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1. INTRODUCCION

La yuca (Manihot esculenta Crantz) es un cultivo de gran relevancia a nivel
mundial debido al area que es dedicada a su cultivo y al volumen de produccion.
Se destaca su importancia dado que presenta un excelente potencial de
rendimiento, llegandose a obtener altos rendimientos incluso bajo condiciones
marginales. Ademas, se trata de un cultivo con alta versatilidad, que se adapta
distintos modelos de produccion, grados de tecnificacion y cuenta con tolerancia a
la sequia y a suelos degradados (FAO 2013). EI principal destino de la yuca es
consumo humano, siendo sus raices ricas en hidratos de carbono y sus hojas fuente
de proteinas, minerales y vitaminas. Ademas, se utiliza para la elaboracion de
harina y almidon, productos horneados y para la alimentacién animal (Aristizabal y
Sanchez 2007).

En Costa Rica para el ano 2020 el cultivo de yuca ocupaba 11 161,1 ha, siendo
el segundo cultivo anual en importancia en cuanto a area siembra (INEC 2020). El
valor medio de rendimiento del cultivo de yuca en Costa Rica para el afio 2017 es
de quince toneladas por hectarea (FAO 2019). Las exportaciones de yuca para el
periodo 2018 alcanzaron $86,6 millones, representando alrededor de un 3% de
valor de las exportaciones agricolas, lo que lo ubica como el cuarto producto

agricola de exportacién de Costa Rica (Mora 2019).

La yuca es susceptible al ataque de diversas plagas y enfermedades que en
muchos casos provocan pérdidas significativas. Una de las enfermedades que
causa mayor impacto econémico es la enfermedad de cuero de sapo (Aguilar et al.
2017). Esta enfermedad es causada probablemente por un fitoplasma, el cual es
trasmitido por insectos chupadores (mosca blanca y hemipteros) y su propagacion
en el campo se da tras la utilizacion de semilla proveniente de plantas enfermas
(Gémez et al. 2015). Las pérdidas provocadas por esta enfermedad pueden llegar
hasta 100% debido a que se afecta significativamente la calidad y la acumulacién
de almiddén en las raices de las plantas. El diagndstico de la enfermedad puede
hacerse a través de herramientas biotecnoldgicas y biologia molecular (Valverde

2015), o bien, se da al momento de la cosecha de las raices, cuando es posible



observar directamente los sintomas de dafio en estas (Alvarez et al. 2015). La
utilizacion de semilla libre de este patdgeno es clave para el manejo de esta

enfermedad.

La propagacion tradicional de yuca se realiza mediante la propagacion
vegetativa o asexual, utilizando estacas del tallo principal de plantas maduras-: Las
estacas se cortan con una longitud de unos 25 cm a 30 cm de longitud y entre cinco
y ocho yemas sanas (Aguilar et al. 2017). La propagacion vegetativa suele ser la
forma mas utilizada por los agricultores, ya que resulta ser una forma facil y
economica de obtener semilla. No obstante, para que este método propagacion sea
eficiente es necesario contar con un material madre de alta calidad genética,
fisiologica y fitosanitaria, en caso de que estas condiciones no se cumplan se
presentara un bajo potencial de rendimiento de la semilla (Ospina et al. 2002).
Algunas otras técnicas de propagacion utilizados son la macropropagacion por
brotes axilares, la macropropagacion por miniestacas y la micropropagacion

mediante el cultivo de tejidos in vitro en laboratorio (Aguilar et al. 2017).

El cultivo de tejidos de plantas in vitro se utiliza para diferentes propdsitos;
dentro de los que se destacan la multiplicaciéon de material vegetal y la obtencion
plantas de forma acelerada a través de la micropropagacion. Ademas, se emplea
para procesos de mejoramiento genético, asi como en la conservacion de
germoplasma. Otra aplicacion importante en la que se utiliza es la obtencién de
plantas libre de virus y algunas otros patégenos a través aislamiento y cultivo de
meristemos (Abdelnour y Vincent 1994). En el caso de la yuca se utiliza
principalmente para la obtencion y multiplicacion plantas limpias de distintos virus y

especialmente de la enfermedad cuero de sapo.

Durante el proceso de propagacioén in vitro las plantas se mantienen bajo un
ambiente 6ptimo para su crecimiento, contando con un medio de cultivo con los
nutrientes necesarios para que se desarrollen, intensidad de luz baja, alta humedad
relativa y condiciones asépticas. Esta situacion condiciona a las plantas a un
desarrollo anormal a nivel morfoldgico, anatdémico y fisiolégico. Por lo tanto, es

necesario someter las plantas a un proceso de aclimatacién o adaptacion para



asegurar la sobrevivencia a las condiciones ex vitro, ya sea que se dirijan a

invernadero o a campo (Hazarika 2006).

El proceso de aclimatacion de plantas in vitro tiende a ser el factor limitante en
la produccion masiva de plantas de cultivo de tejidos y requiere de la mayor
inversion en labores y dinero. A su vez durante este proceso se puede presentar
una alta mortalidad (22% — 97%) si el manejo de las plantas o las condiciones
ambientales son desfavorables para estas (Jorge et al. 2000; Bonilla et al. 2015;
Castaneda et al. 2017). Segun el CIAT (2007), para tener un sistema eficiente de
aclimatacion de plantas se necesita establecer una serie de etapas que incluyen
desde labores preoperacionales, como el entrenamiento del personal y el
acondicionamiento de las instalaciones, hasta las propias de operacién como
selecciéon y pre-acondicionamiento de las vitroplantas, el trasplante, el

mantenimiento, la separacion y finalmente el traslado al campo.

Actualmente el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del Campus
Tecnoldgico Local San Carlos no tiene definido un protocolo para la aclimatacion de
clones in vitro de yuca. Esto ha provocado que se presenten problemas en esta
etapa del programa de propagacion de plantas de este cultivo, principalmente
asociados a alta mortalidad y desuniformidad en los distintos lotes que se someten
al proceso de aclimatacion. Con este trabajo se pretendera revelar el efecto de los
principales factores que tienen influencia en la aclimatacién de vitroplantas de yuca.
Una vez que se conozcan cuales factores tiene mayor influencia en este proceso,
se propondra un protocolo para la aclimatacién eficiente de plantas in vitro de yuca,
para las condiciones e instalaciones con las que cuenta el Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica Campus Local San

Carlos.



1.1 Objetivo General

Desarrollar un protocolo para la aclimatacién de vitroplantas de yuca (Manihot

esculenta Crantz var. Valencia) bajo condiciones de ambiente controlado.

1.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el comportamiento de vitroplantas de yuca de la variedad Valencia

durante el proceso de aclimatacion

2. Evaluar el efecto de los siguientes factores: intensidad de la luz, fotoperiodo,
tipo de auxina, tratamiento al sustrato, concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo, seccion del explante y la edad de crecimiento in vitro, sobre la sobrevivencia
y el crecimiento de plantas in vitro de yuca variedad Valencia durante el proceso de

aclimatacion.

3. Generar un protocolo para la aclimatacion de vitroplantas de yuca de la

variedad Valencia bajo condiciones de ambiente controlado.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Propagacion vegetativa del cultivo de yuca

La propagaciéon de la yuca se hace de forma asexual, comunmente a través
de secciones de su tallo de un tamafo que oscila entre 20 cm y 25 cm de longitud
y con cinco a ocho yemas por estaca (Aguilar et al. 2017). Para obtener éxito en la
produccion bajo esta técnica de propagacion las estacas seleccionadas deben
proceder de plantas maduras y es preferible prescindir de estacas de tallos jévenes,
dado a que tienden a ser muy tiernos y suculentos, de igual forma con la utilizacion
de tallos muy viejos se suele observar una baja viabilidad de los brotes y poco vigor
en los brotes resultantes. Bajo esta técnica de propagacion la tasa de multiplicacion
suele ser reducida, alcanzando valores entre 10 veces y 20 veces del area

sembrada, en el mejor de los casos (Cock et al. 1976).

Otro sistema alternativo es la macro propagacion por mini estacas. Esta
técnica ofrece la ventaja de acelerar el proceso de propagacion presentando una
tasa de multiplicacién hasta 60 veces mayor que la propagacion convencional por
estacas (Aguilar et al. 2017). En el caso de esta técnica, se emplean mini estacas
de dos nudos, de las cuales se llegan a obtener hasta ocho retofios. Una vez que
los retofios alcancen un tamano adecuado son cortados y puestos a enraizar. Bajo
esta técnica la tasa de multiplicacion de hasta 1200 veces del material madre en un
afio (Cock et al. 1976).

La micropropagaciéon en la yuca es una técnica ampliamente utilizada en la
multiplicacion masiva de material vegetal élite libre de enfermedades sistémicas de
manera exitosa (Castaneda et al. 2017). Asi mismo, el cultivo de tejidos en yuca es
ampliamente utilizado para la conservacion de germoplasma y el intercambio
internacional del mismo. Bajo la técnica de micropropagacién se puede incrementar
aceleradamente la cantidad de semilla élite en una regién, indiferentemente de las
condiciones ambientales, en periodos cortos de tiempo, de manera uniforme y en
un espacio reducido (Aguilar et al. 2017). Su tasa de multiplicacion puede llegar

hasta las 17 000 plantas en un afio a partir de un explante nodal (Shiji et al. 2014).



2.2 Cultivo de tejidos in vitro

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica ampliamente utilizada en la
actualidad. Los primeros intentos de cultivo de tejidos se atribuyen a Gottlieb
Haberlndt, quien reportd sus estudios y resultados en el afo 1902. Aunque su
trabajo no fue del todo exitoso, se le considera pionero y fundador del dogma central
de la biotecnologia vegetal. Su aporte principal fue proponer que era posible cultivar
células aisladas de una planta en un medio de cultivo que contenga los nutrientes
necesarios para su mantenimiento y desarrollo, dando origen a la hipotesis de la

totipotencia celular en plantas (Laimer y Rucker 2003).

Actualmente existe numerosa informacion sobre el cultivo de tejidos vegetales
y es posible encontrar extensa documentacion acerca de las distintas variaciones
de la técnica y sus diversas aplicaciones (Castillo 2008). Dentro de las principales
aplicaciones se encuentran los estudios basicos relacionados a fisiologia, genética
y bioquimica, bioconversion y produccion de compuestos de utilidad, incremento de
la variabilidad genética, conservacion e intercambio de germoplasma, obtencién de
plantas libres de patégenos y la propagacion de plantas (Mroginski y Roca 1991).
Las principales aplicaciones del cultivo de tejidos en yuca son el mejoramiento
genético a través de embriogénesis somatica (Mongomake et al. 2015), la limpieza
de material contaminado con patdgenos, principalmente de virus y la enfermedad
cuero de sapo (Carvalho et al. 2017; Maruthi et al. 2019); propagacion acelerada de

genotipos de alto valor (Castafieda et al. 2017).

La propagacién clonal o micropropagacion es una de las aplicaciones mas
utilizadas del cultivo in vitro. Al través de la micropropagacién se obtiene
descendencia uniforme y genéticamente idéntica de una planta madre con
caracteristicas de interés. De esta forma, se obtienen clones a partir de un explante
el cual requiere de un ambiente quimico 6ptimo en funcion de la composicion del
medio de cultivo y pH y de un ambiente fisico regido esencialmente por la

temperatura, fotoperiodo, intensidad luminica y humedad (Castillo 2008).



2.2.1 Medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo al que se someten los explantes es
esencial para su adecuado desarrollo. En la actualidad existe un gran numero de
formulaciones para medios de cultivo las cuales contemplan entre 15 y 35
compuestos quimicos. Los componentes esenciales en el medio son agua destilada
desionizada, carbono, nutrimentos minerales y vitaminas. El carbono se utiliza
como fuente energética para los explantes, dado que en esta etapa su alimentacién
es principalmente heterotrofa. Las vitaminas y las sales minerales se utilizan para
satisfacer las necesidades nutritivas de vitroplantas. Las sales minerales al mismo
tiempo cumplen una funcién en la regulacion de la salinidad del medio, lo cual
determina la tasa de absorcidn de nutrientes (Dixon y Gonzales 1994).
Adicionalmente, es comun el uso un agente gelificante (en caso de medios
semisolidos), reguladores de crecimiento y algunos otros compuestos como
aminoacidos, acidos organicos, factores de crecimiento y sustancias antioxidantes,
sin embargo, la utilizacién estos compontes varian en funcion del tipo de cultivo y

de la especie a tratar (Mroginski y Roca 1991).

2.2.2 Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales durante el proceso de multiplicacion y
crecimiento in vitro deben ser controladas. Durante esta etapa los factores que se
deben considerar la luz, la temperatura y la humedad relativa (Murashige 1977).
Dentro del factor luz se ha caracterizado el efecto de la intensidad luminica (Jorge
et al. 2000) y el efecto de las longitudes de onda (Naranjo & Fallas 2018). El
fotoperiodo durante esta etapa suele ajustarse a 16 horas de luz (Murashige 1977;
Jorge et al. 2000; Bonilla et al. 2015; Naranjo & Fallas 2018). En cuanto a la
temperatura, para cultivos tropicales generalmente se maneja una temperatura
constante que va desde los 24 °C hasta los 27 °C (Murashige 1977; Aguilar et al.
2017). En el trépico es comun observar problemas asociados con la proliferacion
de hongos y otros microorganismos dada la alta humedad relativa, por esta razén
se recomienda utilizar des humificadores y el cierre hermético de los frascos de
cultivo (Murashige 1977).



2.3 Aclimatacion de plantas in vitro

La aclimatacion de plantas in vitro de yuca es el cuello de botella en la
multiplicacion de semilla proveniente del cultivo de tejido. Durante la etapa in vitro
la mortalidad y pérdidas suelen ser muy bajas, sin embargo, de estas plantas se
llegan a perder hasta el 90% de estas cuando no se manejan adecuadamente las
condiciones edafoclimaticas (Bonilla et al. 2015). La aclimatacion de plantas
depende tanto de las condiciones de crecimiento in vitro (Jorge et al. 2000;
Zimmerman et al. 2007; Shiji et al. 2014), como las condiciones ex vitro a las que

se someten (Pospisilova et al. 1999; Jorge et al. 2000; Bonilla et al. 2015).

2.3.1 Condiciones in vitro en la aclimatacion de yuca

Las condiciones de crecimiento in vitro tienen un efecto sobre el
comportamiento morfolégico, anatémico vy fisiolégico de las vitroplantas de yuca
(Pospisilova et al. 1999). Algunos de los cambios anatdomicos vy fisioldgicos que se
observan en las plantas in vitro se reflejan en la estructura de la hoja, las relaciones
hidricas y en los parametros fotosintéticos. Los principales cambios en la estructura
de la hoja de una vitroplanta son un menor grosor de la hoja, poca diferenciacion
del mesodfilo de la hoja y una menor cantidad de cloroplastos que una planta
convencional. En el caso de las relaciones hidricas, las vitroplantas suelen ser muy
susceptibles al marchitamiento asociado a la alta conductancia estomatica, una
deficiente funcionalidad de los estomas y una alta permeabilidad de la cuticula y
epicuticula. En cuanto a los parametros fotosintéticos, las plantas in vitro suelen
presentar concentraciones de clorofila a y b inferiores que las plantas aclimatadas
a condiciones ex vitro, lo cual se refleja una menor tasa fotosintética en las

vitroplantas (Pospisilova et al. 1999).

Estos cambios condicionan a las plantas a requerir de un periodo de
aclimatacion paulatino para recuperar parte de las funciones les brindan resistencia
a los cambios en las condiciones ambientales. EIl crecimiento excesivo de las
vitroplantas de yuca puede llegar a ser perjudicial en el proceso de aclimatacion,
dado a que hace que las plantas lleguen a sufrir una mayor mortalidad ex vitro (Jorge

et al. 2000). Por esta razén, es necesario controlar los factores que influyen en el
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crecimiento de las vitroplantas de tal manera que se obtengan plantas aptas para

una exitosa aclimatacion de estas.

La concentracion de sacarosa en el medio de cultivo influye sobre el
crecimiento y desarrollo de las vitroplantas. Cuando la concentracién de sacarosa
es menor a 2% el crecimiento y desarrollo de las plantas es limitado. De igual forma,
concentraciones de sacarosa superiores a 6% en el medio son perjudiciales para el
desarrollo de las vitroplantas de yuca (Zimmerman et al. 2007). Otros factores que
se han mencionado como importantes son el periodo de crecimiento in vitro y la
seccion de la planta de la que proviene el explante. En el caso de estos factores no
se encuentran precedentes que evaluen empiricamente el efecto de estos sobre el
crecimiento de las vitroplantas de yuca, aunque Jorge et al. (2000), menciona que
los explantes que provienen de los apices tienden a crecer mas rapido los explantes

nodales.

2.3.2 Condiciones ex vitro en la aclimataciéon de yuca

Las condiciones ambientales in vitro bajo las que se desarrollan las plantas de
yuca son muy especiales y diferentes a lo que se presentan bajo condiciones ex
vitro. Durante las primeras semanas fuera del recipiente, las plantulas de yuca son
muy susceptibles al ataque de microorganismos y al marchitamiento debido a que
cuentan con baja conductividad hidraulica de las raices y débiles conexiones entre
las raices y el tallo, asi como una elevada conductancia estomatica (Posoisilova
1999). Por lo tanto, es necesario proveerle a las plantas un ambiente que limite el
desarrollo de patégenos y que le permita acondicionarse anatomica, morfologica y

fisiologicamente al ambiente ex vitro.

Los factores ambientales con mas influencia sobre la aclimatacién de las
plantulas de yuca son la temperatura, la humedad relativa y la luz (Jorge et al 2000).
Estos tres factores influyen considerablemente sobre la transpiracién de las plantas,
de tal forma que, a mayor temperatura, mayor cantidad de luz y a menor humedad
relativa se presente una mayor transpiracién por parte de las plantas, lo que hace

que estas sean mas susceptibles al marchitamiento. Por este motivo las plantas



deben permanecer en camaras humedas de plastico que reduzcan el potencial de

transpiracion de las plantas (CIAT 2007).

En cuanto al factor luz, el efecto de la intensidad luminica ha sido estudiado
por Jorge et al. (2000), quien encontrd un efecto perjudicial en el incremento de la
intensidad luminica sobre la sobrevivencia de las plantulas de yuca. Cuando las
plantulas se mantuvieron con una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF)
de 380 ymol s*' m?2 se presentd una sobrevivencia del 78%, muy superior que al
que se alcanzaron con una DFFF de 540 ymol s”' m2y 900 ymol s”' m, las cuales
apenas registraron cifras de 45% de sobrevivencia y 3% de sobrevivencia
respectivamente. En el caso del fotoperiodo no se encuentran registros de estudios

previos sobre el efecto de este factor sobre la aclimatacion de plantulas de yuca.

El desarrollo de raices funcionales es primordial durante el proceso de
aclimatacion. De esta forma, es necesario proveerle las condiciones que
promuevan un enraizamiento rapido y eficiente de las plantulas. Las propuestas en
este ambito se han enfocado en el uso de diferentes sustratos (Bonnilla et al. 2015;
Naranjo & Fallas 2018), en el uso de reguladores de crecimiento (Shiji et al. 2014;
Naranjo & Fallas 2018) y en el uso de microorganismos benéficos (Azcon et al.
1997). Una practica de manejo en este ambito es la recomendada por Yoon et al.
(2001), la cual consiste en realizar una poda en la base de las raices y tratar las
plantas como un tipo de esqueje, con lo cual se puede aumentar la sobrevivencia y
facilitar el manejo de las plantulas. Bajo esta técnica las raices podadas vuelven a

formarse entre los siete y diez dias después del trasplante.

Los sustratos que mejores resultados presentan cuentan con las
caracteristicas fisicas de alta porosidad, lo cual facilita el drenaje, pero que cuente
con una buena retencion de humedad. Algunos sustratos organicos parecen ser
una buena alternativa, llegando a presentar sobrevivencias hasta de 80% (Bonnilla
et al. 2015). De igual manera algunas opciones como la fibra de coco, la turba y la
combinacion de fibra de coco y turba en proporcion 50%:50% han mostrado ser muy
eficientes en mostrar alta sobrevivencia (94%, 91% y 86% respectivamente),

ademas de favorecer en el enraizamiento de las plantulas de yuca, en comparacion
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con otros sustratos como arena y mezcla de suelo con arena, las cuales presentaron

60% de sobrevivencia y 42% respectivamente (Naranjo & Fallas 2018).

El uso de micorrizas y de reguladores de crecimiento puede mejorar
considerablemente la sobrevivencia de las plantulas de yuca durante la
aclimatacion. Por su parte, Azcon et al. (1997), encontré que con el uso de
micorrizas se puede aumentar hasta en un 20% la sobrevivencia de las plantulas,
aunque la respuesta depende del clon o variedad de yuca y del tipo de
microorganismo empleado. De igual forma, el efecto de los reguladores de
crecimiento de tipo auxinas ha mejorado la sobrevivencia de las plantulas de yuca
durante el proceso de aclimatacion, dado al incremento en el desarrollo radicular de
estas. De esta forma, Shiji et al. (2014) encontrd que el uso de acido naftalenacético
(ANA) en el medio de cultivo in vitro incremento la sobrevivencia de las plantulas
durante el proceso de aclimatacion respecto al uso de acido indolbutirico (AIB) y
que utilizar el medio de cultivo regulador de crecimiento. De igual forma, Naranjo &
Fallas (2018) encontraron que la dosis del regulador de crecimiento acido
indolbutirico tiene un efecto sobre el enraizamiento de plantulas de yuca
provenientes de miniesquejes de plantulas in vitro, presentandose un mejor

desarrollo cuando se emplea AIB con una concentracion de 1000 partes por millon.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion del estudio

El presente estudio se realizd6 en el médulo de ambiente controlado del
Laboratorio de Biotecnologia del ITCR, Campus Tecnolégico Local San Carlos,
Alajuela, Costa Rica. Dicho mdédulo cuenta con cuatro camaras de dos y medio
metros de ancho por seis metros de largo, resultando en un area de quince metros
cuadrados cada una (Figura 1). Cada camara cuenta con riego por microaspersion,
aire acondicionado, humificador, ventilador, calefactor y lamparas led Heliospectra

LX602C, ademas de cuenta con sensores de humedad relativa, temperatura y COa.

Figura 1. Camara de ambiente controlado del Laboratorio de Biotecnologia de

plantas del Tecnolégico de Costa Rica, Campus Local San Carlos. 2021

El monitoreo y el control de los componentes de control ambiental de la camara

se hicieron a través de la conexion de una estacibn meteoroldogica modelo

WatchDog y los sensores internos con el software Climate Manager™. Dicho

software recopilé la informacién y la envio las sefiales a los componentes de control
ambiental para establecer las condiciones programadas dentro de las camaras.
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3.2 Periodo de estudio

El periodo de estudio inicié en el mes de mayo del afio 2020 con la preparacion
de medio de cultivo y el subcultivo de vitroplantas disponibles en banco de
germoplasma del Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del Tecnoldgico de Costa
Rica, Campus Tecnoldogico Local San Carlos. Posteriormente se realizaron
subcultivos de propagacion de material en los meses de junio, julio y agosto cada
uno a las cuatro semanas de edad. Posteriormente se procedio con el experimento
de cribado, iniciando el dia 3 de septiembre con la primera siembra de corridas in
vitro. Se continuo con la fase de aclimatacion ex vitro para el dia 20 de octubre y
se finalizd con la ultima toma de datos con plantas enraizadas el dia 04 de

noviembre de 2020.
3.3 Material experimental

El material experimental utilizado en esta investigacion fue vitroplantas de
clones de yuca de la variedad Valencia. A partir de estas plantas, se les extrajo
explantes nodales (microestacas) de 1 cm de longitud (Figura 2). Estos se
colocaron sobre un medio de cultivo MS + 30 g.L™' de sacarosa y se mantuvieron
por cinco semanas en cuarto crecimiento bajo condiciones controlada de
temperatura (26 °C £ 1 °C constantes), fotoperiodo (16 h de luz y 8 h de oscuridad)

y luminosidad media (2300 lux, lampara fluorescente 5700k) (Figura 3).

ld
ﬁ:ﬂ_
R
i %

Figura 2. Explantes nodales de 1 cm de longitud de plantas in vitro de yuca variedad
Valencia.

e
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Figura 3. Etapa de multiplicacion del material madre de plantas in vitro de yuca
variedad Valencia, Laboratorio de Biotecnologia de plantas, Tecnoldgico
de Costa Rica, Campus Local San Carlos, 2020.

3.4 Descripcion de las corridas

Las corridas se llevaron a cabo mediante la conjuncion de siete factores con
sus distintos niveles. Se tomaron en cuenta tres factores durante la fase de
multiplicacion y crecimiento in vitro y cuatro factores ex vitro durante la fase de
aclimatacion. La descripcidon de los factores y sus niveles se muestra en el cuadro
1.

Cada corrida se compuso por el promedio de cinco plantas distribuidas en
forma de “X” en bandejas de polietileno para almacigo, de forma que cada planta se
encontraba intercalada por un alveolo vacio (Figura 4). Cada unidad se introdujo
en una minicamara himeda con forma de prisma rectangular y 6210 cm? de
volumen aproximadamente (15 cm de ancho, 23 cm de largo y 18 de alto). En cada
minicamara se introdujo humedad mediante una aspersion con agua destilada,

formandose una pequena pelicula de agua en la base de esta.
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Cuadro 1. Factores y sus niveles a evaluar durante el crecimiento in vitro y durante
la aclimatacion de vitroplantas de yuca.

Cadigo Factor Tipo Bajo Alto
Crecimiento in vitro
E Edad de crecimiento Continuo 28 dias 45 dias
Concentracion de
F Continuo 2% 6%
Sacarosa
G Seccion del explante Categorico Nudo Apice

Aclimatacion en ambiente controlado

A Fotoperiodo Continuo 8 16
B Intensidad luminica Categorico Baja Alta
C Tipo de auxina Categorico* AlA AIB
D Tratamiento al sustrato  Categérico Agua destilada  Solucién

Nota: * Factor tipo categérico codificado.

Para los factores de tipo continuo, se manejaron tres niveles para estimar los
efectos cuadraticos de los niveles (bajo, alto e intermedio), mientras que para las
variables de tipo categoérico se manejé dos niveles (bajo y alto). En el caso del tipo
de auxina se planted una codificacion que le permite tener un nivel adicional siendo
de tipo categorico (-1 = AlA (1000 ppm); 0 = Agua destilada; 1 = AIB (1000 ppm)).
El nivel de intensidad de luz baja se establecié en 3400 lux (aproximadamente 85
umol.s'.m=) y la intensidad alta en 14 200 lux (aproximadamente 360 umol.s™'.m2).
La solucion empleada se compuso de un enraizante (Radigrow®; a una dosis de 2
mL.L"), un bioestimulante (Nutrisorb® L; a una dosis de 2 ml/L") y un fungicida
(Vitavax® - 300; a una dosis de 1 g/L™).
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Figura 4. Distribucion de las plantulas en las bandejas para formar cada corrida.

3.5 Variables de respuesta

Se analizaron variables de crecimiento de la parte aérea y de la parte radical
de las plantulas, asi como la sobrevivencia de estas. Las variables de crecimiento
de la parte aérea utilizadas fueron; 1) Longitud del tallo, 2) grosor del tallo, 3) area
foliar, 4) numero de nudos, 5) numero de hojas y 6) peso fresco de la parte aérea.
En cuanto a la parte radical, se cuantific el 7) numero de raices, 8) la longitud de

la raiz mas larga y 9) peso fresco de las raices.

3.6. Diseno experimental y arreglo de tratamientos

El experimento se desarrollé siguiendo los pasos del proceso de
experimentacion secuencial, el cual tiene como objetivo la identificacion de los
factores mas importantes e indagar sobre la configuracion de factores que optimicen
la respuesta de un sistema. Los pasos de este proceso son: 1) identificacion del
problema; 2) definicion de la respuesta; 3) Eleccion de factores a estudiar; 4)

encontrar la relevancia de los factores; 5) validacion.
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El disefio experimental que se utilizo fue un disefio de cribado definitivo para
encontrar aquellos factores con mayor influencia en la aclimatacion de las
vitroplantas de yuca variedad Valencia. El disefio contd con siete factores y 18
corridas de base con réplica, lo que resultara en 36 corridas totales. A cada corrida
se le asigno un nivel de cada factor de forma aleatoria (Cuadro 2). La distribucion
de las corridas se realizé en aleatoriamente en seis zonas segun el resultado del

disefio (Figura 5)

8h 12 h
9 10 11 12 1 2
Alta Baja
13 14 15 16 3 a
17 18 19 5 6
Baja Alta
20 21 22 7 8
16 h
23 24 25
Baja
26 27 28

29 30 31 32

33 34 35 36

Figura 5. Distribucion aleatorizada de las corridas dentro de las camaras de
ambiente controlado.
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Cuadro 2. Disefio aleatorizado para la distribucion de las corridas (- nivel alto, 0

punto medio, + nivel alto).

Corrida ABCDEFG Corrida ABCDEFG
1 0 - - - - - - 19 -+ - + - + +
2 0---00 - 20 A L
3 0O ------ 21 -+ + -0 -+
4 0---00 - 22 -+ - -+t -
5 0O+ + + + + + 23 + -+ -+ - -
6 O+++00 + 24 + - - -+ + +
7 0O+ + + + + + 25 + - -+ 0 + -
8 O+++00 + 26 + -+ + - -+
9 - - -+ + -+ 27 + - + - + - -
10 - -+ ++0 - 28 + - - - 4+ + +
11 - -+ - -+ + 29 + - -+ 0 + -
12 - - -+ + - + 30 + -+ + - -+
13 - -+ ++0 - 31 + + + - -+ -
14 - -+ - -+ 4+ 32 ++ - - -0 +
15 -+ -+ - + + 33 + + - + + - -
16 -+ + + - - - 34 + + + - -+ -
17 -+ + -0 -+ 35 ++ - - -0+
18 -+ - -+ + - 36 + + - + + - -

3.7 Recoleccion de datos del ambiente

Se llevd el registro de las condiciones ambientales dentro de la camara de
ambiente controlado durante todo periodo de estudio, guardando un registro cada
minuto. A su vez, se muestreo la temperatura y la humedad relativa dentro de las
microcamaras humedas mediante dos tipos de sensores, termohigrémetro Pprotech
TH2RP Serise dataloger y un sensor de temperatura y humedad desarrollado
mediante la plataforma de creacién electrénica de codigo abierta Arduino

compatible con conexion remota y en tiempo real (uso auxiliar y didactico).

3.8 Analisis estadistico

El analisis de los datos recopilados se realizé a través de las funciones de
analisis para diseno de cribado disponibles en Minitab. Estas abarcan el analisis de
varianza sobre la significancia de los factores y las graficas de normalidad del efecto
estandarizado y la grafica de Pareto sobre los efectos estandarizados de los
factores en estudio. Ademas, se llevd a cabo un analisis de optimizaciéon de

respuesta para las variables con mayor significancia.
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4. RESULTADOS
4.1. Crecimiento Aéreo
4.1.1 Longitud del tallo

La longitud del tallo fue una de las variables respuestas con efectos mas
contrastantes observados durante el experimento. Las fuentes de variacién de edad
de crecimiento y la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo fueron los
factores estadisticamente significativos (Cuadro 3). El coeficiente de determinacion
encontrado por el modelo fue de 77,88%. En el caso del factor edad de crecimiento
muestra un comportamiento creciente pasando en promedio de aproximadamente
2 cm a los 28 dias después de la siembra (DDS) de edad hasta acercarse a la cifra
de 5cmalos 42 DDS. Por su parte, en el caso del factor concentracion de sacarosa,
los valores mas altos en cuanto a la longitud del tallo se alcanzan con las
concentraciones mas bajas y se reduce drasticamente conforme se aumenta la

concentracion de sacarosa, como se observa en la figura 6-

Cuadro 3. Analisis de varianza de los factores principales para la variable longitud
de tallo (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 2 131.578 65.789 58.100 0.000
Lineal 2 131.578 65.789 58.100 0.000
Edad de Crecimiento 1 58.816 58.816 51.940 0.000
Concentracion de Sacarosa 1 72.762 72.761 64.260 0.000
Error 33 37.368 1.1324
Falta de ajuste 15 28.509 1.9006 3.860 0.004
Error puro 18 8.859 0.4922
Total 35 168.947
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Medias ajustadas
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Figura 6. Medias ajustadas de la longitud del tallo de plantulas de yuca variedad
Valencia para los efectos de los factores edad de crecimiento y el
porcentaje de sacarosa en el medio de cultivo.

4.1.2 Grosor del tallo

Para la variable de respuesta de grosor del tallo se registr6 un efecto
estadisticamente significativo para el factor tratamiento de sustrato como efecto
lineal (Cuadro 4). La variacion en el grosor del tallo fue poco perceptible durante
las evaluaciones y la influencia de los demas factores fue estadisticamente no
significativa. El coeficiente de determinacion para el modelo de esta variable fue de
11,32%. El efecto del factor tratamiento del sustrato se dio de tal manera que al
emplear agua destilada se obtuvo un grosor del tallo mayor que al usar el nivel con

solucion (Figura 7).
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Cuadro 4. Analisis de varianza de los factores principales para la variable grosor de

tallo (a = 0,05).
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 1 0.0446 0.0446 4.34 0.045
Lineal 1 0.0446 0.0446 4.34 0.045

Tratamiento al Sustrato 1 0.0446 0.0446 4.34 0.045

Error 34 0.3493 0.0103
Falta de ajuste 16 0.1669 0.0104 1.03 0472

Error puro 18 0.1823 0.0101

Total 35 0.3938
Medias ajustadas
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0.83 o
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Figura 7. Medias ajustadas del grosor del tallo de plantulas de yuca variedad
Valencia para los efectos de del factor tratamiento al sustrato.

4.1.3 Area foliar

Para la variable de area foliar los factores fotoperiodo, intensidad de luz,
tratamiento al sustrato, edad de crecimiento y concentracién de sacarosa mostraron
efectos estadisticamente significativos para un modelo lineal (Cuadro 5). Los

factores con efectos significativos mostraron una importancia similar en cuanto al
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efecto sobre la variable area foliar (Figura 8). El ajuste de la ecuacion del modelo

presento un coeficiente de determinacion de 61,84%.

Cuadro 5. Andlisis de varianza de los factores estadisticamente significativos para
la variable area foliar (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 89.62 17.92 9.73 0.000
Lineal 89.62 17.92 9.73 0.000

5

Fotoperiodo 1 11.94 11.94 6.48 0.016

Intensidad de Luz 1 15.07 15.07 8.18 0.008
1 14.93 14.92 8.10 0.008
1 15.54 15.54 8.43 0.007
1

Tratamiento al Sustrato
Edad de Crecimiento

Concentracion de Sacarosa 11.51 11.51 6.24 0.018
Error 30 55.29 1.84
Falta de ajuste 12 39.51 3.29 3.76  0.006
Error puro 18 15.78 0.88
Total 35 144.91

(la respuesta es AreaFoliar; o = 0.05)

Término 2.042
I

-

actor Nombre

A Fotoperiodo
E B IntensidadLuz
C ReguladorCrecimiento
D TratamientoSustrato
B E EdadCrecimiento
F SeccionExplante
G ConcentracionSacarosa
D
A
G
r T T T T ! T T
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Efecto estandarizado

Figura 8. Diagrama Pareto de efectos estandarizados de los factores
estadisticamente significativos para la variable area foliar.
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En la Figura 9 se muestra el efecto de los niveles para cada uno de los factores
estadisticamente significativos para la variable area foliar. Para el factor fotoperiodo
el area foliar incrementa linealmente conforme se aumenta el numero de horas de
luz por dia, mientras que, en el caso de la intensidad de luz, el nivel de intensidad
de luz baja muestra un mayor valor que cuando las vitroplantas son expuestas a
una intensidad de luz alta. De igual forma, para el factor tratamiento de sustrato el
nivel agua destilada alcanzo6 un valor medio mas alto que el nivel solucién. Para los
factores edad de crecimiento y concentracién de sacarosa los comportamientos

obtenidos fueron lineales creciente para el primero y decreciente para el segundo

respectivamente.
Medias ajustadas
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Figura 9. Efecto de los niveles de los factores estadisticamente significativos para
la variable area foliar.

4.1.4 Peso Fresco Aéreo

Para la variable de respuesta de peso fresco aéreo se encontraron diferencias
significativas para los factores fotoperiodo, intensidad de luz, tratamiento de
sustrato, edad de crecimiento y concentracion de sacarosa (Cuadro 6). El
coeficiente de determinacion que se presenté para el modelo de esta variable fue
de 72,69%. La concentracién de sacarosa y la edad de crecimiento fueron los
factores que mostraron una mayor influencia estandarizada sobre la respuesta para

esta variable (Figura 10).
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Cuadro 6. Analisis de varianza de los factores principales para la variable peso
fresco aéreo (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 0.0566 0.0113 15.97 0.000
Lineal 0.0566 0.0113 15.97 0.000

5
Fotoperiodo 1 0.0037 0.0037 518 0.030
Intensidad de Luz 1 0.0067 0.0067 9.52 0.004
1 0.0062 0.0062 8.78 0.006
1 0.0134 0.0134 18.91 0.000
1 0.0153 0.0153 21.53 0.000

Tratamiento al Sustrato
Edad de Crecimiento
Concentracion de Sacarosa

Error 30 0.0213 0.0007
Falta de ajuste 12 0.0151 0.0013 3.70 0.006
Error puro 18 0.0061 0.0003
Total 35 0.0778

(la respuesta es PFAereo; o = 0.05)

Término 2.042

Factor Nombre

A Fotoperiodo

B IntensidadLuz

C ReguladorCrecimiento
D TratamientoSustrato

E EdadCrecimiento

F SeccionExplante

G ConcentracionSacarosa

0 1 2 3 4 5

Efecto estandarizado

Figura 10. Diagrama Pareto de los efectos estandarizados para la respuesta del
peso fresco aéreo de plantulas in vitro de yuca de la variedad Valencia
aclimatadas bajo condiciones de ambiente controlado.
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Peso fresco aéreo (g)

En el grafico factorial para los efectos principales para la variable peso fresco
aéreo (Figura 11), se muestra el comportamiento para los factores segun los niveles
en estudio. Para el factor fotoperiodo se muestra un comportamiento lineal
creciente conforme se aumentan las horas de luz por dia. Para la variable de
intensidad de luz se obtuvo un mayor peso fresco aéreo cuando la intensidad de luz
era baja, que cuando esta se empled en el nivel alto. De igual forma, en el caso del
factor tratamiento de sustrato el nivel en el que se emple6 agua destilada obtuvo un
mayor peso fresco aéreo respecto al nivel en el que se utilizé la solucion bio-
estimulante/fungicida. El factor edad de crecimiento mostré6 un comportamiento
lineal creciente con una curva pronunciada, mientras que para el factor

concentracion de sacarosa el comportamiento fue linealmente decreciente.

Fotoperiodo IntensidadLuz TratamientoSustrato EdadCrecimiento ConcentracionSacarosa
0.09

0.08 - n

0.07
0.06
0.05

0.04

8 12 16 Baja Alta AguaDestilada  Solucion 30 35 40 2 4 6
h Dias %

Figura 11. Medias ajustadas del peso fresco aéreo de plantulas de yuca de la
variedad Valencia para los efectos de los factores fotoperiodo, intensidad
de luz, tratamiento al sustrato, edad de crecimiento concentracion de
sacarosa.

4.1.5 Nimero de Nudos

Para la variable numero de nudos se presentaron diferencias significativas
para los factores tratamiento de sustrato, edad de crecimiento, seccion del explante
y concentracion de sacarosa como efectos lineales, asi como, el efecto cuadratico
de la edad de crecimiento (Cuadro 7). EIl coeficiente de determinacion obtenido
para el modelo fue de 84,13%. Los factores con mayor influencia sobre el numero
de nudos son los efectos de la concentracion de sacarosa y la edad de crecimiento

in vitro (Figura 12).
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Cuadro 7. Analisis de varianza de los factores principales para la variable numero
de nudos (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 40.212 8.0424 31.80 0.000
Lineal 36.594 9.1486 36.18 0.000

4

Tratamiento al Sustrato 1 1.297 1.2967 513 0.031

Edad de Crecimiento 1 11.003 11.0033 43.51 0.000

Seccion del Explante 1 4.738 47376 18.73 0.000
1 14.741 147408 58.29 0.000
1 3.618 3.6176  14.30 0.001
1

3.618 3.6176  14.30 0.001

Concentracion de Sacarosa
Cuadrado
Edad de Crecimiento 2

Error 30 7.587 0.2529
Falta de ajuste 12 3.282 0.2735 1.14  0.387
Error puro 18 4.305 0.2392
Total 35 47.799

(la respuesta es nNudos; a = 0.05)

Término 2042
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actor Nombre

Fotoperiodo
IntensidadLuz
ReguladorCrecimiento
TratamientoSustrato
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SeccionExplante
ConcentracionSacarosa
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Figura 12. Diagrama Pareto de los efectos estandarizados para la respuesta para
el numero de nudos de plantulas in vitro de yuca de la variedad Valencia
aclimatadas bajo condiciones de ambiente controlado
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En la figura 13 se muestra el efecto de cada uno de los factores con
significancia para la variable numero de nudos. En ella se puede apreciar que para
la variable numero de nudos el valor obtenido es mayor cuando se usa agua
destilada en comparacion a el nivel solucién, en cuanto al tratamiento del sustrato.
La edad de crecimiento presenta un comportamiento cuadratico, obteniendo los
valores mas altos cuando la edad de crecimiento se maneja a 38 dias de crecimiento
in vitro. En cuanto a la seccion del explante, se obtienen valores mas altos de
numero de nudos cuando se emplean apices respecto a cuando se emplean nudos.

Finalmente, el efecto de la concentracion de sacarosa es decreciente de forma

lineal.
TratamientoSustrato EdadCrecimiento SeccionExplante ConcentracionSacarosa
5.5
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Figura 13. Medias ajustadas para el numero de nudos de plantulas de yuca
variedad Valencia para los efectos de los factores tratamiento al sustrato,
edad de crecimiento, seccidn del explante concentracion de sacarosa en
el medio de cultivo.

4.1.6 Numero de hojas

Para la variable numero de hojas se encontraron diferencias significativas para
los factores intensidad de luz, tratamiento de sustrato, concentracién de sacarosa y
el efecto cuadratico de la edad de crecimiento (Cuadro 8). El factor intensidad de
luz mostré el mayor efecto sobre el nimero de hojas de las plantulas, seguido por
el tratamiento del sustrato, la concentracion de sacarosa y en ultima instancia el

efecto del cuadrado del factor edad de crecimiento (Figura 14).
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Cuadro 8. Analisis de varianza de los factores principales para la variable numero
de hojas (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 15.7458 3.1492 13.58 0.000
Lineal 4 14.6077 3.6519 15.75 0.000
Intensidad de Luz 1 6.9641 6.9641 30.03 0.000
Tratamiento al Sustrato 1 2.6092 26092 11.25 0.002
Edad de Crecimiento 1 0.2801 0.2801 1.21 0.281
Concentracion de Sacarosa 1 1.6751 1.6751 7.22 0.012
Cuadrado 1 1.1381 1.1381 491 0.034
Edad de Crecimiento 2 1 1.1381 1.1381 491 0.034
Error 30 6.9573 0.2319
Falta de ajuste 12 4.6923 0.3910 3.11 0.015
Error puro 18 2.2650 0.1258
Total 35 22.7031

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es nHojas; o = 0.05)

Término 2.042
T
Factor Nombre
A Fotoperiodo
B B IntensidadlLuz
C ReguladorCrecimiento
D TratamientoSustrato
D E EdadCrecimiento
F SeccionExplante
G ConcentracionSacarosa
G
EE
1
1
E i
1
l
1
0 1 2 3 4 5 6

Efecto estandarizado

Figura 14. Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados para la respuesta
para el numero de hojas de plantulas in vitro de yuca de la variedad
Valencia aclimatadas bajo condiciones de ambiente controlado.
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La respuesta en cuanto al factor intensidad de luz para el numero de hojas fue
significativamente mayor cuando la intensidad de luz fue baja en la que en promedio
se obtuvo cerca de una hoja mas en comparacion con la respuesta ante el nivel de
intensidad de luz alta. El tratamiento de sustrato con agua destilada present6 un
mayor numero de hojas que el tratamiento al sustrato con solucion. El efecto de la
edad de crecimiento presenté un comportamiento cuadratico sobre el numero de
hojas. En relacién con la concentracion de sacarosa, el efecto sobre esta variable
se percibio de forma linealmente decreciente sobre esta variable (Figura 15).

IntensidadLuz TratamientoSustrato EdadCrecimiento ConcentracionSacarosa

24 m \
22 Ol
Baja Alta AguaDestilada  Solucion 30 35 40 2 4 6
Dias %

Figura 15. Medias ajustadas del numero de hojas de plantulas de yuca variedad
Valencia para los efectos de los factores intensidad de luz, tratamiento al
sustrato, edad de crecimiento y concentraciéon de sacarosa en el medio
de cultivo.

4.2. Crecimiento radical
4.2.1 Peso fresco raiz

Para la variable de peso fresco de raiz se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para los factores intensidad de luz, tratamiento de
sustrato y concentracién de sacarosa (Cuadro 9). De los factores significativos el
que mayor efecto tiene sobre el peso fresco radicular es la intensidad de luz, aunque
la variacion entre el efecto de los tres factores es similar (Figura 16). El coeficiente

de determinacion para el modelo encontrado para esta variable es de 44.41%.
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Cuadro 9. Analisis de varianza de los factores principales para la variable peso
fresco de la raiz (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 0.0065 0.0022 8.52 0.000
Lineal 3 0.0065 0.0022 8.52 0.000
Intensidad de Luz 1 0.0021 0.0021 8.08 0.008
Tratamiento al Sustrato 1 0.0014 0.0014 565 0.024
Concentracion de Sacarosa 1 0.0016 0.0016 6.34 0.017
Error 32 0.0081 0.0003
Falta de ajuste 14 0.0045 0.0003 1.57 0.183
Error puro 18 0.0037 0.0002
Total 35 0.0146

(la respuesta es PFRaiz; a = 0.05)

Término 2.037
I

I Factor Nombre

A Fotoperiodo

B IntensidadlLuz

C ReguladorCrecimiento
D TratamientoSustrato

E EdadCrecimiento

F SeccionExplante

G ConcentracionSacarosa

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0
Efecto estandarizado

Figura 16. Diagrama Pareto de los efectos estandarizados para la respuesta del
peso fresco aéreo de plantulas in vitro de yuca variedad Valencia
aclimatadas bajo condiciones de ambiente controlado.

El efecto del factor intensidad de luz presenté peso fresco de raiz cuando el
nivel empleado de intensidad de luz baja. En el caso del tratamiento del sustrato
los valores mas altos para esta variable se presentaron cuando se utilizé agua

destilada en comparacion que cuando se utilizé solucion. En cuanto a el efecto del
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factor concentracion de sacarosa la tendencia de su comportamiento fue

linealmente decreciente (Figura 17).
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Figura 17. Medias ajustadas del peso fresco radical de plantulas de yuca variedad
Valencia para los efectos de los factores intensidad de luz, tratamiento al
sustrato y la concentracion de sacarosa en el medio de cultivo.

4.2.2 Longitud de la raiz mas larga

En el caso de la variable de respuesta longitud de la raiz mas larga hubo efecto
con diferencias estadisticamente significativas en tres factores (Cuadro 10). Los
factores con efectos significativos fueron la concentracién de sacarosa, el
tratamiento del sustrato y el fotoperiodo, en ese orden de mayor a menor efecto
sobre esta variable (Figura 18). El coeficiente de determinacion descrito por el

modelo fue de 52,94 %.
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Cuadro 10. Analisis de varianza de los factores principales para la variable longitud
de la raiz mas larga (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 31.175 10.391 12.00 0.000
Lineal 3 31.175 10.391 12.00 0.000
Fotoperiodo 1 7.597 7.596 8.77 0.006
Tratamiento al Sustrato 1 8.180 8.179 9.44 0.004
Concentracion de Sacarosa 1 10.417 10.417 12.03 0.002
Error 32 27.717 0.866
Falta de ajuste 14 19.683 1.405 3.15 0.012
Error puro 18 8.034 0.4463
Total 35 58.892

(Ia respuesta es Raiz+larga; o = 0.05)
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Figura 18. Diagrama Pareto de los efectos estandarizados para la respuesta de la
raiz mas larga de plantulas in vitro de yuca de la variedad Valencia
aclimatadas bajo condiciones de ambiente controlado.

En la Figura 19 se observa el efecto de los factores segun los niveles de cada
uno de estos. Para el factor fotoperiodo se presenté un comportamiento lineal
creciente al aumentar las horas de luz por dia. En el caso del tratamiento del
sustrato, el crecimiento de las raices fue mayor cuando se emple6 agua destilada
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en comparacion que cuando se utilizé el tratamiento con solucion. En cuanto al
efecto del factor concentracion de sacarosa su comportamiento se dio de forma
lineal decreciente al aumentar la concentracion en el medio durante el crecimiento

in vitro.

Fotoperiodo TratamientoSustrato ConcentracionSacarosa
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Figura 19. Medias ajustadas de la longitud de la raiz mas larga de plantulas de yuca
variedad Valencia para los efectos de los factores fotoperiodo,
tratamiento al sustrato y concentracion de sacarosa en el medio de
cultivo.

4.2.3 Niumero de Raices

Para la variable numero de raices se presentaron diferencias significativas en
cuanto a los factores fotoperiodo, regulador de crecimiento, tratamiento de sustrato
y edad de crecimiento como efectos lineales y el efecto cuadratico de la edad de
crecimiento (Cuadro 11). El coeficiente de determinacién para el modelo fue de
64,14%. El factor que mostré mayor efecto sobre la variacion del numero de raices
fue la edad de crecimiento, en segundo lugar, en cuanto efecto se encontré la

variacion en el factor tratamiento de sustrato (Figura 20).
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Cuadro 11. Analisis de varianza de los factores principales para la variable nimero
de raices (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 5 179.71 35.943 10.73 0.000
Lineal 148.66 37.166 11.10 0.000

4

Fotoperiodo 1 21.97 21.970 6.56 0.016

Regulador de Crecimiento 1 24.62 24.623 7.35 0.011

Tratamiento al Sustrato 1 37.65 37.650 11.24 0.002
1 57.50 57.502 17.17 0.000
1 31.05 31.052 9.27 0.005
1

31.05 31.052 9.27 0.005

Edad de Crecimiento
Cuadrado
Edad de Crecimiento 2

Error 30 100.47 3.349
Falta de ajuste 12 66.06 5.505 288 0.021
Error puro 18 34.41 1.911
Total 35 280.19

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es nRaices; a = 0.05)

Término 2 042
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Figura 20. Diagrama de Pareto de los efectos estandarizados para la respuesta
para el numero raices de plantulas in vitro de yuca de la variedad
Valencia aclimatadas bajo condiciones de ambiente controlado.
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El efecto del fotoperiodo fue linealmente creciente en relacion con el aumento
en la cantidad de horas luz diaria. En el caso del regulador de crecimiento, el mayor
numero de raices se consiguio utilizando el regulador de crecimiento AIB, mientras
que el regulador de crecimiento AIA present6 un valor inferior incluso que el nivel al
que no se le aplicé regulador de crecimiento. Para el efecto del factor tratamiento
de sustrato, nuevamente, los valores mas altos se obtuvieron al emplear agua
destilada a este. En cuanto a la edad de crecimiento, el comportamiento de su

efecto fue cuadratico (Figura 21).
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Figura 21. Medias ajustadas para el numero de raices en plantulas de yuca
variedad Valencia para los efectos de los factores fotoperiodo, regulador
de crecimiento, tratamiento al sustrato y edad de crecimiento.

4.3 Otras variables
4.3.1 Sobrevivencia

La sobrevivencia de las vitroplantas de yuca variedad Valencia present6 efecto
estadisticamente significativo para el factor sacarosa (Cuadro 12). El coeficiente de
determinacion descrito por el modelo fue de 13,53%. El incremento en la
concentracion de sacarosa mostro un efecto perjudicial en cuanto a la sobrevivencia

de las plantulas de yuca al proceso de aclimatacion (Figura 22).

35



Cuadro 12. Analisis de varianza de los factores principales para la variable
sobrevivencia (a = 0,05).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 1 0.09143 0.09143 5.32 0.027
Lineal 1 0.09143 0.09143 532 0.027
Concentracion de Sacarosa 1 0.09143  0.09143 532 0.027
Error 34 0.58413 0.01718
Falta de ajuste 16 0.26413 0.01651 0.93 0.556
Error puro 18 0.32000 0.01778
Total 35 0.67556
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Figura 22. Medias ajustadas para la sobrevivencia de plantulas de yuca variedad
Valencia para los efectos de la concentracion de sacarosa.
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4.3.2 Optimizacion de los factores

Para la optimizacion de los niveles de los factores propuestos se descartd

como factor la seccidon del explante dado que sélo presentd un leve efecto sobre el

numero de nudos de las plantulas.

De igual forma, la respuesta de numero de

nudos, asi como el grosor del tallo, fueron descartados en esta etapa, dado a que

se consideraron como respuesta ante los factores. En el caso de la longitud del

tallo de las plantulas, pese a ser una de las respuestas que presentd mayor efecto

en su respuesta, no se consideré como una variable determinante al momento del

desempefio de las plantulas (Cuadro 13).

Cuadro 13. Parametros de optimizacion para las variables peso fresco de raiz, peso
fresco aéreo, area foliar, numero de hojas, numero de raices y
sobrevivencia para plantulas de yuca variedad Valencia aclimatadas bajo
condiciones de ambiente controlado.

Respuesta Meta Inferior Objetivo Ponderacion Importancia
PF Raiz Maximo 0.00200 0.082 1 1
PF Aéreo Maximo 0.01000 0.186 1 1
Area Foliar Maximo 0.13200 9.808 1 1
N Hojas Maximo 1.00000 4.200 1 1
N Raices Maximo 1.25000 12.200 1 1
Sobrevivencia Maximo 0.60000 1.000 1 1

Los valores 6ptimos obtenidos en el analisis de optimizacion se muestran en

el Cuadro 14. El comportamiento de las variables analizadas con interaccion de los

factores en los niveles 6ptimos y la respuesta en conjunto e individualmente de cada

una de las variables de respuesta se presenta en la Figura 23.
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Cuadro 14. Solucion para los parametros de optimizaciéon para los factores en

estudio.

Variable Valor de configuracién

Fotoperiodo 16

Intensidad de Luz Baja

Regulador de Crecimiento 1 (AIB)

Tratamiento al Sustrato Agua Destilada

Edad de Crecimiento 39.2961

Concentracion de Sacarosa 2

EE de

Respuesta Ajuste ajuste IC de 95% IP de 95%
PF Raiz (g) 0.051 0.005 (0.042;0.062) (0.018; 0.086)
PF Aéreo (g) 0.144 0.001 (0.124; 0.165) (0.087; 0.203)
Area Foliar (cm?) 5.212 0.508 (4.174;6.251) (2.252; 8.173)
N Hojas 3.544 0.181 (3.174; 3.913) (2.493; 4.594)
N Raices 9.986 0.726 (8.504; 11.468) (5.966; 14.007)

Sobrevivencia 0.9683 0.0330 (0.9011; 1.0354) (0.6936; 1.2430)
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Figura 23. Grafica de optimizacion para la aclimatacion de plantas in vitro de yuca
variedad Valencia bajo condiciones de ambiente controlado.

4.3.3 Condiciones ambientales

El registro de las condiciones de la camara general muestra un
comportamiento relativamente constante a lo largo del tiempo de estudio. Las

variaciones en la temperatura durante este periodo fueron de 1,6 °C entre la maxima
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la minima temperatura registrada. En cuanto a la humedad relativa, la variacion fue
mayor presentandose 36% de diferencia entre la maxima y la minima humedad
relativa registrada. El resumen del comportamiento del ambiente en la camara de

ambiente controlado se muestra en el cuadro 15.

El comportamiento de la temperatura y la humedad relativa dentro de las
minicamaras humedas registrado para cada una de las zonas tuvo una estrecha
relacion con la intensidad de luz y el fotoperiodo suministrado. En todas las zonas
se presentd un crecimiento acelerado dentro de las primeras dos horas de la
temperatura con un descenso inversamente proporcional en cuanto a la humedad
relativa. Las mayores temperaturas se alcanzaron en las zonas con intensidad de
luz alta, alcanzando valores maximos cercanos a las 32 °C (Figura 24 y Figura 26).
Por su parte, en las zonas con intensidad de luz baja la temperatura alcanzo
alrededor de 28 °C como valores maximos (Figura 25 y Figura 27). En todas las

zonas la temperatura minima rondo los 25 °C.

Cuadro 15. Resumen de la temperatura y Humedad relativa registrada con los
sensores de la camara

Temperatura (°C) Humedad relativa
Maximo 26,1 99%
Minimo 24,5 63%
Promedio 25,6 82%
%CV 02,7% 8,5%
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Figura 24. Temperatura media y humedad relativa media dentro de las minicamaras
humedas ubicadas en las corridas con intensidad de luz alta y fotoperiodo
de 16 h de luz.
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Figura 25. Temperatura media y humedad relativa media dentro de las minicamaras
humedas ubicadas en la zana con intensidad de luz baja y fotoperiodo
de 16 h de luz.
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Figura 26. Temperatura media y humedad relativa media dentro de las minicamaras
humedas ubicadas en la zona con intensidad de luz alta y fotoperiodo de
8 h de luz.
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Figura 27. Temperatura media y humedad relativa media dentro de las minicamaras
humedas ubicadas en la zona con intensidad de luz baja y fotoperiodo
de 8 h de luz.
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4.4 Propuesta del protocolo de aclimatacion

A partir de los datos obtenidos en esa investigacion se propone el siguiente
protocolo, el cual describira los aspectos relacionados a la etapa de transferencia
de las plantas de condiciones in vitro de laboratorio a condiciones ex vitro bajo
condiciones de ambiente controlado. Para que el proceso se lleve a cabo de forma
eficiente, es necesario haber realizado las labores preoperacionales, que incluyen
el entrenamiento del personal, preparacion de las instalaciones y equipo necesario
durante el proceso. Es necesario contar con un material vegetal previamente
introducido a condiciones de crecimiento in vitro aséptico y que se encuentre

fisiol6gicamente preparado para ser sometido a un proceso de multiplicacion.

El principio fundamental dentro del proceso de transferencia al ambiente ex
vitro para las plantulas de yuca variedad Valencia se basa en aclimatacion gradual,
de forma que las plantulas no sean sometidas a camios abruptos en las condiciones
de su ambiente abidtico y bidtico. El objetivo durante este proceso debe ser propicia
las condiciones fisicas, quimicas y bi6ticas para que se lleven a cabo los reajustes
anatémicos y fisioldgicos necesarios en las plantulas para que puedan desarrollarse

de forma habitual en el campo.
A) Material vegetal y crecimiento in vitro

Los explantes de un centimetro de longitud deben ser cultivados en un medio
de cultivo Murashige y Skoog base (Medio MS), con suplementacion de sacarosa
entre 20 g.L"a 30 g.L .

Se deben mantener los explantes en cuarto de crecimiento durante 35 dias a
40 dias, con una intensidad de luz entre 2500 y 3000 lux para lamparas
fluorescentes 5700 K o a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos entre 32 a

40 pmol.s''m?2,
B) Transferencia al ambiente ex vitro

Una vez que se finaliza el proceso de crecimiento in vitro se transporta el
material a la zona en la que van a ser transferidos. Es necesario que las camaras

donde se van a mantener se encuentren limpias y desinfectadas.
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Para retirar el sello hermético y las tapas es necesario que las condiciones
ambientales sean de sombra y que se cuente con una humedad alta en el lugar.
Ademas, se debe contar con aspersores para rociar las plantas para evitar la

pérdida subita de agua y el marchitamiento de estas.

Se realiza la separacion de las plantulas del medio de cultivo cuidadosamente
para reducir los dafios mecanicos y se lava la base para retirar cualquier residuo de

medio de cultivo.
C) Siembra de las plantulas

Una vez libre de medio de cultivo se poda las raices de las plantulas, cortando
en la base de las raices y sumergir la base de las plantulas en una solucion de acido

indole butirico a una concentracion de 1000 ppm.

Posteriormente se introduce con la ayuda de una pinza se introduce alrededor

de un centimetro de la base del tallo de la planta dentro el sustrato Jiffy peat pellet.

Una vez que se completa el numero de bandejas se transporta e introducen
en la camara de polietileno y se aplican un pequefio rocio para que se mantenga

alta la humedad.
D) Condiciones ambientales

La luz debe mantenerse con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de
oscuridad, con una intensidad de luz baja de cercana a los 3500 lux para lamparas

led rojo + azul + blanco (85 pmol.s™'.m2).

Durante los primeros siete dias después de la siembra es necesario que la
humedad relativa se mantenga cercano al punto de saturacion, mayor a 95% de

humedad relativa.

La temperatura se debe mantener entre 25 °C y 30 °C.
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E) Manejo de las plantulas

La primera fertilizacion de las plantulas se realiza alrededor de de los siete
dias después del trasplante, aplicando un pequefio rocio con agua antes de aplicar

la solucion fertilizante NPK y una aspersién con agua después de la fertilizacion.

A partir del décimo dia se inicia abriendo parcialmente las camaras durante las

horas de oscuridad.
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5. DISCUSION

5.1 Crecimiento aéreo

Las variaciones en la concentracion de sacarosa del medio in vitro llegan a
mostrar un efecto considerable en el crecimiento del tallo, lo cual concuerda con lo
presentado por Zimmerman et al. (2007), este autor menciona que se puede
presentar un efecto de reduccion en la longitud del tallo debido al incremento de la
presion osmoética del medio de cultivo al incrementar la concentracion de sacarosa
en este. Ademas, la longitud del tallo se ve influenciada en gran parte por el
crecimiento que se ha dado en la etapa in vitro. El crecimiento de los explantes
durante las primeras semanas en el cuarto de crecimiento in vitro es lento, se
acelera al llegar la tercera semana y se mantiene con un crecimiento constante y
rapido a partir de la cuarta semana, aumentando considerablemente la longitud del
tallo hasta llegar a la sexta semana de crecimiento. EIl crecimiento durante esta
ultima fase puede ser tan rapido que las plantas pasan de una longitud de 2 a 6 cm
de la cuarta a la sexta semana de edad. El tallo es una estructura muy importante
para el almacenamiento de fotoasimilados que posteriormente son utilizados por la

planta para el crecimiento y desarrollo.

Aguilar et al. 2019 menciona que en condiciones ex vitro el tallo es la estructura
la planta que almacena foto asimilados y almidon que son utilizados para la nutriciéon
de los brotes nuevos en sistemas de propagacion vegetativa convencional, por lo
tanto, el grosor del tallo es una variable muy importante en ex vitro. Sin embargo, el
grosor del tallo mostré muy poca variacion entre las corridas, el efecto principal que
se reflejo en el tratamiento empleado al sustrato, dénde al utilizar la solucién
bioestimulante mas funguicida se presentd un menor grosor que al usar agua
destilada. Este comportamiento puede estar explicado por un leve grado de
fitotoxicidad presentada por alguno de los ingredientes activos en la solucién.
Segun menciona Sanz (1970), el producto Vitavax® ha llegado a mostrar efectos
fitotoxicos en la aplicacion para el tratamiento de semillas en el cultivo de tomate,

tanto cuando se aplica directamente en la semilla, como cuando se aplica al suelo.
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El area foliar y el peso fresco aéreo se comportaron de forma similar, dado
que en esta etapa las hojas representan la mayor porcién de la plantula en cuanto
a volumen. Los factores edad de crecimiento y la intensidad de luz tuvieron efectos
significativos sobre estas variables, asi como la concentracion de sacarosa en el
medio y el fotoperiodo. La edad de crecimiento se relaciona directamente con el
aumento de tamano de las plantulas en este caso llegando a mostrar un incremento
pronunciado en cuanto a la dimensién de sus hojas y el peso de las plantas. Sin
embargo, factores como la intensidad de luz y la concentraciéon de sacarosa
muestran una reduccion al incrementar los niveles de estos. La intensidad de luz
juega un papel esencial en el crecimiento de las plantulas, se requiere de un nivel
minimo para que se presente una activacion fotosintética 6ptima, no obstante,
cuando se maneja la luz a niveles elevados y excesivos en las etapas iniciales de
la aclimatacién de las vitoplantas, la eficiencia del proceso tiende a disminuir

principalmente asociado a la muerte por marchitez de las plantas (Jorge et al. 2000).

Las variables de numero de nudos y numero de hojas se encuentran
estrechamente relacionadas, dado que en el desarrollo de las plantas de yuca se
origina una hoja a partir de cada nudo. En el caso de ambas variables, el factor
concentracion de sacarosa en el medio de cultivo durante el crecimiento in vitro
presentd un efecto significativo sobre la cantidad que se encontraron, reduciendo
en numero de nudos y de hojas conforme se aumenta la concentracion en el medio,
siendo el aumento de la presion osmoética del medio el responsable de la reduccion
en cuanto al desarrollo de las plantulas (Zimmerman et al. 2007). En el caso del
factor edad el crecimiento, tanto para el numero hojas, como para el numero de
nudos mostré un comportamiento cuadratico, el cual apunta a que la tasa desarrollo
de las vitroplantas se reduce a partir de la quinta semana aproximadamente. El
factor intensidad de luz marco un efecto altamente significativo sobre el nimero de
hojas, se presentd una reduccion considerable en el numero de hojas de las
plantulas sometidas al nivel alto de radiaciéon. Las plantas bajo el régimen de
intensidad de luz alta perdieron hojas en los primeros dias tras el trasplante, lo cual
pudo deberse por una mayor transpiracion que provoco la caida principalmente de

las hojas bajeras. La intensidad de luz alta es perjudicial para las plantulas

47



principalmente en los primeros dias en las que son expuestas al ambiente ex vitro
(Jorge et al. 200). Segun menciona el mismo autor, los principales dafios se pueden
presentar en el mantenimiento del balance del agua dentro de la planta por un pobre
desarrollo entre las conexiones de raiz, tallo y hojas. Un efecto que se observé en
las camaras que se ubicaban en las zonas de alta intensidad es que se encontraba
agua precipitada en la base de estas, mientras que en las camaras de baja
intensidad no se observo este comportamiento, lo cual esta explicado por los

cambios en la temperatura y la humedad dentro de las camaras.

5.2 Crecimiento radical

Las variables relacionadas con el crecimiento de la raiz presentaron un
comportamiento similar, en términos de factores. En ambos casos la concentracion
de sacarosa y el tratamiento al sustrato presentaron mejores resultados cuando se
emplearon los niveles bajos. Segun menciona Callejas et al. (2012), existe una
estrecha relacion entre el crecimiento radical y el comportamiento aéreo de una
planta, por lo que la reducciéon del crecimiento radical cuando se utilizan niveles
altos de estos factores esta relacionado a la reduccidén en cuanto al crecimiento
aéreo de las plantulas. En cuanto a los factores relacionados con la radiacion se
presento un incremento del tamafio de las raices al emplear fotoperiodos mas largos
en duracion de luz y con los niveles de intensidad de luz baja. Ambos factores
juegan un papel crucial en cuanto a la adaptacion de las plantulas al ambiente ex
vitro, dado que estas presentan una baja eficiencia fotosintética (Pospisilova et al.
1999), se debe utilizar niveles que promuevan el aumento de la actividad
fotosintética. La reduccion de la intensidad de la luz mientras se incrementa el
fotoperiodo puede ser aumentar el desempefio fotosintético y el rendimiento de

algunos cultivos (Kelly et al. 2020).

El desarrollo de raices funcionales es uno de los principales objetivos durante
la aclimatacion temprana de las plantulas (Pospisilova et al. 1999). Los factores
edad de crecimiento, tratamiento del sustrato, regulador de crecimiento y
fotoperiodo tuvieron efecto sobre el nimero de raices de las plantulas. La edad de

crecimiento presentd un comportamiento cuadratico, lo cual indica que la tasa de
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desarrollo de raices se reduce alrededor de los 32 dias de cultivo y aunque el
crecimiento de estas continua. Un aspecto importante del manejo de las raices es
la poda antes del trasplante, tal como indica Yoon et al. (2001), esta practica aparte
de facilitar el manejo en la siembra reducira la pérdida de raices por dafios
mecanicos durante el trasplante a sustrato. En el caso del uso de reguladores de
crecimiento el efecto principal se observé en el desarrollo de las raices, donde el
AIB presentdé un efecto positivo sobre el desarrollo radical, lo cual concuerda con lo
presentado por Alagesaboopathi (2012) y Naranjo y Fallas (2018), quienes
encontraron una mayor tasa de plantas enraizadas cuando se empleaba AIB en
concentraciones entre 1000 y 1500 ppm. No obstante, el uso del AIA represento
una reduccion en el numero de raices de las plantulas, lo cual puede deberse al
efecto perjudicial que presentan las auxinas sobre los tejidos cuando se emplean
concentraciones altas de estas (Grossmann 2007). El AIB suele ser mas empleado
ya que cuenta con la ventaja de ser mas estable al entrar en contacto con el sustrato
y de no ocasionar toxicidad en un rango mas amplio de concentraciones (Castrillon
et al. 2008). De la misma forma, segun lo encontrado por Jiménez et al. (2019),
cuando se empled una concentraciéon de 1 mg.L"' de AIA se obtuvo un menor
desarrollo de raices de Dahlia sp en comparacion a cuando se utilizé en

concentraciones inferiores e inclusive cuando este no se utilizo.

5.3 Sobrevivencia

La sobrevivencia que se obtuvo como media en el experimento fue alta
(>90%). El unico factor que present6 un efecto significativo sobre la sobrevivencia
fue la concentracion de sacarosa, lo cual estuvo muy relacionado con un pobre
crecimiento y desarrollo de las vitroplantas sometidas a las concentraciones altas
de sacarosa en el medio de cultivo. Segun menciona Candra et al. (2010), la
concentracion de carbohidratos en el medio es uno de los principales factores con
influencia sobre la aclimatacion de las vitroplantas, dado que durante el periodo de
crecimiento in vitro estas crecen de forma heterétrofa y deben hacer el cambio hacia
la forma de crecimiento autotrofa. De igual forma, el mismo autor menciona que las
concentraciones entre 20 g.L-'y 30 g.L-! tienden a ser mas favorables que las

concentraciones superiores a 30 g.L-'. Otros factores que influyen drasticamente
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sobre la sobrevivencia de las plantas son la intensidad luminica, la tasa de
transpiracion y la exposicidon ante microorganismos potencialmente perjudiciales
(Pospisilova et al. 1999). Por lo tanto, los principales esfuerzos para mantener una
alta tasa de sobrevivencia deben estar enfocados en estos factores, propiciando la
paulatina correccion de las anormalidades morfolégicas, anatomicas vy fisiologicas
desarrolladas durante el periodo in vitro de forma que las plantulas se adapten al

ambiente ex vitro.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con estos resultados se obtuvieron las siguientes conclusiones:

1. Los factores de crecimiento in vitro, concentracidon de sacarosa en el medio

de cultivo y edad de crecimiento, fueron los factores que mostraron un
mayor efecto en el crecimiento de las plantulas durante el proceso de

aclimatacion.

2. El factor de crecimiento in vitro, concentracion de sacarosa en el medio de

cultivo, afecto significativamente la sobrevivencia de las plantulas durante

el proceso de aclimatacion.

3. La edad de crecimiento in vitro 6ptima para la aclimatacion vitroplantas de

yuca fue de 39 dias.

4. La combinacion de los factores de aclimatacidn en ambiente controlado,

baja intensidad luminica (85 pmol.s".m™?) y un fotoperiodo de 16 horas,
propiciaron las mejores condiciones para el crecimiento de las plantulas de

yuca durante el proceso de aclimatacion

5. La aplicacién a las plantulas de yuca de acido indolbutirico (AIB) en
concentracion de 1000 ppm favorecié la formacién de raices, mientras que
la aplicacion de acido indolacético (AlA) en concentraciéon de 1000 ppm

redujo la formacién de éstas durante el proceso de aclimatacion.

6. La hidratacion del Jifffy peat pellet con agua destilada favorecio
significativamente el crecimiento de las plantulas de yuca en comparacion
con el uso de la solucion ((Radigrow®; en dosis de 2 mL.L™"), un
bioestimulante (Nutrisorb® L; en dosis de 2 ml/L") y un fungicida (Vitavax®
- 300; en dosis de 1 g/L™").
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7. RECOMENDACIONES

Las herramientas de disefios de experimentos (DOE) proporcionan una
forma eficiente de realizar investigaciones para mejorar y optimizar la
calidad de los procesos que se llevan a cabo en distintas fases del
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del Instituto Tecnoldgico de

Costa Rica Campus Tecnoldgico Local San Carlos.

Realizar subcultivos con explantes uniformes para establecer una

poblacion de plantas in vitro homogéneas como base de estudio.

Revisar la metodologia para la toma de muestras de materia seca para

plantas in vitro.

El disefio de cribado permite jerarquizar segun la importancia del efecto
hasta de 48 factores y proporciona detalles relevantes sobre la relacion

entre dichos factores y su efecto sobre la calidad de un proceso.
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