1056 A 0.2250 cm B1-B2 | 0.2388 | cm 260.81
LR (75 dias) * 0.4833 A 0.1111 B 0.2972 cm B1-B2 | 0.3722 | cm 235.89
LR (90 dias) * 0.6194 A 0.1389 B 0.3792 cm B1-B2 | 0.4805 | cm 223.36

NS: No Significativo; *Significativo al 5%; ** Altamente significativo al 1%. Promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%.
CV:Coeficiente de Variacion.
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Numero de explantes contaminados (NEC)
0,60
8 0,50
E 0,40
0,30
3 0,20
EE 0,10 A |
0,00 .
B1: Kinetina B2: BAP
15 DIAS (ns) 0,00 0,00
45 DIAS (ns) 0,33 0,31
60 DIAS (ns) 0,50 0,56

Gréfico N°. 9. Promedio del factor B de la variable niUmero de explantes contaminados.

No se determinaron diferencias estadisticas significativas como efecto de los dos
tipos de citoquininas en relacion a la variable namero de explantes contaminados a
través del tiempo (Cuadro 2). A los 15 dias siendo un periodo muy corto, no se
evidencio visiblemente ninguna contaminacion de los explantes. A los 45 dias, se
registré una media general de 0,32 y a los 60 dias 0,53 que en la préactica al tratarse
de una variable cuantitativa discreta es un valor medio menor de uno. Los valores
del coeficiente de variacion, son muy elevados con 155,07% a los 45 dias y
103,14% a los 60 dias (Cuadro 2). Efectivamente estos valores indican que existio
una alta variabilidad de los datos por tratamiento y repeticién, por lo tanto, no
permitio encontrar diferencias significativas en el numero de explantes

contaminados a través del tiempo.

Siendo los valores promedios muy similares de la variable nimero de explantes
contaminados, como efecto principal a los 60 dias la Citoquinina BAP, tuvo 0,06
mas que la Kinetina, pero es un valor muy pequefio e insignificante. En sintesis, los
tipos de citoquininas, no incidieron significativamente en el nimero de explantes

contaminados (Cuadro 2).

Numéricamente a los 60 dias el promedio numérico superior se calculé en B2:
Bencil Amino Purina con 0,56; es decir en la practica con un explante contaminado
(Cuadro 2 y Gréafico 9). Estos resultados muestran un bajo porcentaje de

contaminacion de los explantes a través del tiempo lo cual es un indicador del buen
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manejo del experimento en el laboratorio y la sanidad que tuvieron las plantas

madre.

Dias a la brotacion (DB) (**)

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

PROMEDIOS

B1: Kinetina B2: BAP

Seriesl 6,81 8,42

Gréfico N°. 10. Promedio del factor B de la variable dias a la brotacién.

Para la variable dias a la brotacion, existieron diferencias estadisticas altamente
significativas (**) como efecto de los dos tipos de citoquininas, presentando una
media general de 7,61 (8) dias y un valor del coeficiente de variacion de 6,57%.
Como efecto principal el B2: BAP, registro 2 dias mas tardio que B1: Kinetina
(Cuadro 2).

Con la prueba de Tukey al 5% la citoquinina mas tardia fue B2: BAP con 8,42 (9)
dias y la mas precoz B1: Kinetina con 6,81 (7) dias (Cuadro 2 y Gréafico 10).

La diferencia mostrada en el Grafico 10, destaca que B1: Kinetina respondid
favorablemente en el tiempo de dias a la brotacion de los explantes, quiza porque
dicha hormona presentd mejor respuesta al estrés biotico; esto se debe a que ésta
promueve respuesta de defensas al momento de la brotacion, lo que favorecen a la
activacion de los explantes. De acuerdo a los resultados la citoquinina mejor fue la
Kinetina, demostrando mayor rapidez a la brotacion de los explantes de cafia de

azlcar.

Nikole, R. et al. (2016) mencionan que las Kinetinas ejercen su accion

principalmente en las semillas que estan bajo condiciones de estrés.
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Numero de brotes por explante (NBE)

1,20
1,00 '

0

E 0,30

g 0,60

O 0,40

o 0,20

u,0u B1: Kinetina B2: BAP

30 DIAS (¥) 111 1,00
45 DIAS (ns) 0,83 0,83
60 DIAS (ns) 0,75 0,67

Gréfico N°. 11. Promedio del factor B de la variable nimero de brotes por explante (NBE)

Para el componente nimero de brotes por explante, se determinaron diferencias
estadisticas significativas al 5% (*), unicamente a los 30 dias, no asi para los
registros realizados a los 45 y 60 dias. A los 30 dias, se tuvo una media general de
1,06; a los 45 con 0,83 y a los 60 dias con 0,71 brotes por explante. Observando los
resultados numéricos, se infiere que a mayor tiempo se redujeron el nimero de
brotes por explante, aunque al tratarse de una variable cuantitativa discreta
(numeros enteros o clases) la media general estuvo con un brote por explante. Los
valores del coeficiente de variacion, son altos especialmente a los 45 y 60 dias con
el 83,27% y 107,40% (Cuadro 2).

A los 30 dias, se calculé un efecto principal de 0,11 brotes méas en la hormona
Kinetina. Las diferencias a los 45 y 60 dias, son irrelevantes, lo que confirma que
los efectos de los dos tipos de citoquininas estadisticamente fueron iguales
especialmente a los 45 y 60 dias (Cuadro 2).

Con la prueba de Tukey al 5% a los 30 dias el promedio mas elevado se tuvo en B1:
Kinetina con 1,11 brotes por explante, siendo diferente estadisticamente

unicamente a los 30 dias (Cuadro 2 y Gréafico 11).

Las citoquininas son un tipo de fitohormonas capaces de estimular la division
celular y trabajan de forma conjunta con las auxinas. Las citoquininas estimulan la

division celular, proliferacion de yemas axilares (ruptura de la dominancia apical,
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tienen accion morfogénica al inducir la formacion de dérganos. El balance entre
auxinas y citoquininas, contribuyen al desarrollo de raices y tallos. (Agrocode,
2012).

Longitud del brote (LB) (cm)

PROMEDIOS
I3
o
o

0,00 B1: Kinetina B2: BAP
30 DIAS (*) 2,53 2,22
45 DIAS (ns) 3,94 3,87
= 60 DIAS (ns) 5,14 5,29
m 75 DIAS (ns) 6,80 6,81
® 90 DIAS (ns) 8,04 8,11

Gréfico N°. 12. Promedio del factor B de la variable longitud de los brotes (cm).

La respuesta agrondmica de los dos tipos de citoquininas en relacion a la variable
longitud del brote en cm a través del tiempo, Unicamente se determinaron
diferencias estadisticas significativas al 5% (*) a los 30 dias. El efecto principal de
los dos tipos de hormonas, en promedio general B1: Kinetina, tuvo 0,31 cm mas en
comparacion a B2: BAP. En las evaluaciones realizadas a los 45, 60, 75 y 90 dias
los resultados fueron similares. Los valores calculados del coeficiente de variacion
a través del tiempo, estuvieron menores al 20%, lo que significa que esta variable
cuantitativa continua como es la longitud del brote fue bien medida y estuvo bajo

el control del investigador (Cuadro 2).

Con la prueba de Tukey al 5% a los 30 dias el promedio mas elevado tuvo B1.:
Kinetina con 2,53 cm y B2: BAP con 2,22 cm de longitud del brote. A partir de los
45 dias y hasta los 90 dias el crecimiento o longitud del brote fue similar en los dos
tipos de citoquininas y como es logico a mayor tiempo, mayor fue la longitud del
brote (Cuadro 2 y Grafico 12).
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Quiza la Kinetina fue mas eficiente en cuanto a la longitud del brote, porque
Promovi6 la organogénesis en los callos celulares. La organogénesis es un proceso
bifasico, segun los estudios de induccion de la formacion de 6rganos a partir del
cultivo de callos. Sus dos fases son la cito diferenciacion, que da lugar a un
primordio, y la organogeénica, que determinara el tipo de 6rgano que se formara a

partir del primordio. (Almanzar, J. 2016)

NuUmero de hojas por brote (NHB)
0,90
0,80
0,70
8 0,60
a 0,50
S 0,40
o 0,30
. 0,20
0,10
vy B1: Kinetina B2: BAP

= 30 DIAS (**) 0,58 0,28

45 DIAS (ns) 0,64 0,53

m 60 DIAS (ns) 0,61 0,58

m 75 DIAS (ns) 0,67 0,64

= 90 DIAS (ns) 0,81 0,64

Grafico N°. 13. Promedio del factor B de la variable nimero de hojas por brote.

Los resultados para el componente nimero de hojas por brote fueron muy diferentes
(**) unicamente a los 30 dias; no asi para los registros realizados a los 45, 60, 75 y
90 dias. Los valores del coeficiente de variacion, son altos lo que indica que existio
gran variabilidad de los datos del nimero de hojas en cada tiempo de evaluacion
(Cuadro 2).

La media general a través del tiempo en términos practicos y al ser el nimero de
hojas por brote una variable cuantitativa discreta, se redonde6 a una hoja por brote.
Con la prueba de Tukey al 5% a los 30 dias el promedio superior tuvo B1: Kinetina
con 0,58 hojas y el B2: BAP apenas con 0,28 hojas (Cuadro 2 y Grafico 13). Se
observo una estrecha relacion entre la longitud del brote y el namero de hojas por

brote; es decir a mayor longitud o altura de la plantula, un mayor nimero de hojas.
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Como efecto principal de los dos tipos de citoquininas, se calcularon valores muy
bajos y estadisticamente no fueron significativos (Cuadro 2).

Como se infirio para los otros componentes como dias a brotacion, nUmero de
brotes por explante y la longitud del brote, la Kinetina fue ligeramente superior a la
Bencil Amino Purina y quiza este comportamiento pudo darse porque la Kinetina
estimula la division celular y el crecimiento, inhiben el desarrollo de las raices

laterales y rompen la latencia de las yemas axilares. (Almanzar, J. 2016)

Dias a la emision de raiz (DER) (NS)

10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

PROMEDIOS

B1: Kinetina B2: BAP
Seriesl 9,42 5,67

Gréfico N°. 14. Promedio del factor B de la variable dias a la emision de raiz.

La respuesta de los dos tipos de citoquininas en relacién a la variable dias a la
emision de la raiz, fue no significativo (ns), con una media general de 7,54 (8) dias
y un valor del coeficiente de variacion de 137,35%. Como efecto principal para la
variable dias a la emision de la raiz B1: Kinetina tuvo 4 dias mas que el B2: BAP
(Cuadro 2).

Al comparar los promedios B1: Kinetina registr6 9.42 dias y B2: BAP con 5,67 dias
(Cuadro 2 y Gréfico 14).

En funcion de estos resultados, se infiere que la Kinetina retardd la emisidn de raices
en el explante. Bencil Amino Purina tuvo un efecto mas rapido para la emision del
sistema radical, quiz& porque incremento la eficiencia bioldgica y productiva del
material vegetal propagado. Lo ideal es mantener un equilibrio entreel sistema

radicular y aéreo de la planta.
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Numero de raices (NR)
0,80
" 0,70
O 0,60
a) 0,50 o
UEJ 0,40
e 530
a 0.10 da
0,00 .
B1: Kinetina B2: BAP
60 DIAS (*) 0,42 0,08
75 DIAS (ns) 0,61 0,22
= 90 DIAS (ns) 0,78 0,56

Gréfico N°. 15. Promedio del factor B de la variable nimero de raices.

La respuesta de los dos tipos de hormonas en relacién a la variable nimero de raices,
Unicamente se detectaron diferencias significativas al 5% (*) a los 60 dias, no asi a
los 75 y 90 dias después de haber sembrado los explantes en el medio de cultivo. A
los 60 dias, se tuvo una media general de 0,25 raices con un valor muy alto del
coeficiente de variacion con 249,44%, lo que indica que existio una gran
variabilidad de los datos como respuesta de los diferentes tratamientos y

repeticiones (Cuadro 2),

Alos 75 y 90 dias los valores de la media general fueron de 0,42 y 0,67 raices por

explante igualmente con valores altos del coeficiente de variacion (Cuadro 2).

Con la prueba de Tukey al 5% para comparar los promedios de los dos tipos de
hormonas a los 60 dias, el promedio superior registro B1: Kinetina con 0,42 y en
segundo lugar B2: BAP apenas con 0,08 raices, lo que nos da un efecto principal de

0,33 raices méas en B1: Kinetina (Cuadro 2 y Grafico 15).

Si bien es cierto numericamente hay pequefias diferencias para la variable
cuantitativa discreta nimero de raices, en la practica y en promedio general apenas
existié una raiz por explante. Quiza la mayor eficiencia para esta variable tuvo la

citoquinina Kinetina por cuanto la literatura cientifica menciona que promueve la
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expansion celular en cotiledones, hojas y favorece el desarrollo de los cloroplastos.
(Almanzar, J. 2016)

Longitud de raiz (LR) (cm)

)

e
o
S o

PROMEDIOS
o
N
S

0,20
0,00
B1: Kinetina B2: BAP
60 DIAS (ns) 0,34 0,11
75 DIAS (*) 0,48 0,11
90 DIAS (*) 0,62 0,14

Grafico N°. 16. Promedio del factor B de la variable longitud de raiz (LR)

Los dos tipos de hormonas, no incidieron significativamente (ns) en la variable
longitud de la raiz en cm a los 60 dias. Se calculé una media general de 0,23 cm
con un valor muy alto del coeficiente de variacion de 260,81% (Cuadro 2).

Sin embargo, a los 75 y 90 dias se detectaron diferencias estadisticas significativas
al 5% (*) como efecto de los dos tipos de hormonas. A los 75 dias se calculo una
media general de 0,30 cm y a los 90 dias con 0,38 cm con valores altos del

coeficiente de variacion de 235,89% y 223,36% respectivamente (Cuadro 2).

Con la prueba de Tukey al 5% en respuesta consistente la citoquinina B1: Kinetina,
registro los promedios mas elevados con 0,48 cm y 0,62 cm respectivamente. Como
efecto principal B1: Kinetina tuvo 0,37 cm y 0,48 cm més de longitud de la raiz en

comparacion a B2: BAP (Cuadro 2 y Grafico 16).

En funcion de los principales componentes evaluados en esta investigacion B1l.:
Kinetina presenté mayor precocidad para los dias a la brotacion y promedios mas
elevados del numero de brotes por explante, nimero de hojas, longitud del brote,

namero y longitud de la raiz. Quiza esta hormona estimulé de mejor manera la
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division celular, y el crecimiento del explante manteniendo un mejor balance entre

el sistema aéreo y radicular.

Quiza la Kinetina resultd ser la citoquinina mas eficaz para el desarrollo en las
caracteristicas agronémicas del cultivo de cafia de azucar ya que es una fitohormona
encargada de inducir la formacion de callos y para regenerar tejidos de plantas a
partir de callos, ya que mejora los procesos metabolicos y fisioldgicos de las

plantulas estimulando la division celular y el crecimiento de hojas.

4.1.3 Factor C (Dosis de Citoquininas)

Cuadro N° 3. Resultados de la prueba de Tukey al 5% para comparar los
promedios del Factor C (Dosis de citoquininas) en las variables: Niumero de
explantes contaminados (NEC) (15, 45 y 60 dias), Dias a la brotacion (DB),
Numero de brotes por explante (NBE) (30, 45y 60 dias), Longitud de los brotes
(LB) (30, 45, 60, 75 y 90 dias), Numero de hojas por brote (NHB) (30, 45, 60,
75y 90 dias), Dias a laemision de raices (DER), Numero de raices (NR) (60, 75
y 90 dias) y Longitud de laraiz (LR) ( 60, 75y 90 dias). (Laguacoto Il, 2022)
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Promedios dosis de citoquininas (Factor C) (mg/l)
Variables Significancia | C1:2 Rango C2:4 Rango C3:6 Rang | Media general CV (%)
0

NEC (45dias) NS 0.3333 A 0.2500 A 0.3750 A 03194 (1) 155.07
NEC (60dias) NS 0.5833 A 0.5000 A 0.5000 A 05278 (1) 103.14
DB ** 7.5833 B 6.6667 C 8.5833 A 7.6111 (8dias) 6.57
NBE (30dias) NS 1.1250 A 1.0000 A 1.0417 A 1.0556 (1) 20.38
NBE (45dias) NS 0.9167 A 0.7917 A 0.7917 A ]0.8333(1) 83.27
NBE (60dias) NS 0.7917 A 0.6667 A 0.6667 A ]0.7083 (1) 107.40
LB (30dias) NS 2.3750 A 2.4167 A 2.3333 A 2.3750 cm 20.46
LB (45dias) NS 3.6250 A 41111 A 3.9722 A |3.9028 cm 19.26
LB (60dias) NS 5.1528 A 5.5139 A 49722 A 5.2130 cm 17.11
LB (75dias) * 7.3056 A 6.8750 AB 6.2361 B 6.8056 cm 14.52
LB (90dias) * 8.7222 A 8.0278 AB 7.4722 B 8.0741 cm 13.41
NHB (30dias) NS 0.3750 A 0.5417 A 0.3750 A | 0.4306 (1) 90.78
NHB (45dias) NS 0.6250 A 0.5000 A 0.6250 A | 0.5833(1) 85.71
NHB (60dias) NS 0.6250 A 0.5833 A 0.5833 A | 05972 (1) 86.02
NHB (75dias) NS 0.6667 A 0.7500 A 0.5417 A 0.6528 (1) 104.75
NHB (90dias) NS 0.6667 A 0.8333 A 0.6667 A 0.7222 (1) 102.34
DER NS 4.8333 A 8.3750 A 9.4167 A 7.5417 (8dias) 137.25
NR (60dfias) NS 0.2083 A 0.1667 A 0.3750 A ]0.2500 (1) 249.44
NR (75dias) NS 0.2500 A 0.4167 A 0.5833 A 04167 (1) 251.93
NR (90dias) NS 0.4167 A 0.8333 A 0.7500 A ]0.6667 (1) 158.77
LR (60) NS 0.1000 A 0.2083 A 0.3667 A | 0.2250 cm 260.81
LR (75dias) NS 0.1375 A 0.2083 A 0.5458 A | 0.2972 cm 235.89
LR (90dias) NS 0.1625 A 0.2750 A 0.7000 A ]0.3792cm 223.36

NS: No Significativo. *Significativo al 5%. ** Altamente significativo al 1%. Promedios con distinta letra son estadisticamente diferentes al 5%. CV = Coeficiente de
Variacion.
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El factor C: dosis de citoquininas, es un tipo de tratamiento cuantitativo y con
estructura (2, 4 y 6 mg/l); por tanto, interesa saber qué tipo de respuesta se presentd
en las variables evaluadas. Al tener tres dosis (C- 1 = 2), podemos evaluar si se
presento una respuesta lineal (a mayor dosis de citoquininas, promedios mas altos
0 menores de los componentes evaluados) y respuesta cuadratica (significa que se
determind un punto de inflexidn o cambio de direccion en la respuesta). Es por esta
razén que los graficos del factor C, se representan las tendencias de los promedios
con lineas y no en barras como fueron los factores A (clones de cafia de azlcar) y

el factor B (tipos de citoquininas).

Numero de explantes contaminados (NEC)
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

PROMEDIOS

C1; 2 mg/l C2: 4 mg/l C3: 6 mg/l

mmm= 15 DIAS (ns) 0,00 0,00 0,00
45 DIAS (ns) 0,33 0,25 0,38
60 DIAS (ns) 0,58 0,50 0,50

Gréfico N°. 17. Promedio del factor C de la variable nimero de explantes contaminados.

La respuesta de las dosis de citoquininas en cuanto a la variable nimero de
explantes contaminados a través del tiempo (15, 45 y 60 dias), fue no significativo
(ns). A los 15 dias, no se registraron explantes contaminados. A los 45 dias
numéricamente se infiere una respuesta cuadratica con un punto de inflexion en la
dosis de 4 mg/l. En la evaluacion realizada a los 60 dias, numéricamente se presento
mayor contaminacion a menor dosis de citoquininas. A los 45 dias se calcul6 una
media general de 0,32 explantes contaminados y a los 60 dias un promedio de 0,53.
Los valores de los coeficientes de variacion, fueron muy altos con 155,07 % y

103,14% lo que significa que existié una gran variabilidad de los resultados por
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efecto de los datos registrados en los tratamientos y repeticiones a traves del tiempo.
(Cuadro 3 y Gréfico 17).

Al comparar los promedios, a los 45 dias, ligeramente el promedio mas elevado se
registrd en la dosis de 6 mg/l con 0,38 y a los 60 dias en respuesta inversa la media
mas elevada se determind en la dosis de 2 mg/l con 0,58 explantes contaminados.
La variable nimero de explantes contaminados, es cuantitativa discreta (se refiere
a numeros enteros, clases o grupos), por tanto, se infiere que el nivel de
contaminacion estuvo alrededor de uno y con respuestas de tipo lineal y cuadratica

pero no significativas y poco consistentes (Cuadro 3 y Grafico 17).

Las dosis de citoquininas, son determinantes en la respuesta de los componentes
agronomicos, pero al menos para esta variable no incidieron significativamente
quiza porque los clones de cafia de azGcar en su carga genética tienen
concentraciones importantes de auxinas y citoquininas. Como es légico a mayor
tiempo o edad de los explantes, se incrementd la contaminacion y posiblemente

haya sido por hongos o bacterias.

Dias a la brotacion (DB) (**)
12,00
10,00
wn
@) 8,00 f— /
a =S
S 6,00
O
o 4,00
o
2,00
0.00 C1; 2 mg/l C2: 4 mg/l C3: 6 mg/l
== Seriesl 7,58 6,67 8,58

Grafico N°. 18. Promedio del factor C de la variable dias a la brotacion.

Se determind un efecto altamente significativo (**) de las dosis de citoquininas
sobre la variable dias a la brotacién. Se calculé una media general de 8 dias con un
valor del coeficiente de variacion bajo de 6,57% y una tendencia cuadratica (con un

punto de inflexion en la dosis de 4 mg/l) (Cuadro 3 y Grafico 18).
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Con la prueba de Tukey al 5% a mayor dosis, se determino el promedio superior
con 9 dias. Quiza por efectos del azar o error experimental, el promedio inferior se
registré en la dosis de 4 mg/l con 6,67 (7) dias. En funcién de estos resultados, se
infiere que en la dosis de 4 mg/l mayor precocidad, pero con un solo experimento
los datos aun no son consistentes. La variable dias a la brotacion quiza tuvo una

relacion directa con el namero de explantes contaminados (Cuadro 3 y Graficos 17
y 18).

NuUumero de brotes por explante (NBE)
1,60
* 1,20 .
o
a —
¢ 0,80 —
o]
nd
- 0,40
0,00 C1; 2 mg/l C2: 4 mg/l C3: 6 mg/l
s 30 DIAS (ns) 113 1,00 1,04
w45 DIAS (NS) 0,92 0,79 0,79
=== 60 DIAS (ns) 0,79 0,67 0,67

Gréfico N°. 19. Promedio del factor C de la variable nimero de brotes por explante.

No se determinaron efectos significativos de las dosis de citoquininas en la variable
namero de brotes por explante a través del tiempo (30, 45 y 60 dias). Observando
el Grafico 19, se deduce una respuesta lineal negativa pero no significativa; es decir
a mayores dosis de citoquininas, se mantuvo o redujo el nimero de brotes por
explante (Cuadro 3 y Grafico 19). Igualmente, el componente nimero de brotes por
explante es una variable cuantitativa discreta y en respuesta general se tuvo en
promedio apenas un brote por explante aun a los 60 dias y quiza esto se debe a que
existié una alta variabilidad en los datos especialmente a los 45y 60 dias con valores
del coeficiente de variacion elevados de 83,27% y 107,4% respectivamente(Cuadro
3y Grafico 19).
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Comparando los resultados del factor C: dosis de citoquininas, los promedios mas
altos se calcularon en la dosis de 2 mg/l con 1,13 a los 30 dias; 0,92 a los 45 dias y
0.79 a los 60 dias (Cuadro 3 y Grafico 19). Los promedios de la variable nimero

de brotes por explante a través del tiempo y dosis de citoquininas, fueron bajos.

Longitud del brote (LB) (cm)

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

PROMEDIOS

C1: 2 mg/l C2: 4 mg/l C3: 6 mg/l
30 DIAS (ns) 2,38 2,42 2,33
45 DIAS (ns) 3,63 4,11 3,97
60 DIAS (ns) 5,15 5,51 4,97

= 75 DIAS (*) 7,31 6,88 6,24

== 00 DIAS (*) 8,72 8,03 7,47

Gréfico N°. 20. Promedio del factor C de la variable Longitud del brote.

Para una de las variables mas importantes del cultivo in vitro como es la longitud
del brote, no hubo un efecto significativo (ns) de las dosis de las citoquininas en las
evaluaciones realizadas a los 30, 45 y 60 dias; sin embargo, si se calcularon
diferencias estadisticas significativas al 5% (*) a los 75 y 90 dias. A los 30 dias se
calculé una media general de 2,38 cm: a los 45 dias 3,90 cm a los 60 dias 5,21 cm,
a los 75 dias 6,81 cm y a los 90 dias 8,07 cm respectivamente. Los valores del
coeficiente de variacion fueron bajos y esto se explica porque la variable longitud
del brote esta bajo las mediciones o control del investigador y Unicamente las
diferencias se daran por efecto de las dosis de citoquininas. En respuesta general
pero no significativa, se calculd tendencias lineales; es decir a mayores dosis de

citoquininas, se redujo la longitud del brote (Cuadro 3 y Grafico 20).

Con la prueba de separacion de promedios de los tratamientos a los 30, 45 y 60 dias
los valores mas elevados numéricamente se tuvieron en la dosis de 4 mg/l; sin

embargo, esta respuesta cambio a los 75y 90 dias en donde los promedios
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superiores se cuantificaron en forma significativa en la dosis de 2 mg/l con 7,31y
8,72 cm respectivamente. Como es légico a mayor tiempo mayor longitud o

crecimiento de los brotes (Cuadro 3 y Gréafico 20).

La variable longitud del brote a mas de las concentraciones de citoquininas,
depende de las variedades de cafia, los tipos de citoquininas, la interaccion con los
factores bioclimaticos del laboratorio, especialmente en relacién a la temperatura,
cantidad y calidad de luz artificial, humedad relativa, oxidacion y contaminacion de

los explantes.

Numero de hojas por brote (NHB)
1,00
0,80 ——_
Q /\\
E 0,60 S
/ \
S 0,40 — —
g
i 0,20
0,00 Cl:2mg/l C2: 4 mgll C3: 6 mg/l
=== 30 DIAS (ns) 0,38 0,54 0,38
45 DIAS (ns) 0,63 0,50 0,63
=== 60 DIAS (ns) 0,63 0,58 0,58
=== 75 DIAS (ns) 0,67 0,75 0,54
90 DIAS (ns) 0,67 0,83 0,67

Gréfico N°. 21. Promedio del factor C de la variable nimero de hojas por brote.

Las concentraciones o dosis de citoquininas, no incidieron significativamente (ns)
sobre la variable nimero de hojas por brote a través del tiempo. Numéricamente

como es logico a mayor tiempo un leve incremento del nimero de hojas por brote.

En respuesta similar a través del tiempo, pero no significativa se cuantificaron
respuestas lineales y cuadraticas como efecto de las concentraciones de citoquininas
(Cuadro 3 y Grafico 21). En promedio general al tratarse de una variable
cuantitativa discreta (nimero enteros o grupo) como es el nimero de hojas por
explante se determind apenas una hoja por explante. Los valores de los coeficientes
de variacién calculados, fueron muy altos lo que indica una gran variabilidad de los

datos entre los tratamientos y las repeticiones. Estos valores elevados de los

95



coeficientes de variacion infieren que quizd las condiciones bioclimaticas del
laboratorio, no fueron completamente homogéneas o quizd existio un error

experimental muy elevado.

Comparando los promedios del nimero de hojas por explante a través del tiempo,
la respuesta no fue consistente de las concentraciones de citoquininas. A los 30 dias
el promedio numérico superior presentd la dosis de 4 mg/l con 0,54 hojas. A los 45
dias las dosis de 2 mg/l y 6 mg/I tuvieron el mismo valor de 0,63 hojas. Nuevamente
a los 60 dias el valor superior tuvo la dosis de 2 mg/l. Finalmente a los 75 y 90 dias
en respuesta consistente los valores promedios mas altos se cuantificaron en la dosis
de 4 mg/l con 0,75y 0,83 hojas por explante (Cuadro 3 y Grafico 21). Esta respuesta
poco consistente de las dosis de citoquininas a través del tiempo pudo darse quiza
por el error experimental, manejo del experimento y condiciones bioclimaticas del

laboratorio.

Dias a la emision de raices (DER) (NS)

10,00
8,00
6,00

4,00

PROMEDIOS

2,00

0,00
C1: 2 mg/l C2: 4 mg/l C3: 6 mg/l

Seriesl 4,83 8,38 9,42

Gréfico N°. 22. Promedio del factor B de la variable dias a la emision de raices.

El andlisis de varianza para la variable dias a la emision de la raiz, no determind
diferencias significativas (ns) como efecto de las dosis de citoquininas. Se registro
una media general de 8 dias y un valor muy alto del coeficiente de variacion con
137,25%, lo que explica por qué no se detectaron diferencias estadisticas
significativas entre las tres dosis de citoquininas. Como respuesta de las

concentraciones de las hormonas, se determind un efecto lineal; es decir a mayor
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dosis, mas tiempo de emision de la raiz (Cuadro 3 y Grafico 22). La variable dias a
la emisién de la raiz, estuvo directamente relacionada con el componente dias a

brotacion; es decir fueron variables estrechamente relacionadas.

Comparando numéricamente los promedios, tratamientos mas tardios se registraron
en la dosis de 6 mg/l con un promedio de 9,42 dias y en la concentracion de 2 mg/I,

mayor precocidad con 4,83 (5) dias (Cuadro 3 y Grafico 22).

En la practica las mejores opciones tecnologicas para obtener una mayor
productividad en la multiplicacion asexual de plantulas in vitro son atributos como
la sanidad, precocidad, vigor, altura de plantas, un equilibrio entre el sistema aéreo

y radicular de las plantas.

Namero de raices (NR)

0,90
0,80
0,70
0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

PROMEDIOS

C1: 2 mg/l C2: 4 mg/l C3: 6 mg/l
60 DIAS (ns) 0,21 0,17 0,38
75 DIAS (ns) 0,25 0,42 0,58
=== 00 DIAS (ns) 0,42 0,83 0,75

Gréfico N°. 23. Promedio del factor C de la variable nimero de raices.

No existieron diferencias estadisticas significativas (ns) de la variable nimero de
raices por explante a través del tiempo. A los 60 dias se determind una media
general de 0,25; a los 75 dias 0,42 y a los 90 dias 0,67 raices por explante. Los
valores del coeficiente de variacion, son muy elevados lo que indica una gran
variabilidad de los datos. Se determinaron respuestas lineal y cuadratica pero no

significativas como efecto de las tres dosis de citoquininas (Cuadro 3 y Gréafico 23).

Al comparar los promedios de los tratamientos en respuesta consistente a los 60 y

75 dias el promedio superior se registrd en la dosis de 6 mg/l con 0,38 y 0,58 raices
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por explante; sin embargo, a los 90 dias el promedio numérico mas alto se dio en la

dosis de 4 mg/l con 0,83 raices (Cuadro 3 y Gréafico 23).

Los valores reportados como efecto de las concentraciones de citoquininas, son
relativamente bajos, apenas como vimos en otras variables con un brote, una hoja
y una raiz por explante. Estos resultados sugieren que estan incidiendo otros
factores no contemplados en esta investigacion. Podria ser el efecto varietal, el tipo
de citoquinina, la dosis, el nivel de contaminacién, oxidacién, el tipo de medio de
cultivo, la precision en la toma de datos especialmente las que estén bajo el control

del investigador, la edad de los explantes, etc.

Longitud de raiz (LR) (cm)
0,80
% 0,60
o
m
g 0,40
O
@
a 0,20
0.00 c1 C2 c3
60 DIAS (ns) 0,10 0,21 0,37
75 DIAS (ns) 0,14 0,21 0,55
e 90 DIAS (NS) 0,16 0,28 0,70

Gréfico N°. 24. Promedio del factor C de la variable longitud de la raiz.

La respuesta agrondmica de las concentraciones de citoguininas en relacion a la
variable longitud de la raiz, fue no significativo (sn), a traves del tiempo (60, 75y
90 dias). Se calcularon medias generales de 0,23; 0,30 y 0,38 cm respectivamente
a través del tiempo. Estos resultados como es l6gico a mayor tiempo mayor
crecimiento del sistema radicular y estas respuestas fueron lineales, pero no
significativas; es decir a mayor concentracion de las citoquininas, mayor longitud
de la raiz (Cuadro 3 y Gréafico 24).

58



Los valores de los coeficientes de variacion son muy altos, lo que no permitié
detectar diferencias estadisticas significativas por cuanto el cuadrado medio del

error o varianza es elevado en los datos de campo.

Los componentes evaluados en esta investigacion en sintesis no fueron afectados
significativamente por las concentraciones de citoquininas, con excepcion de la
variable dias a brotacion y la longitud del brote a los 75 y 90 dias (Cuadro 3).
Definitivamente hay otros factores que pueden estar incidiendo en la multiplicacion
in vitro de la cafia de aztcar como edad y sanidad de los explantes, temperatura,
cantidad y calidad de luz solar, humedad relativa, tipo de hormona, componentes y
concentraciones del medio de cultivo, manejo del experimento, precision en la toma

de datos, etc.

4.2 Analisis de correlacidény regresion lineal

Cuadro N° 4. Analisis de correlacion y regresion lineal de las variables
independientes que presentaron diferencias estadisticas significativas con la

variable dependiente Longitud del Brote (cm) a los 90 dias.

Variables Coeficiente de | Coeficiente de | Coeficiente de
independientes correlacion (r) | regresion (b) Determinacion (R2 %)
LB30 Dias (**) 0.5372 1.20130 29
LB45 Dias (**) 0.6750 1.01147 46
LB60 Dias (**) 0.7817 1.01185 61
LB75 Dias (**) 0.9488 0.95618 90
NHB30 Dias (*) 0.3648 1.36640 20
NHB45 Dias (**) 0.4242 1.73077 18
NHB?75 Dias (**) 0.4439 1.26464 20
NHB 90 Dias (**) 0.4806 1.22650 23

*Significativo al 5%. **Altamente significativo al 1%.
4.2.1 Coeficiente de correlacion(r)

Correlacion es la relacion o estrechez significativa o negativa entre dos variables y
su valor maximo es +/-1 y no tiene unidades (Beaver, J. 2002). En esta
investigacidn, las variables que tuvieron una estrechez altamente significativa y

positiva con la longitud del brote a los 90 dias fueron: la longitud del brote medido
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a traves del tiempo (30, 45, 60 y 75 dias) y el namero de hojas por brote registrado
a traves del tiempo (30, 45, 60, 75 y 90 dias) (Cuadro 4). Obviamente plantas mas
vigorosas y mayor indice de area foliar, un mayor crecimiento o longitud del brote.
Es conocido que las plantas a traves de sus hojas realizan la fotosintesis, respiracion
0 transpiracion y son capaces de tomar por las hojas algunos nutrientes e
incorporarlos a los haces vasculares del tallo que acttan en el sistema de transporte

de agua, minerales y nutrientes que favorecen al desarrollo de las plantas.

4.2.2 Coeficiente de regresion (b)

Regresion es el incremento o disminucion de la variable dependiente (Longitud del
brote a los 90 dias: Y), por cada cambio unico de las variables independientes (Xs).
(Beaver, J. 2002). En este experimento las variables que contribuyeron a
incrementar significativamente la longitud del brote a los 90 dias fueron: la longitud
del brote a través del tiempo (30, 45, 60 y 75 dias) y el nimero de hojas por brote
en registros realizados a los 30, 45, 60, 75 y 90 dias. El incremento de la longitud
de brote esta relacionado con las diferentes funciones que cumplen las hojas, ya que
una vez, que se ha formado el azlcar a partir de la fotosintesis, las hojas se encargan
de transportarlo hacia el interior de la planta a través de unas estructuras
especializadas llamadas floema, que discurren en paralelo a la xilema y es asi, que

la planta recibe los nutrientes necesarios que ayudan en su desarrollo.

4.2.3 Coeficiente de Determinacion (R?)

El (R?) indica en qué porcentaje se increment6 o disminuyd la longitud del brote
por cada cambio Unico de la (s) variable (s) independiente (s) y su valor maximo es
100% (Beaver, J. 2002). En esta investigacion el mejor ajuste de los datos de la
linea de regresion lineal: Y = a + bX (Y: variable dependiente; a: intercepto y X
variable independiente) fue la asociacion entre la longitud del brote a los 75 dias
versus la longitud del brote a los 90 dias con un valor del R2 del 90%; es decir
valores promedios mas elevados de la longitud del brote a los 75 dias, mayor

crecimiento del brote a los 90 dias (Cuadro 4 y Grafico 25).
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Gréfico N°. 25. Regresion lineal longitud del brote a los 75 dias versus la longitud del brote a
los 90 dias.

El 23% de incremento de la variable dependiente: longitud del brote a los 90 dias
fue debido a valores promedios més altos del nimero de hojas por brote a los 90
dias (Cuadro 4 y Gréfico 26).
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Gréfico N°. 26. Regresion lineal niimero de hojas por brote a los 90 dias versus la longitud del
brote a los 90 dias.

El valor del 23% de ajuste, significa que ademas existieron otros factores no
contemplados en esta investigacion, que incidieron en el mayor crecimiento del
brote a los 90 dias mismos que podrian ser la temperatura, edad del explante, medio
de cultivo, cantidad y calidad de luz artificial, la humedad relativa, la incidencia de

posibles hongos y bacterias o el nivel de precision en la toma de los datos.
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4.5 Comprobacion de hipotesis

Se acepta la hipotesis Alterna (Ha): La respuesta agrondmica de los explantes de
cafia de azucar propagadas in vitro, si dependen de la variedad, el tipo y dosis de

citoquininas. para lo cual se sustenta lo siguiente

De acuerdo a la hip6tesis planteada y en base a los resultados obtenidos dentro de
esta investigacion se acepta la hipotesis alterna, ya que se observd efectos
significativos dentro de la investigacion, evidenciados en las variables; dias a la
brotacién (DB), nUmero de brotes por explante (NBE), longitud de brotes (LB),
namero de hojas por brote (NHB), dias a la emision de raices (DER), nimero de
raices (NR), longitud de la raiz (LR) datos que corroboran la aceptacion de la
hipotesis alterna; y aunque estos fueron minimos e incluso muy preliminares,

estadisticamente nos otorgan las herramientas para definir estas variaciones.
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CAPITULOV

5. CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Numéricamente la variedad de cafia ligeramente mas precoz a la brotacion fue
A3: EC - 03 con 7 dias, pero fue la mas tardia a la emision de la raiz con 11
dias. Las tres variedades presentaron un crecimiento ascendente y constante a
través del tiempo con valores similares de la longitud del brote. A los 30 dias
con una media general de 2,38 cm y a los 90 dias 8,07 cm. En promedio general
se registré una hoja y una raiz por explante. Para longitud de la raiz las tres
variedades presentaron valores similares a los 60 dias con 0,23 cm y a los 90

dias una media general de 0,38 cm.

Los tratamientos aplicados con la Kinetina, presentaron mayor precocidad con
7 dias a la brotacidn, pero mas tardia a la emision de la raiz con 9 dias. En
promedio general se registraron un brote, una hoja y una raiz por explante a
través del tiempo. Para la variable longitud del explante se determind un
crecimiento constante y similar para los dos tipos de citoquininas. A los 30 dias
con un promedio de 2,38 cmy a los 90 dias 8,07 cm. Para longitud de la raiz los
promedios superiores se tuvieron con la hormona Kinetina con 0,48 cm a los 75

dias y 0,62 cma los 90 dias.

Las tres dosis evaluadas de citoquininas, en general presentaron una respuesta
de tipo lineal y cuadratica pero no significativa. Incidieron significativamente
en la precocidad relacionada con los dias a brotacion en la dosis de 4 mg/l con
7 dias. La mas precoz a la emision de la raiz fue la dosis de 2 mg/l con 5 dias.
No se evidencid un efecto determinante de las dosis de citoquininas ya que en
promedio general se registraron un brote, una hoja y una raiz por explante a
través del tiempo. Para la longitud de la raiz un crecimiento similar por efecto
de las dosis de citoquininas con un promedio general de 0,23 cm a los 60 dias y
0,38 cm a los 90 dias.
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Los componentes que contribuyeron a incrementar la longitud del brote a los 90
dias, fueron principalmente el nimero de hojas a través del tiempo y la longitud

del brote medido a los 30, 45, 60 y 75 dias.

Finalmente, este estudio sugiere que las tres variedades de cafia de azlcar son

aptas para la propagacion asexual in vitro con la hormona Kinetina en dosis de

entre 2 'y 4 mg/l.
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5.2 Recomendaciones

Implementar y aplicar protocolos de asepsia en el momento de preparar e
instalar el experimento en el laboratorio, para reducir al maximo la oxidacion y

contaminaciones de los explantes y el medio de cultivo.

Seleccionar las plantas para futuros ensayos con una edad de 2 a 4 meses de
brotacién, para facilitar la cosecha de los meristemos apicales y que provengan

de plantas madres sanas; es decir libres de hongos, bacterias y virus.

En futuras investigaciones se recomienda ampliar los tiempos de registro de los
datos es decir alos 30, 60 y 90 dias. Cada 15 dias las probabilidades de encontrar

diferencias estadisticas significativas fueron minimas.

Para futuros ensayos de la multiplicacion in vitro, se recomienda cuantificar las
variables porcentaje de contaminacion del explante y oxidacion del medio de

cultivo, altura de plantulas y porcentaje de sobrevivencia de los explantes.

Validar las dosis de citoquininas, pero incluyendo un nivel absoluto de 0 mg/I
y en otras variedades de cafia de azGcar mas cultivadas en Ecuador como la EC
-08 y EC - 09 desarrolladas por el Centro de Investigacion de la Cafia de Azlcar
de Ecuador (CINCAE).

Diversificar las investigaciones en cultivos de importancia econémica agricola,
forestal y ornamental en el laboratorio de Biotecnologia, para validar
alternativas tecnoldgicas apropiadas en relacion a una gran diversidad de
plantas, tipos y dosis de hormonas y medios de cultivo, para mejorar la
productividad de plantas que garanticen la calidad (pureza varietal, pureza fisica
y sanidad) y en menor tiempo, lo que incidira directamente en la rentabilidad y
sostenibilidad de los sistemas de produccidn alrededor de la Cadena de Valor

de la Cafia de azucar.
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Anexo 1. Mapa de ubicacion de la investigacion
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Anexo N2. Base de datos
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Anexo 3. Fotografias de la instalacién, seguimiento y evaluacion del ensayo
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Anexo 4. Glosario de términos técnicos

Anclaje de la planta: Son las ultimas en desarrollarse, apareciendo cuando las
plantas presentan aproximadamente 10 hojas; se originan a partir de los primeros
dos nudos aéreos y desde el subnudo mas cercano a la superficie del suelo.
Amacollamiento: Tendencia de algunas gramineas a la formacion de macollas.
Biotecnologia: Se refiere a toda aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas
bioldgicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o modificacion de

productos 0 procesos para usos especificos.
Biomasa: Cantidad de productos obtenidos por fotosintesis, susceptibles de ser

transformados en combustible atil para el hombre y expresada en unidades de
superficie y de volumen

Citoquininas: Son un grupo de hormonas vegetales (fitohormonas) que promueven
la division y la diferenciacion celular. La citoquinina regula una serie de procesos
de la planta, incluyendo la division celular, el crecimiento de los brotes y las raices,
el rendimiento de grano, y la ecologizacion.

Citocinesis: Consiste en la separacion fisica del citoplasma en dos células hijas
durante la division celular. Tanto en la mitosis como en la meiosis se produce al
final de la telofase, a continuacidn de la cariocinesis.

Entrenudos: es la parte del tallo comprendida entre dos nudos de donde sale otra
rama. El primer entrenudo de la planta es el hipocétilo, situado entre el cuello de la
planta y los cotiledones. Por encima de los cotiledones, se encuentra el segundo
entrenudo, denominado epicotilo.

Epicotilo: Es la parte del eje del vastago que, en el embrion, se encuentra situado
por encima de la insercién de los cotiledones.

Explante: Es un tejido vivo de la planta separado de su 6rgano propio y transferido
a un medio artificial de crecimiento.

Fitorregulador: Es una sustancia natural o artificial sintética que estimula o inhibe
ciertos procesos especificos de la fisiologia propia de las plantas, es decir que actdan
como hormonas vegetales.

Fitoplasma: Es un parésito de las plantas, aparentemente de la clase de los
Mollicutes, en la cual su supervivencia es posible solo en el interior de las plantas
huéspedes. Los fitoplasmas son considerados formas intermedias entre las

entidades virales y las bacterias.



Fumagina: Crecimiento de varias especies de hongos, cuyo micelio y esporas

negras cubren la superficie de su planta hospedera

Fragmento: Un esqueje es un fragmento de tallo, o también de hoja o raiz,
desgajado o cortado de una planta e introducido en sustrato o directamente en el
suelo, para que enraice con intencién de reproducirla.

Gelificante: Son las substancias con la capacidad de crear geles. Un gel esta
compuesto por dos fases (sdlido-liquido) que les aportan una densidad similar a los
liquidos, sin embargo, su estructura se asemeja mas a la de un solido.

Hormonas: Son sustancias segregadas por células especializadas, localizadas en
glandulas endocrinas, o también por células epiteliales e intersticiales cuyo fin es el
de influir en la funcion de otras células.

Higienizacion: Es un término ambiguo, tltimamente muy utilizado en el mercado,
que se aplica a aquellos procesos de limpieza en los que mediante el uso de
productos denominados higienizantes se supone que ademas de limpiar, se reduce
la carga bacteriana.

Hipocotilo: Es el término botanico usado para referirse a una parte de la planta que
germina de una semilla

Kinetina: Es un tipo de citoquinina, una clase de hormona vegetal que promueve
la division celular.

Material bioldgico: Es la biomasa (energia) que es la materia bioldgica, viva o
muerta, que puede ser utilizada como combustible.

Macollas: Conjunto de hijuelos que crecen sin perforar las vainas de la planta
madre (desarrollo intravaginal), dando lugar a una mata densa.
Micropropagacion: Es el conjunto de técnicas y métodos de cultivo de tejidos
utilizados para multiplicar plantas asexualmente de forma rapida, eficiente y en
grandes cantidades.

Organogénesis: El periodo embrionario es la etapa en la que ocurre la formacién
de todos los aparatos y sistemas del embrién, proceso conocido como
organogénesis; esta fase comprende de la cuarta a la octava semanas de los cultivos
in vitro. Es el conjunto de cambios que permiten que las capas embrionarias
(ectodermo, mesodermo y endodermo) se transformen en los diferentes 6rganos de

las plantas.



Patogenicidad: La patogenicidad (la capacidad de los parasitos para infectar un
huésped y causar enfermedad) y la virulencia (el grado de dafio que causa un
parasito a su huésped) son propiedades clave de los parasitos que determinan su
evolucion, y la coevolucion huésped-parésito.

Pat6genos: Se considera un agente patdgeno a toda aquella entidad bioldgica capaz
de producir una enfermedad infecciosa en un huésped (humano, animal, vegetal,
etc.) sensiblemente predispuesto.

Propagacion: Del latin propagatio, es la accion y efecto de propagar. Este verbo
refiere a hacer que algo llegue a distintos sitios de aquel en que se produce; a
extender o dilatar algo; o a multiplicar algo por generacion u otras vias de
reproduccion.

Sobrevivencia: Conservacion de la vida, especialmente cuando es a pesar de una
situacion dificil o tras de un hecho o un momento de peligro.

Vigor: Es la fuerza con que una semilla germina y emerge del suelo para continuar
con su crecimiento y desarrollo.

Vitroplantas: Es una planta creada con técnicas biotecnologicas en ambientes
artificiales y asépticos, a partir de yemas jovenes y sanas. in vitro significa plantulas

«en vidrio»).
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