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RESUMEN EJECUTIVO

El presente ensayo se llevo a cabo en el laboratorio de micropropagacion de la empresa
Bosques Tropicales S.A. (BOTROSA), localizada en el sector de Guajalo, al Sur de la

ciudad de Quito, provincia de Pichincha.

La investigacion tuvo por objeto poner a prueba dos soluciones madre (MS, DKW),
distribuidas en ocho medios de cultivo, cada uno de ellos con adicion de diferentes
fitohormonas (2,4-D y BAP), y caseina hidrolizada, para evaluar el mejor tratamiento que

induzca a la formacion de callogenesis en hojas de laurel (Cordia alliodora).

Los factores de estudio fueron: ocho medios de cultivo; M1 (50% del medio Murashige y
Skoog + 30¢g/I de azlcar) ; M2 (50% del medio Murashige y Skoog + 30g/l de azucar +
2mg/l de 2,4-D); M3 (50% del medio Murashige y Skoog + 30g/l de azucar + 2mg/l de
2,4-D + 1mg/l de BAP); M4 (50% del medio Murashige y Skoog + 30g/l de azucar +
2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP + 100 mg/I de Caseina Hidrolizada); M5 (50% del medio
Driver y Kuniyuki (DKW) + 30g/l de azlcar); M6 (50%del medio Driver y Kuniyuki
(DKW)+ 30g/l de azicar + 2mg/l de 2,4-D); M7 (50% del medio Driver y Kuniyuki
(DKW) + 30g/I de azucar + 2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP) ; M8 (50% del medio Driver
y Kuniyuki (DKW) + 30g/l de azucar + 2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP + 100 mg/I de
Caseina Hidrolizada), y cuatro clones; C1 (S27B); C2 (R162A3); C3 (R162A9); C4
(P402C). Se utiliz6 un disefio de parcelas divididas, donde la parcela grande fueron los
clones y las subparcelas los medios de cultivo, con cinco repeticiones. Se realiz6 analisis

de varianza y pruebas de Tukey al 5% para los tratamientos

En el ensayo se observo que el mejor resultado, al obtener un mayor nimero de callos
formados hasta los 45 dias, fue el medio de cultivo (M4), mostrando una media de 15,40;
16,80 y 17,20 callos formados a los 15, 30 y 45 dias respectivamente; conjuntamente el

clon (C4) fue el que presento la mejor respuesta frente al estimulo del medio de cultivo.



CAPITULO 1
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. PROBLEMA.

La semilla de Laurel (Cordia alliodora), se obtiene una sola vez al afo, y debido a la
baja viabilidad de la misma no se la puede almacenar, por tal motivo se dificulta la
produccién constante de plantulas de esta especie para la industria con caracteristicas

deseables.

Segun Herbaria.plants.ox.ac.uk. (2010), Siempre hay mucha semilla, pero la época
de recoleccion es critica. Con el periodo extendido de floracion hay que retrasar la
recoleccion para maximizar la cantidad de semilla madura. Lo primero en caer del arbol
son mayormente flores no fertilizadas (parecen vanas) y no semilla. El tiempo optimo de
recoleccion es aproximadamente siete semanas después del momento en que las flores han
abierto y los pétalos estan blancos. Como regla general, la recoleccién de un arbol debe
retrasarse hasta dos semanas después de que las ultimas flores hayan abierto en ese arbol.
La semilla esta madura cuando el embrion esta duro, como un grano de arroz, e inmadura

si el embrion todavia esta suave y transltcido

De acuerdo con Conabio.gob.mx. (2010), en décadas pasadas se establecieron
plantaciones forestales en Centroamérica, América del Sur y Nigeria. Ahora la especie ha
comenzado a ser importante en los programas de reforestacion de varios paises como:
Brasil, Congo, Colombia, Costa Rica, Ecuador, Costa de Marfil, Puerto Rico, Sierra Leona,
Trinidad, Uganda y Venezuela. Cordia alliodora se ha empleado en plantaciones
permanentes junto con café, cacao, coco, guayaba, por6 y cedro. En temporales con
platano, arroz y yuca. No existen sistemas silviculturales a gran escala para el manejo de

las masas naturales de arboles de Cordia.



1.2. ANALISIS CRITICO DEL PROBLEMA.

El proceso comun utilizado para la produccion de plantulas de Laurel blanco (Cordia
alliodora) para la comercializacion, es por medio de semillas lo cual disminuye la calidad
de los vegetales debido a la variabilidad genética que se produce de un individuo a otro con
descendencia vertical, lo que no ocurre cuando se producen clones exactos de un individuo
con caracteristicas dptimas de la madera para la industrializacion, lo cual se puede lograr

mediante cultivos in vitro.

Liegel, L.H. y Stead JW. (1990), de acuerdo a la experiencia del Instituto de
Dasonomia de Oxford, menciona que se debe recolectar las frutas cuando hayan cambiado
de un color verde a un color pardo, posteriormente se debe reducir el contenido de
humedad de las semillas a un 10 por ciento 0 menos mediante el secado en hornos de aire

forzado a una temperatura de alrededor de 70 °C.

Herbaria.plants.ox.ac.uk. (2010), manifiesta que las semillas se pueden almacenar
por 3 meses secandolas hasta un 25 % de humedad y refrigerandolas a 5 °C. Se aconseja
secarlas en hornos de aire forzado a 70 °C hasta lograr una humedad del 8 al 10 %. Dicho
método parece no afectar el proceso de postmaduracién del embrion. EI secamiento al sol

puede ser nocivo para las semillas.

Rodriguez, L. (2010), sefiala que la semilla es predada (hasta 50% de semilla) por
gorgojos (Amblycerus spp.). La semilla atacada es obvia por el hoyo de deja al salir el
gorgojo adulto y el grado de ataque varia entre afios. Hay que secar la semilla durante 4-5
dias bajo sombra y remover los gorgojos y la semilla atacada por ellos durante el venteo.
Cierta semilla dafiada puede permanecer después de este proceso y si el ataque es severo,
se puede utilizar un insecticida persistente para almacenanamiento, para matar cualquier

gorgojo de emergencia tardia.

Herbaria.plants.ox.ac.uk. (2010), expresa que el tiempo promedio de germinacion es
de 18 a 25 dias. La semilla es fotoblastica. Posee un porcentaje de germinacion del 55 a
85%, en 2 6 3 semanas se obtiene un 80 % de germinacion cuando las semillas frescas se

siembran rapidamente (sin pretratamiento).



J.W. Stead. (s.f), indica que C. alliodora es muy comun en Ecuador y toda América
Latina, donde es muy apreciado como arbol maderero. Lo que demanda estudiar mas su
botanica. Esta situacion se refleja en la evaluacion de la especie efectuada por la FAO
(1977). C. alliodora requiere medidas urgentes de conservacion pero, debido a su
importancia maderera, resulta prioritaria la labor de exploracion botanico-ecoldgica y de

evaluacion.

1.3. JUSTIFICACION.

Las plantaciones forestales tienen una funcion creciente en el abastecimiento de
madera para la industria forestal mundial, el aporte de las innovaciones en genética y
biotecnologia permite obtener arboles de buen crecimiento y caracteristicas deseadas; entre
las especies con potencialidad de uso comercial, rdpido crecimiento, calidad y uso de la
madera es el Laurel (Cordia alliodora). La produccion de material seleccionado de
especies forestales requiere, por una parte, un mayor conocimiento de la biologia
reproductiva asi como de los condicionamientos fisiologicos que influyen en la capacidad
morfogenética en relacion con la juvenilidad de los materiales. Asi mismo, no es frecuente
encontrar en la naturaleza estados juveniles en arboles adultos como fuente de material
para propagacion, aunque para algunas especies puede ser resuelto a través de la obtencion
de rebrotes de tocon, brotes epicornicos, podas a ras de suelo, enraizamiento seriado de
estacas, injertos y etiolacion. Ante este panorama la biotecnologia se presenta como una

alternativa para la produccién y mejoramiento de especies forestales.

Baquero O; ét al. (2005), manifiesta que en la silvicultura mundial, la aplicacion de
técnicas de micropropagacion en especies forestales de uso maderable ha constituido una
alternativa muy util para aumentar el nimero de plantas requeridas para el establecimiento
de plantaciones en los programas de propagacién masiva, forestacion, reforestacion,
proteccién y aprovechamiento. Asi mismo para aquellas en que su comportamiento es mas
recalcitrante, el desarrollo de sistemas de propagacion vegetativa mediante
micropropagacion y embriogénesis somatica in vitro, permite la obtencion de clones de
genotipos seleccionados. Bajo estas condiciones es posible producir material vegetal en
cualquier época del afio y entregarlo de acuerdo con el programa de siembra establecido

por el reforestador.



Ecuadorforestal.org. (2011), expresa que el laurel es una especie forestal muy
popular en el Ecuador debido a su alta calidad, a la dureza de su madera y a su rapido
crecimiento, teniendo gran demanda para la industria, la ebanisteria y la agroforesteria.
Debido a sus propiedades estéticas como: color, brillo, y veteado; y por sus propiedades de
facil trabajabilidad, es ampliamente demandada por distintas industrias, por empresas de
muebles, para la elaboracion de puertas, ventanas, artesanias y para la ebanisteria fina. La
importancia de la propagacion vegetativa, es la reproduccién de caracteristicas fenotipicas
deseadas y adicionalmente constituyen una ventaja en un ambiente mas 0 menos constante,
al cual la especie ya esta bien adaptada. Entre las ventajas que ofrece esta técnica esta la de

brindar ganancias genéticas rapidas, adecuadas para programas de mejoramiento genético.

1.4. OBJETIVOS.

1.4.1. Obijetivo General.

Establecer la metodologia apropiada de micropropagacion para inducir callo

embriogénico en hojas de clones de laurel (Cordia alliodora).

1.4.2. Obijetivos Especificos.

Evaluar diferentes medios de cultivo en la formacién de callo embriogénico a

partir de explantes de hojas de clones de laurel (Cordia alliodora).

Determinar la solucién madre del medio de cultivo que permita el desarrollo de

callogénesis en hojas de clones de laurel.

Establecer la respuesta de los clones de laurel a los medios de cultivo en la

formacion de callo embriogénico.



CAPITULO 2
MARCO TEORICO E HIPOTESIS

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS.

Gobmez, C. et al. (2010), en su trabajo de investigacion sobre el estudio de la
induccion de callo embriogénico a partir de tres explantos provenientes de semillas
maduras (embriones cigo6ticos maduros, hipocétilos y cotiledones) en Eucalipto. Los
resultados obtenidos luego de la investigacion indicaron que el medio “I3 (B5 + ANA
0,5mg-1* + BAP 1,0mg-1™)” produjo los mayores porcentajes de formacion de callo en

todos los explantes.

Vidales-Fernandez, I. et al. (2010), manifiestan que el cultivo in vitro de tejido
nucelar de aguacate (Persea americana Mill. cv. Hass) y la subsecuente induccion de la
embriogénesis somatica fue desarrollada. Segmentos de tejido nucelar fueron colocados
sobre un medio de cultivo con sales minerales MS, auxinas (picloram, AIB y 2,4-D) y
suplementado con caseina hidrolizada. Acido ascorbico y L-cisteina fueron probados para
reducir necrosis en obscuridad y con baja intensidad de luz. La necrosis se redujo en un
100% con la inmersion del tejido nucelar en acido ascorbico (400 mg/l) antes del cultivo in
vitro. Un 20% de callo embriogénico desarrollo sobre medio de induccién con 2,4-D (1
mg/l) después de 50 dias a 25°C en obscuridad. Sin embargo, los callos embriogénicos
desarrollaron mejor en un medio adicionado con picloram (4 mg/l) y AIB (0.4 mg/l). La
multiplicacién del callo embriogénico fue obtenida en baja intensidad de luz y cultivado
sobre medio sin reguladores por 4 semanas; los embriones maduraron sobre un medio
endurecido con agar-agar 20 g/l y germinaron en un 10% bajo cultivo de dos fases:
primero en un medio bajo en nitratos y sin reguladores, y posteriormente en medio MS
con 0.3 mg/l de BA.



2.2. MARCO CONCEPTUAL.

2.2.1.

Biotecnologia vegetal.

Segun CIAT. (1991), el cultivo de tejidos vegetales es una técnica que consiste

escencialmente en aislar una porcion de la planta (explante) y proporcionarle

artificialmente las condiciones fisicas y quimicas apropiadas para que las células expresen

su potencial intrinseco o inducido. Es necesario ademas adoptar procedimientos de asepsia

para mantener los cultivos libres de contaminacion microbiana.

Botti, C. (1992), manifiesta que la técnica de cultivo de tejidos se basa en tres

objetivos fundamentales:

2.2.1.1.

. “La parte de la planta o explante, sea 6rgano, tejido o célula, debe aislarse del

resto de la planta. Esto, efectivamente, altera las interacciones intercelulares de

los tejidos o de drganos que pueden estar ocurriendo en la planta intacta.

. “El explante debe ser mantenido en un medio definido y controlado. Las

caracteristicas genéticas fisioldgicas y bioquimicas del tejido, la composicion
quimica del medio y las condiciones fisicas del ambiente, van a determinar el

potencial de respuesta del explante”

. “Debe mantenerse asepsia. La mayoria de los medios de cultivo favorecen el

desarrollo de algas, hongos o bacterias que producen metabolitos toxicos para
el explante y, finalmente, lo destruyen. Es esta necesidad de asepsia la que,
primordialmente, influye en la organizacion y en las técnicas a emplear de un

laboratorio dedicado al cultivo in vitro”

Medios de cultivo in vitro.

Sakai.udl.es. (2010), expresa que de entre la gran diversidad de medios de

cultivo in vitro utilizados habitualmente, el medio Murashige y Skoog (MS) es el medio

mas conocido. Se elabord tomando el cultivo in vitro de tabaco como modelo y siguiendo

un procedimiento cuantitativo se determinaron las concentraciones mas adecuadas de todos
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los nutrientes. EI medio MS es apto para la mayoria de las especies, por lo que es de

amplia utilizacion, excepto para las mas sensibles a la salinidad ya que se caracteriza por

tener una elevada concentracion salina. En esos casos puede recurrirse a otros medios o

simplemente utilizarlo diluido (1/2 MS, 1/4 MS). En la préactica los distintos medios se

caracterizan por presentar también diferente composicion quimica, como se sefiala en el

cuadro 1.

CUADRO 1. COMPOSICION DE ALGUNOS MEDIOS DE CULTIVO

Constituyentes

Medios (mg 1™

Inorgénicos White's | Heller's | MS ER B5 Nitsch's | NT | WPM
NH;NO; - - 1.650,0 | 1.200,0 - 720,0 | 825,0 | 400,0
KNO; 80,0 - 1.900,0 | 1.900,0 | 2.527,50 | 950,0 | 950,0 -
CaCl,.2H,0 - 75,0 440,0 | 440,0 150,0 - 220,0 | 96,0
CaCl, - - - - - 166,0 - -
MgS0O,4.7H,0 720,0 | 250,0 | 370,0 | 370,0 | 246,50 | 1850 | 1.233,0 | 370,0
KH,PO,4 - - 170,0 | 340,0 - 68,0 680,0 | 170,0
K>SO, - - - - - - - 990,0
(NH,)2S04 - - - - 134,0 - - -
Ca(NOs3),.4H,0 | 300,0 - - - - - - 556,0
NaNO; - 600,0 - - - - - -
Na;SO,4 200,0 - - - - - - -
NaH,PO,.H,0 19,0 125,0 - - 150,0 - - -
KCI 65,0 750,0 - - - - - -
Kl 0,75 0,01 0,83 - 0,75 - 0,83 -
H3BO3 1,30 1,0 6,20 0,63 3,0 10,0 6,20 | 6,20
MnS0O,.4H,0 7,0 0,10 22,30 2,23 - 25,0 22,30 -
MnS0O,4.H,0O - - - - 3,0 - - 16,90
ZnS0,4.7H,0 3,0 1,0 8,60 - 2,0 10,0 - 8,60
ZnS04.4H,0 - - - - - - 8,60 -
Zn.Na,.EDTA - - - 15,0 - - - -
Na;Mo004.2H,0 - - 0,25 | 0,0025 | 0,25 0,25 0,25 | 0,25
MoO; 0,0001 - - - - - - -
CuS0,4.5H,0 0,001 0,03 0,025 | 0,0025 | 0,025 0,025 | 0,025 | 0,25
CoCl;.6H,0 - - 0,025 | 0,0025 | 0,025 - - -
C0S0,.7H,0 - - - - - - 0,03 -
AlCl; - 0,03 - - - - - -
NiCl;.6H,0 - 0,03 - - -




2.21.1.1. Macroelementos.

Uam.es. (2010), expresa que los elementos esenciales se clasifican segun un
criterio de cantidad, en macronutrientes y micronutrienetes. La diferencia se encuentra en
las concentraciones relativas que presentan unos y otros en los tejidos vegetales.
Consideramos macronutrientes minerales a los que estan presentes en el tejido por encima
del 0.1%, y son: N, S, P, K, Cay Mg. Los elementos C, H y O, aunque son nutrientes, no
se incluyen en estos fundamnetos de la nutricion mineral, por no ser objeto de adicion
como fertilizantes de los cultivos. EI N, Sy P, junto con C, H y O, son los constituyentes
mayoritarios de las moléculas estructurales de las plantas, mientras que K, Ca y Mg,
desempefian funciones que tiene que ver con el agua y la conformacién de proteinas.

Todos participan también en otras funciones basicas en el metabolismo de las plantas.

Nitrégeno.

Uam.es. (2010), expresa que es un nutriente de gran importancia debido a su
presencia en las principales biomoléculas de la materia vegetal; si afiadimos que los suelos
suelen soportar un déficit de este elemento, tendremos que, junto al potasio y el fésforo, es

uno de los elementos claves en la nutricion mineral.

Fosforo.

Segin Uam.es. (2010), es un nutriente de baja disponibilidad en el suelo, a
pesar de ser relativamente abundante. Después del nitrogeno, es el que mas gasto supone
como abono de los cultivos. El fosforo forma parte de moléculas de caracter energético
como puede ser el adenosin trifosfato (ATP) o la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
(NADPH). En este ultimo caso forma un enlace éster fosforico con grupos hidroxilos y en
el otro, en el ATP, forma enlaces tipo anhidrido de acido ricos en energia. Realiza una
funcion clave en la fotosintesis, la respiracion celular y todo el metabolismo energético.
También tiene un papel estructural como enlace fosfodiester presente en los &cidos
nucleicos y en los fosfolipidos. Tiene una funcion metabolica, en la regulacion de la
sintesis y transporte de hidratos de carbono y favorece el desarrollo de las raices al

comienzo de la vegetacion.



Potasio.

Uam.es. (2010), indica que el potasio es el elemento relativamente
abundante en la naturaleza. Es junto a N y P, de los mas utilizados como fertilizantes
inorganicos. Su principal funcién es la de osmorregulador e interviene en el mantenimiento
del turgor de la célula, en la apertura y cierre estomatico, asi como en las nastias y
tactismos. El potasio también actida como activador enzimatico en mas de 50 sistemas
enzimaticos, que requieren una concentracion elevada de K* en el medio, para alcanzar una
actividad Optima. Asi, el potasio interviene en distintos procesos metabolicos
fundamentales como la respiracién, la fotosintesis, y la sintesis de clorofilas. Estimula la

formacion de flores y frutos y aumenta la eficiencia del nitrogeno.

Azufre.

Uam.es. (2010), expresa que el azufre es el nutriente relativamente menos
investigado debido a la falta aparente de carencias de S en los cultivos, dificultades
analiticas y el aporte indirecto de S como acompafante de otros abonos y plaguicidas. El
azufre se encuentra en los aminoacidos azufrados cisteina y metionina. También se integra
en diversas coenzimas (coenzima A, biotina, acido lipdico, etc.), forma parte de
sulfolipidos de membrana y heteropolisacaridos. El azufre juega un papel destacado en la
regulacién redox de citoplasma y cloroplasto, sobre todo a través del glutation, tripéptido

que incluye cisteina.

Calcio.

El mismo autor sefiala que el calcio es un elemento relativamente abundante
en la corteza terrestre. En la célula vegetal se encuentra fuera del citoplasma. Juega, entre
otros, un papel hormonal o de segundo mensajero. Se adiciona en el encalado de suelos
acidos. La mayor parte del calcio que se absorbe se localiza extracelularmente en la pared
celular (en los pectatos), y en las membranas, ayuda a la estructuracion de la lamina media
de la pared celular, aumenta la resistencia mecanica de los frutos, es un mensajero
citoplasmatico para algunas hormonas, normaliza la actividad en la fosforilizacion de

algunas proteinas, es un activador y regulador de algunas enzimas, actia sobre la
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permeabilidad diferencial de la membrana plasmatica, estimula el desarrollo de hojas y

raices, promueve a formacion de nucleo y mitocondrias.

Magnesio.

Uam.es. (2010), expresa que es un elemento relativamente abundante en la
corteza terrestre, y se estudia asociado al calcio, potasio y sodio. En planta es significativo
su papel como constituyente de la molécula de clorofila. Una parte del Mg soluble se
encuentra en el espacio intratilacoidal y actuara como activador enzimatico al iluminarse el
cloroplasto. También interviene en el metabolismo energético de la planta, ya que participa
como catidn puente en reacciones importantes con el ATP, en la transferencia del grupo

fosforilo. Activador de enzimas del metabolismo glucidico y sintesis de acidos nucleicos.

2.2.1.1.2. Microelementos.

Botti, C. (1992), manifiesta que los componentes esenciales son: Hierro
(Fe), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Boro (B), Cobre (Cu), Cobalto (Co) y Molibdeno (Mo).
Al menos cinco son esenciales para la sintesis de clorofila y funcionamiento de
cloroplastos: (Fe, Mn, Mo, Zn, Cu). Zn y Cu estan relacionados con enzimas que
intervienen en la oxidacion de fenoles y acido abscisico. Cu es componente de la vitamina
B1, relacionada con la sintesis de acidos nucleicos. EI B es necesario para aumentar la
actividad meristematica (participa en la sintesis de bases nitrogenadas). Varios
micronutrientes tienen relacion con la sintesis y la actividad de los reguladores de
crecimiento (Zn, B, Mn y Cu). El yodo (1) se agrega, generalmente, porque se ha visto que
mejora el crecimiento de los tejidos cultivados y en algunos casos previene la oxidacion de

los tejidos.

2.2.1.13. Vitaminas.

Ayerbe, L. (1990), expresa que una o varias de las siguientes vitaminas se
utilizan algunas veces en el cultivo in vitro: inositol, vitamina By, Vitamina B, Vitamina
Bs, Vitamina E, pantotenato de calcio o acido pantoténico, acido félico, riboflavina, acido
ascorbico (Vitamina C), é&cido nicotinico, biotina (Vitamina H), 4acido para—

aminobenzoico. A veces se utilizan altas concentraciones de acido ascérbico, lo que no
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quiere decir exactamente que la planta tenga necesidades elevadas, pero se utiliza la

Vitamina C en altas concentraciones como antioxidante.

2.2.1.1.4. Reguladores del crecimiento.

Thorpe, (1994), referido por Wahby, 1. (2007), sefiala que los principales
reguladores de crecimiento son las auxinas, citoquininas y otros reguladores como las
giberelinas, oligosacarinas, acido abcisico y etileno. Las auxinas mas importantes son el
acido indolacético (AlA), acido naftalenacético (ANA), acido indolbutirico (AIB) y acido
2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Esta clase de fitohormonas se conoce por su accién sobre
la elongacidn celular y expansion de los tejidos, division celular (formacién de callo) y
formacién de raices adventicias. En cuanto a las citoquininas, las mas comunes son la
Kinetina, N°-bencilaminopurina (BA 6 BAP), zeatina y 6-(y,y-dimetilamino) purina (2iP).
Las citoquininas se utilizan frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo,
disminuyen la dormancia apical por lo que promueven la formacién de brotes axilares,
retardan el envejecimiento y, en concentraciones elevadas, pueden inducir la formacién de

brotes adventicios e inhibir la formacion de raices.

Ayerbe, L. (1990), menciona que las hormonas son, por definicion
compuestos organicos sintetizados por las plantas superiores, que influyen sobre el
crecimiento y desarrollo; actGan generalmente en lugares diferentes a donde son
producidas y se encuentran presentes y activas en muy pequefias cantidades. A parte de
estos productos naturales, se han desarrollado también otros de tipo sintético que pueden
tener una actividad semejante a la de los primeros. Al conjunto de estos productos
sintéticos, junto con las hormonas, se denomina reguladores y son los responsables, en
primer lugar, de la distribucion de los compuestos que la planta biosintetiza. También
determinan el crecimiento relativo de todos los 6rganos de la planta. Los reguladores del

crecimiento son:

Auxinas.

Ayerbe, L. (1990), sefiala que las auxinas generalmente producen:
elongacion celular y expansion de los tejidos, division celular (formacion de callo), y

formacion de raices adventicias, inhibicién de la formacion de vastagos axilares y
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adventicios, y frecuentemente embriogénesis en los cultivos en suspension. Con una baja
concentracion de auxinas predomina la formacion de raices adventicias, mientras que con
altas concentraciones de auxinas no se producen raices, y tiene lugar, en cambio, la

formacioén de callo.

Hess y Carman, (1991), citados por Cadavid. (2006), reportan que los
tejidos embriogénicos son muy ricos en Acido abscisico (ABA), mientras que el contenido
de Acido 3-Indol Acético (AlIA) varia considerablemente de una especie a otra. La
adquisicion de la capacidad embriogénica de los callos puede estar relacionada con el

establecimiento de un balance especifico entre diferentes hormonas de tipo endogénico.

Montoro, et al, (1992), citado por Cadavid. (2006), establece que las auxinas
juegan un papel muy importante en el desarrollo de embriones somaticos, pero igualmente
manifiesta que las citoquininas interactian con las auxinas en la regulacion de la

ontogénesis de los embriones.

CIAT. (1991), menciona que las auxinas se utilizan en concentraciones que

varian de 0,001 a 10 mg/l, con un punto 6ptimo alrededor de 0,1 a 1 mg/I.

Hurtado y Merino. (1988), sefialan las siguientes auxinas utilizadas en la

preparacion de medios de cultivo.

Acido 3-indolacético (AIA)
Acido 3-ndolbutiroco (AIB)
Acido naftalenacético (ANA)
Acido 4-clorofenoxiacético (CPA)

Acido 2, 4-diclorofenoxiacético (2, 4-D)

Citoquininas.

Seguin Ayerbe, L. (1990), las citoquininas se utilizan frecuentemente para
estimular el crecimiento y desarrollo, generalmente estimulan la division celular, sobre
todo si van en compafiia de una auxina. En concentraciones altas puede inducir la

formacion de vastagos adventicios, sin embargo, se inhibe la formacion de raices, las
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citoquininas promueven la formacion de vastagos axilares, porque disminuyen la

dominancia apical, también retardan el envejecimiento.

Hurtado y Merino (1988), mencionan que las citoquininas se usan en
concentraciones de 0,03 a 30 mg/l, y nos presentan las siguientes citoquininas utilizadas en

la preparacion de medios de cultivo.

N® Bencil aminopurina (BA) 6 (BAP)
N® Dimetil alil aminopurina (2iP)
N® Furfuril aminopurina (cinetina)

N® (4-hidroxi, 3-metil, 2-butenil) adenina (zeatina)

Giberelinas.

Ayerbe, L. (1990), expresa que este grupo de compuestos generalmente no
se utiliza en cultivos in vitro de plantas superiores, ya que en la mayoria de los casos no
son sustancias esenciales. Las giberelinas inducen la elongacion de los entrenudos y el
crecimiento de los meristemos o yemas in vitro. Generalmente inhiben la formacion de

raices adventicias y también la formacion de vatagos adventicios.

Acido abscisico.

Segun, Pilet y Roland, (1971), citados por Ayerbe, L. (1990), en la mayor
parte de los casos el acido abscisico produce un efecto negativo en los cultivos in vitro, y
las referncias a crecimiento de callo y embriogénesis son probablemente incidentales.

Etileno.

De acuerdo a Mele, et al., (1982), citados por Ayerbe, L. (1990), se sabe que

tanto el cultivo de 6rganos como el de callos pueden producir etileno, una hormona

gaseosa.
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2.2.1.2.  Factores fisicos que intervienen en la produccion in vitro.

Segun, Murashige et al., (1968), citado por CIAT. (1991), la organogénesis
puede estar afectada por una gran variedad de factores como la luminosidad que es un
factor critico para la iniciacion de yemas en el cultivo de callos, la temperatura que
generalmente para el cultivo de tejidos se mantiene a 25° Celsius, sin embargo, las
temperaturas que estén dentro de los 18° y 28° Celsius son consideradas también efectivas,
la consistencia del medio es también un factor muy importante ya que si se preparan
medios con altas cantidades de agar producen un medio ambiente con mucho estrés para
las plantas, lo cual reduce la formacion de meristemoides, entre otros factores que afectan
la organogénesis estan el pH del medio, la polaridad del explante, la humedad relativa y la

fase gaseosa del medio de cultivo.

Marin, (2010), manifiesta que los cultivos de tejidos vegetales deben
conservarse en condiciones apropiadas para su mantenimiento, tratando de reproducir las
condiciones naturales mas favorables. La luz, temperatura y humedad relativa son los
factores ambientales mas importantes. La luz interesa en distintos aspectos: la intensidad,
el fotoperiodo y la calidad especral. La luz es importante no tanto para la fotosintesis de los
tejidos que, si se produce, en muy baja proporcién, sino para que la fotomorfogénesis tenga
lugar y se produzcan brotes de aspecto normal. La temperatura se regula en torno a los 22 y
25° Celsius, pero durante el periodo iluminado, en el interior de los frascos de cultivo es
ligeramente superior (1-2 grados) debido al efecto invernadero. En el interior de los frascos
se mantiene una alta humedad relativa, cercana a la saturacion, debido a las condiciones de
estanqueidad casi total necesaria para mantener la asepsia, y que solo permiten un pequefio
intercambio gaseoso, creando un ambiente favorable para el crecimiento y la

multiplicacion de los brotes.

2.2.1.3.  Embrigénesis somética.

Botti, C. (1992), manifiesta que existen dos tipos de embriogénesis; la directa,
es poco comun y normalmente se originan los embriones somaticos, de embriones
cigéticos o de partes de las plantulas. La embriogénesis indirecta produce callo que
adquiere potencial embriogénico en algunos sectores, ya que se pueden utilizar diversos

explantes, éste puede ser un método muy eficiente de micropropagacion.
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Litz y Jarret, (1991), citado por Quintero, M. (2003), expresa que se considera
a la embriogénesis somatica (asexual o adventicia) como un proceso biolégico mediante el
cual se logra la induccion y desarrollo de embriones a partir de células somaticas, pero sin
la fusibn gamética, en otras palabras, es un proceso mediante el cual se produce una
estructura bipolar (embridn) caracteristico de embriogénesis cigética, pero a partir de una

célula somatica.

Kole. (2007), en su trabajo de investigacion argumenta que las primeras plantas
de la embriogénesis somatica se obtuvieron de forma simultanea en China y Malasia de la
pared de la antera. Las fases sucesivas en la embriogénesis son callogénesis,
diferenciacion, multiplicacion y regeneracion de plantas. Esto se produce gracias a la sabia
combinacion de 2,4-D (Acido 2, 4-diclorofenoxiacético) y BAP (Bencil aminopurina) y un
aumento en la concentracion de sacarosa lo que promueve la estimulacion de callogénesis

en la oscuridad.

Estudios realizados por Carron, et al. (1988), citado por Cadavid. (2006),
indica que, a partir de integumento, en el medio para la induccién de callogénesis, la
adicion de sustancias tales como calcio, sacarosa y fitohormonas, permiten estimular la
formacion de I6bulos friables en los callos. Ademés, comenta el mismo autor, se deben
relizar entre 4 a 6 subcultivos en el mismo medio de iniciacion, para estimular la formacion
de callos friables e inhibir al mismo tiempo la manifestacion temprana de la embriogénesis
somatica. lgualmente, establecieron que la calidad de tejido friable no es un caracter Gnico
y suficiente para definir una completa embriogénesis, también es preciso que el callo

adquiera una fuerte capacidad de proliferacion.

Estudios posteriores realizados por el mismo autor, han demostrado que
aunque la adicion de kinetina y BAP en el medio de cultivo puede oscurecer el color de los
callos en el medio de induccion de callogénesis, ambos reguladores promueven la
induccion de la embriogénesis somatica y la posterior conversion de los embriones a

plantulas.

Estudios de tipo histoldgico realizados por Michaux - Ferriere y Carron (1989),
citados por Cadavid. (2006), mostraron que entre los dias 15 a 40, los callos son ricos en

células polifendlicas lo cual reduce su potencial de multiplicacion ocacionando dureza,

16



cambio de color y baja tasa de crecimiento del callo; a partir del dia 40 los callos
generalmente se vuelven necroticos debido al desbalance entre auxinas y citoquininas en el

medio de cultivo.

Kamada, et al., (1986), citado por Wahby, I. (2007), expresa que el cultivo in
vitro es aplicado en la mejora agronomica, para realizar estudios teoricos sobre fisiologia y
bioguimica, para la conservacién de germoplasma, para la seleccion in vitro o hibridacion
somatica, o para la introduccion de nuevas caracteristicas en las plantas mediante
ingenieria genética (transformacién genética). Finalmente, cabe mencionar que la
importancia de disponer de un protocolo de cultivo y regeneracién in vitro reside,
igualmente, en su indespensabilidad como paso previo a la transformacion de modo que de
una o varias células transformadas sea posible obtener un individuo con las caracteristicas

deseadas

Flick, et al, (1983) y Grattapaglia y Machado (1990), citados por
Figueiredo y Esquivel, (1991), informaron que, en general, los medios de cultivo que
contienen altas concentraciones de auxina y bajas concentraciones de

citoquinina promover la proliferacién celular que resulta en la formacién de callos.

Pierik, 1990, citado por Daquinta, et al., (2003), manifiesta que la mayor
respuesta morfogénica puede ser atribuida a la mayor juvenilidad de las células del peciolo

que las células de los segmentos distal.

El- Hadrami, and I. D Auzac, (1992), citados por Cadavid. (2006), en su
trabajo de investigacion compararon diferentes concentraciones de 2,4-D y BAP, y
observaron que el suministro de estos reguladores de crecimiento mejora el potencial
embriogénico comparado con el medio de control, en el cual no estaban presentes ambas

hormonas.
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2214, Fases de la micropropagacion.

2.2.1.4.1. Etapa de establecimiento del cultivo.

Ochoa, FAO. (1990), citado por Silva, L. (1998), manifiesta que para
cultivar tejidos u érganos se sigue una serie de principios basicos. Para iniciar es necesario
seleccionar y separar de la planta el material que se desea cultivar, posteriormente se
procede a eliminar los microorganismos que se encuentran contaminando el material
vegetal, y por Gltimo se debe proporcionar a las células, tejidos u 6rganos un medio
ambiente apropiado a través de medios de cultivo sintéticos y condiciones de incubacion
adecuadas. Tanto la asepsia como la inoculaciéon del material vegetal se deben realizar en

un ambiente estéril.

2.2.1.4.2. Etapa de proliferacion.

Botti, C. (1992), manifiesta que en esta etapa se observa un desarrollo de los
meristemoides en los brotes o embriones inducidos el la etapa anterior, y una nueva
induccidn de yemas a partir de estos brotes, o nueva induccion de embriones a partir de los

primeros.

2.2.1.4.3. Etapa de elongacién.

Krikorian (1991), citado por Montero (1998), sefiala que en este estado, el
explante se multiplica con la formacién de callos o sin ella, segin las condiciones del
cultivo. La fase intermedia de la formacion de callos se evita cuando se tienen fines de
micropropagacion debido al hecho ya ampliamente conocido, de que las plantas

provenientes de callo pueden presentar diferentes grados de variacion somaclonal.
2.2.1.4.4, Fase de enraizamiento in vitro.
Perea (1991), citado por Montero (1998), expresa que para el desarrollo de

raices, los brotes diferenciados requieren cambios en la composicion del medio y en las

condiciones de crecimiento.
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2.2.2. Laurel Blanco (Cordia alliodora (Ruiz y Pavon) Oken)

2.2.2.1. Raiz.

Little, A. (1969), citado por INEFAN, (1995); CORMADERA — OIMT,
(2001), expresa que el Laurel posee un sistema radicular grande y superficial, la raiz
principal es amplia, profunda y fusiforme, que en pocos afios se transforman en
axonomorfas con lo que se convierte en un sistema radicular amplio y profundo con raices

laterales bien desarrolladas. Presenta raices tablares bajas angostas.

2.2.2.2. Tallo.

CORMADERA - OIMT, (2001), menciona que cuando el laurel es joven el
fuste es cilindrico y recto y en su etapa madura algo acanalado y subcilindrico. Puede
presentar aletones pequefios sencibles al viento. La corteza es levemente de color café
oscura cubierta de liquenes blancos. En su etapa de madurez es finamente fisurada
longitudinalmente. La corteza interna (viva) es café —amarillenta clara, cambiando a pardo
oscura muy rapidamente después de ser expuesta al aire, laminar y fibrosa, su grosor total

es de ocho a quince milimetros.

Worldagroforestrycentre.org, (2010), expresa, “Cordia alliodora crece a mas de
40 m. Fuste generalmente recto, cilindrico, a menudo clara de ramas de hasta el 50-60% de
la altura total del arbol. Puede o no puede ser reforzado, en suelos poco profundos,
contrafuertes puede extenderse desde 1 hasta 1,5 m hasta el tronco. En los sitios buenos,
C. alliodora normalmente alcanza un didmetro a la altura del pecho de 30 a 50 cm, aunque
puede exceder de 1 m. Corteza lisa, de color verde cuando es joven, negro verdoso, lisa 0
con fisuras estrictamente al madurar. La delgada, oscurece duro, sin corteza palida

rapidamente sobre la exposicion a la luz.”

2.2.2.3. Follaje.

Herbaria.plants.ox.ac.uk, (2010), expresa que el laurel tiene hojas simples,
pecioladas y alternas, mas o menos puntiagudas en la base, de hasta cinco centimetros de

ancho y diez y ocho centimetros de longitud, con el envés cubierto de pelos estrellados.
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CORMADERA - OIMT, (2001), sefiala que las hojas de laurel son simples,
alternas, con peciolos peludos de dos a tres centimetros, oblongadas, enteras, acuminadas,
dispuestas en espiral, agrupadas al final de las ramillas, no poseen estipulas, con una
longitud de cinco hasta veinte centimetros y de dos a cinco centimetros de ancho; asperas,
de color verde oscuras y opacas por el haz; tomentosas y verdes mas claras por el envés.

Cubiertas por diminutos pelos estrellados.

2.2.2.4.  Floresy frutos.

Little, A. (1969), citado por INEFAN. (1995), expresa que las flores en laurel
son racimos florales (paniculas grandes de diez a treinta centimetros de largo), las flores
son blancas, fragantes, tubulares que se van tornando de color cafe. El fruto es una
nuececilla de aproximadamente unos cinco milimetros de largo, con caliz y corola

persistentes, la que sirve como ala para la dispersion por el viento.

Segun, Herbaria.plants.ox.ac.uk. (2010), las flores del laurel son de un
centimetro de largo y ancho, con cinco pétalos blancos, se puede encontrar de cincuenta a
tres mil flores por inflorescencia. Producen néctar y son polinizadas por abejas y otros
insectos. Los pétalos se vuelven color café y actian como un paracaidas para la dispersion
por el viento. Aungue se utiliza el término semilla principalmente para describir la unidad
de dispersion, técnicamente es un fruto seco. Generalmente se desarrolla solo un embrion

por fruto.

2.2.2.5.  Descripcion de la semilla de laurel.

Little, A. (1969), citado por INEFAN, (1995), manifiesta que las semillas de
Cordia alliodora pueden ser hasta cinco milimetros de longitud, llegando a existir de
veinte mil a treinta mil semillas en un kilogramo. Con un 54% de humedad y hasta un 80%

de poder germinativo.

Herbaria.plants.ox.ac.uk. (2010), menciona que el laurel produce mucha
semilla, pero la época de recoleccidn es critica. Con el periodo extendido de floracion hay
que retrasar la recoleccién para maximizar la cantidad de semilla madura. Lo primero en

caer del arbol son mayormente flores no fertilizadas (parecen vanas) y no semilla. El
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tiempo Optimo de recoleccion es aproximadamente siete semanas después del momento en
que las flores han abierto y los pétalos estan blancos. Como regla general, la recoleccion de
un arbol debe retrasarse hasta dos semanas después de que las Ultimas flores hayan abierto
en ese arbol. La semilla esta madura cuando el embrion esta duro, como un grano de arroz,
e inmadura si el embrion todavia esta suave y translicido. La semilla es predada (hasta
50% de semilla) por gorgojos bruchidos (Amblycerus spp.). La semilla atacada es obvia
por el hoyo de deja al salir el gorgojo adulto y el grado de ataque varia entre afios. Hay que
secar la semilla durante 4-5 dias bajo sombra y remover los gorgojos y la semilla atacada

por ellos durante el venteo.

De acuerdo con Conabio.gob.mx, (2010), Cordia alliodora posee un porcentaje
de germinacion de 55 a 85 %. En 2 6 3 semanas se obtiene un 80 % de germinacion cuando
las semillas frescas se siembran rapidamente (sin pretratamiento) y una viabilidad, latencia
0 longevidad a temperatura ambiente, la semilla pierde su viabilidad en un mes.
Almacenadas en envases herméticamente sellados a 5 °C y 8 % de humedad se logra una

viabilidad del 50 al 70 % por mas de 14 meses.

Liegel, L.H. y Stead J.W. (1990), de acuerdo a la experiencia del Instituto de
Dasonomia de Oxford, las semillas sin refrigerar pueden perder completamente su

viabilidad en un periodo de 5 a 6 meses.

2.2.2.6.  Descripcion de los clones de laurel.

ENDESA y BOTROSA. (2011), explican que el Laurel (Cordia alliodora) es
un arbol heliéfito pionero del bosque neotropical. Endesa y Botrosa lo han plantado desde
la década de los setenta. En ese material se han encontrado algunos arboles sobresalientes
como para reproducir asexualmente. Este material genético superior y reproducir

poblaciones con mejoramiento genético.

El mismo autor expresa que, en 1996 se inicid un ensayo de reproduccion
asexual clonal mediante plantulas y estacas. En 1997 se inicia una produccién de ensayo de
varios individuos y en 1998 se establece el primer ensayo clonal de Laurel con 9 arboles al
bulto. Actualmente el programa identifica 72 clones. Los arboles mas grandes en una

escala de cerca de 45 m de alturay 100 cm de DAP (diametro a la altura del pecho, medido
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a 1,30 m del suelo) en la edad adulta. El tallo es generalmente cilindrico, recto, delgado y
con frecuencia carecen de ramificaciones hasta en un 60% de la altura total del arbol,
incluso en individuos que crecen aislados, la corteza de color blanco grisaceo a pardo. En
2007 se establece la primera plantacion comercial que alcanza 80 hectareas. Se
establecieron 154 parcelas permanentes en la plantacion de Laurel clonal, durante el 2008.
Las parcelas son lineales de 25 individuos cada una. La secuencia de medicion puede ser

entre 1 y 3 afios.

2.3. HIPOTESIS.

La utilizacion de medios de cultivo in vitro determina un alto indice de formacion de

callo en hojas de laurel

2.4. VARIABLES DE LA HIPOTESIS.

Variable independiente: Medio de cultivo

Variable dependiente: Formacion de callo

22



2.5. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

CUADRO 2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

CONCEPTO INDICADORES INDICE
Variable dependiente
Formacion de callo
Es el proceso por el cual las células | Numero de callos Cantidad

vegetales crecidas en condiciones
asépticas sobre medios de cultivo
adicionados con hormonas vegetales,
pueden dividirse dando una
desdiferenciacion celular acompafiada
de crecimiento tumoral, que da lugar a
una masa de células indiferenciadas
denominada callo, la cual bajo las
condiciones adecuadas es capaz de

generar 6rganos o embriones somaticos.

Dias a la formacion del callo

Color del explante

Color del callo

Porcentaje de callos formados

NUmero de dias

Matiz

Matiz

Porcentaje (%)

Variable Independiente

Medios de cultivo

Un medio de cultivo consiste en una
solucion que cuenta con los nutrientes
necesarios  para  permitir  (bajo
condiciones favorables de pH vy
temperatura) el  crecimiento de
organismos. Segun que se quiera hacer
crecer, éste requerira ciertas

condiciones.

Contenido

Quimico

Respuesta al
estimulo del

medio
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CAPITULO 3
METODOLOGIA

3.1. ENFOQUE, MODALIDAD Y TIPO DE INVESTIGACION.

Esta investigacion es cualicuantitativa; cualitativa porque se analizd varias
cualidades; cuantitativo, por cuanto todos los datos obtenidos se pudieron medir, procesar
y ordenar en el transcurso de la investigacion; modalidad de laboratorio, es decir, que la
investigacion se la realizd en el laboratorio de biotecnologia de acuerdo al disefio

experimental planteado

La investigacion se realizo con un disefio experimental de acuerdo a los factores de
estudio, este disefio fue apto a la investigacion realizada y de facil desarrollo; el tipo de
investigacion es experimental porque hace referencia al manejo de variables como son los
medios de cultivo. Los resultados han sido enunciados en cuadros estadisticos tabulados,

ordenados y explicados
3.2. UBICACION DEL ENSAYO.

El ensayo se llevd a cabo en el laboratorio de micropropagacion de la empresa
Bosques Tropicales S.A. (BOTROSA), localizada en el sector de Guajalo, al Sur de la
ciudad de Quito, provincia de Pichincha.

3.3. FACTORES DE ESTUDIO.

3.3.1. Clones de Laurel.

S27B C1
R162A3 C2
R162A9 C3
P402C C4
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3.3.2.  Medios de cultivo.

M1: 50% del medio Murashige y Skoog + 309/l de azucar

M2: 50% del medio Murashige y Skoog + 30g/I de azucar + 2mg/l de 2,4-D

M3: 50% del medio Murashige y Skoog + 30g/l de azucar + 2mg/l de 2,4-D +
1mg/l de BAP

M4: 50% del medio Murashige y Skoog + 30g/l de azucar + 2mg/l de 2,4-D +
1mg/l de BAP + 100 mg/I de Caseina Hidrolizada

M5: 50% del medio Driver y Kuniyuki (DKW) + 30g/l de azucar

M6: 50%del medio Driver y Kuniyuki (DKW)+ 30g/I de azucar + 2mg/I de 2,4-D

M7: 50% del medio Driver y Kuniyuki (DKW) + 30g/I de azucar + 2mg/l de 2,4-
D + 1mg/l de BAP

M8: 50% del medio Driver y Kuniyuki (DKW) + 30g/I de azucar + 2mg/l de 2,4-
D + 1mg/l de BAP + 100 mg/l de Caseina Hidrolizada

3.4. DISENO EXPERIMENTAL.

Se utiliz6 un disefio de parcelas divididas, donde las parcelas fueron los clones y las
subparcelas los medios de cultivo, con 5 repeticiones. Se realizé pruebas de significacion
de Tukey al 5% para las fuentes de variacion que resultaron significativas.

3.5. TRATAMIENTOS.

Los tratamientos se detallan en el cuadro 3.
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CUADRO 3. TRATAMIENTOS

TRATAMIENTOS

FACTORES DE ESTUDIO

Ne° Simbolo Clon Medio de cultivo

1 CimM1 S27B | 50% MS + 30g/l azucar

2 CiM2 S27B | 50% MS + 30g/l azucar +2mg/l 2,4-D

3 CiM3 S27B | 50% MS + 309/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

4 CimM4 S27B | 50% MS + 309/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/l CH

5 C1M5 S27B | 50% DKW + 30g/I azlcar

6 C1M6 S27B | 50% DKW + 30g¢/l azucar + 2mg/l 2,4-D

7 Cim7 S27B | 50% DKW + 309/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

8 CiM8 S27B | 50% DKW + 309/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/l CH
9 C2Mm1 R162A3 | 50% MS + 30g/l aztcar

10 ca2m2 R162A3 | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D

11 c2m3 R162A3 | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

12 C2m4 R162A3 | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/lI CH
13 C2M5 R162A3 | 50% DKW + 30g/l azlcar

14 C2M6 R162A3 | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D

15 C2M7 R162A3 | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

16 Cc2Ms8 R162A3 | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/l CH
17 C3mM1 R162A9 | 50% MS + 30g/l aztcar

18 C3M2 R162A9 | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D

19 C3m3 R162A9 | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

20 C3m4 R162A9 | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/lI CH
21 C3M5 R162A9 | 50% DKW + 30g/l azlcar

22 C3M6 R162A9 | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D

23 C3Mm7 R162A9 | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

24 C3Ms8 R162A9 | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/l CH
25 Cam1 P402C | 50% MS + 30g/l azucar

26 C4amM2 P402C | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D

27 C4aM3 P402C | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

28 CaM4 P402C | 50% MS + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/l CH
29 C4M5 P402C | 50% DKW + 30g/l azlcar

30 C4aM6 P402C | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D

31 Cam7 P402C | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP

32 C4am8 P402C | 50% DKW + 30g/l azucar + 2mg/l 2,4-D + 1mg/l BAP + 100 mg/l CH
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3.6. DISENO O ESQUEMA DE LABORATORIO.

3.6.1. Esquema de las unidades experimentales en el laboratorio.
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GRAFICO 1. Esquema de las unidades experimentales en el laboratorio

Caracteristicas del ensayo experimental.

NuUmero total de tratamientos:
Numero de tratamientos para cada clon:
Numero de repeticiones para cada tratamiento

Numero total de unidades experimentales:

Numero total de unidades experimentales/clon:

Volimen de medio por unidad experimental:

Volumen total de medio de cultivo:
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3.7. DATOS TOMADOS.

3.7.1. Coloracion del explante.

Esta variable se tom6 considerando el color del explante, al momento de la

introduccidn. El color del explante se comparo con la tabla Munsell para vegetales.

3.7.2. Dias a la formacion del callo.

Se contabilizd el nimero de dias desde la siembra del explante hasta que se

produzca la formacion de callo hasta los 45 dias.

3.7.3. Color del callo.

La variacion de color del callo, se observo a los 15, 30 y 45 dias. Esta variable se

compard con las tablas de Munsell para vegetales.

3.7.4. Numero de callos.

Del total del tratamiento y las repeticiones de los explantes se contabilizé el
namero de callos formados desde la siembra hasta los 15, desde los 15 hasta los 30 y desde
los 30 hasta los 45 dias.

3.7.5. Porcentaje de callos formados.

El nimero de callos formados se expresaron en porcentaje.

3.8. MANEJO DE LA INVESTIGACION.

3.8.1. Obtencidn y almacenamiento de las hojas de laurel.

La obtencion de las hojas de laurel se realizé de las plantulas existentes en el

vivero del laboratorio de la empresa BOTROSA de aproximadamente un afio de edad, las
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mismas que se mantubieron en condiciones adecuadas de humedad y temperatura durante

toda la fase de desarrollo de la investigacion.

3.8.2. Preparacion de los medios de cultivo.

Se prepararon los medios DKW y MS con las sales y en las cantidades que se
expresan en el cuadro 3, con un pH de 5,5. Posteriormente de realizados los calculos de las
necesidades de sales minerales se afiadid a cada uno de los medios de cultivo azucar, 2,4-D
(&cido diclorofenoxiacético), BAP (benzilaminopurina) y Caseina Hidrolizada en las
concentraciones establecidas anteriormente, teniendo en cuenta los protocolos de los

medios a utilizarse.

e Una vez escogida la formulacion del medio de cultivo, se procedié a su

preparacion.

e Se preparon las soluciones stock concentradas de las distintas sales minerales,
agrupados de forma que no se produzcan fendmenos de precipitacion. Para esto
se trabaja con una solucidn stock de macronutrientes, una de micronutrientes,
una de hierro con un agente quelante, otra de vitaminas, asi como con

soluciones especificas para los demas componentes del medio.

e Una vez obtenido el volumen de medio deseado se procedié a ajustar su pH al

valor prefijado mediante la adicién de NaOH y/o HCI 0.1-1 N.
e A continuacion, se afiadio el agente solidificante, se disolvid por calentamiento

breve para, finalmente, ser dosificado en los contenedores adecuados. Como se

sefiala en el cuadro 4.
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CUADRO 4. SALES DE LOS MEDIOS DKW 'Y MS.

Sales minerals

(Murashige and
Skoog, 1962)

DKW modificado

gl
(NH4)NO3 1.650 1.416
Ca (NO3); 3H,0 1.811
KNOs3; 1.900
CaCl,.2H,0 0.440 0.147 (1.960 si es 4 H,0)
MgS0O,.7H,0 0.370 0.74
KH2PO4 0.170 0.258
FeS0O,4.7H,0 0.0278 0.00676
Na;EDTA. 2H,0 0.0372 0.0908
MnSO4.H,0 0.0169 0.0338
K2SO4 1.56
ZnS04.7H,0 0.0086 0.0212
H;BO3 0.0062 0.0124
Kl 0.00083 0.00166
Na;Mo004.2H,0 0.00025 0.0005
CuS0.4.5H,0 0.000025 0.00005
CoCl,.6H20 0.000025 0.00005
Mioinositol 0.100 0.1
Tiamina HCI 0.0001 0.001
Acido nicotinico 0.0005 0.001
Piridoxina HCI 0.0005 0.001
Glicina 0.002
Biotina D(+) 0.00001
Glutamina (base libre ) 0.001
L-Cysteina H CI 0.001
Pantotenato de Ca 0.1
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3.8.3. Traspaso del medio (verter en los frascos).

El medio se virtio en cajas Petri esterilizadas, aproximadamente 50 ml por caja,

esto se realiz6 dentro de la cdmara de flujo laminar.

Fue mejor verter el medio cuando éste no se encontraba muy caliente, asi se evito

una alta condensacion.

Por Gltimo se tapd la caja Petri teniendo en cuenta que no exista ingreso de aire, y

evitar la contaminacién del medio.

3.8.4. Esterilizacion de la camara.

Es muy importante que para realizar una practica de laboratorio éste se encuentre
completamente desinfectado desde el inicio hasta el final de la practica, al igual que los
medios de cultivo, frascos o cajas y los explantos vegetales. La esterilizacion de los medios

y los frascos se la realizo en el autoclave por 15 minutos a 120° C y 15 atm de presion

3.8.5. Uso de la camara de flujo laminar

Primero se la desinfectd completamente con alcohol (etanol) al 90% de
concentracion. La dispersion del alcohol se la realizé con un atomizador y un pafio de
algodén para limpiar los alrededores de la cdmara, la desinfeccion se realiz6 antes y

después de utilizar la cAmara.

3.8.6. Siembra del explante

Antes de extraer los explantes se hizo una desinfeccién de los fragmentos de
planta madre para eliminar los contaminantes externos. Una vez desinfectado el material
vegetal, se mantubo en condiciones de asepsia. Ya en condiciones de asepsia, en la camara
de flujo laminar, se extrajeron los explantes del material vegetal y se colocaron en un
medio de iniciacion dentro de una caja Petri, para poder controlar la sanidad y la viabilidad
de los explantes. Se sembraron los fragmentos de hojas de 1 cm largo por 1cm de ancho, es

decir, de 1x1, en nimero de 5 en forma de cruz por tratamiento.
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CAPITULO 4
RESULTADOS, ANALISIS ESTADISTICO Y DISCUSION

4.1. Coloracion del explante

Los datos de coloracién del explante se presentan en el anexo 1. Luego de haber
comparado los diferentes colores en los respectivos clones se puede mencionar que cada

uno de ellos presenta un color caracteristico y existe una variacion entre ellos.

CUADRO 5. COLORACION DEL EXPLANTE POR CADA CLON

Clon Color

Cl 5GY 1/6
C2 5GY 4/6
C3 5GY7/8
C4 2,5G1/8

En el cuadro 5 se detallan los datos de color del explante, caracteristica fenologica del
laurel, en el cual se determiné que el clon S27B (C1), presenta el color 5GY 1/6, es decir,
GY, tejido color verde amarillento, tonalidad 5, valor 1 y saturacion 6. El clon R162A3
(C2), tiene el color 5GY 4/6, lo que representa, GY, tejido color verde amarillento,
tonalidad 5, valor 4 y saturacion 6. El clon R162A9 (C3), muestra el color 5GY 7/8, lo que
simboliza, GY, tejido color verde amarillento, tonalidad 5, valor 7 y saturacion 8. El clon
P402C (C4), posee el color 2,5G 1/8, lo que representa, G, tejido color verde, tonalidad 2,5,

valor 1y saturacion 8.
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4.2. Dias ala formacion del callo.

42.1. Dias a la formacién de callos hasta los 15 dias.

CUADRO 6. ANALISIS DE VARIANZA PARA VARIABLE DIAS A LA
FORMACION DE CALLO HASTA LOS 15 DIAS.

F.V. SC GL CM F
Repeticiones 21,46 4 5,37 2,32 n.s
Clones (C) 171,32 3 57,11 24,67 **
Error A 40,09 12 3,34

Medios de cultivo (M) 438,99 7 62,71 27,09 **
CxM 131,13 21 6,24 2,70 **
Error B 259,25 112 2,31

Total 1062,24 159

Coeficiente de variacion = 11,82%
Media = 12,87 dias
ns = no significativo

** = Altamente significativo

En base a los datos del anexo 2 se realizo6 el anélisis de varianza (cuadro 6), en el
que se registraron diferencias estadisticas al 1%, para las fuentes de variacion: clones,
medios de cultivo y la intereccion de ambos; y la no significacion para repeticiones. El
coeficiente de variacion fue de 11,82% demostrando que el experimento se llevo

adecuadamente. El promedio de dias a la formacion del callo fue de 12,87.
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CUADRO 7. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA CLONES
EN LA VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE CALLO HASTA

LOS 15 DIAS.
Clones Medias Rangos
C4 11,33 a
C3 12,53 b
C2 13,80 c
Cl 13,83 c

14,204

12,70
B

Dias a la formacion de callo

11,844

;I:‘A
11,1 T

c4 c3 c2 c1
Clones

GRAFICO 2. Prueba de significacion de Tukey al 5% para clones en la variable dias a la

formacién de callo hasta los 15 dias.

La prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Clones (cuadro 7 y gréfico
2), detecta tres rangos de significacion. En el primer rango se ubica el Clon 4 con una
media de 11,33 dias a la formacion de callo y en el ultimo rango aparecen los Clones C2 y

C1, con una media de 13,80 y 13,83 dias a la formacion de callo respectivamente.
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CUADRO 8.

PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA MEDIOS
DE CULTIVO EN LA VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE
CALLO HASTA LOS 15 DIAS.

Medios de cultivo Medias Rangos
M3 10,55
M4 11,20
M8 11,60
M7 11,85
M6 13,75 b
M2 14,00 b
M1 - -
M5 - -
2 14,26 IB
i
g 11,631 |:j_\ =
i :mti M4 Ms M7 M6 M2 M1 M5
Medios de cultivo

GRAFICO 3. Prueba de significacion de Tukey al 5% para medios de cultivo en la

variable dias a la formacion de callo hasta los 15 dias.

Aplicando la prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Medios de

cultivo (cuadro 8 y grafico 3), revela dos rangos de significacion. En el primer rango se

sittan los medios M3, M4, M8 y M7. Sobresaliendo el medio M3 con una media de 10,55

dias a la formacion de callo. En el segundo rango se presentan los medios M6, M2 y
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finalmente los medios M1 y M5, éstos dos ultimos llegando hasta los 15,00 dias sin haber

formado callo.

CUADRO 9. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA LA
INTERACCION CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO (CxM) EN LA
VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE CALLO HASTA LOS 15

DIAS.
Tratamientos Medias Rangos
C4M3 8,40 a
C4M8 8,40 a
C4M4 8,80 a b
Cam7 9,20 a b c
C3mM7 9,60 a b cd
C3M4 10,80 a b c de
C3M3 11,00 a b c de
CimMm3 11,00 a b c de
c2m3 11,80 a bcdef
C3M8 12,00 a bcdef
C2M4 12,40 b c def
C4M6 12,60 c de f
CiM8 12,60 c de f
CiM4 12,80 c d e f
C4M2 13,20 d e f
C3M2 13,40 e f
C3M6 13,40 e f
c2m8 13,40 e f
C2M6 14,00 e f
Cim7 14,20 e f
c2m7 14,40 e f
C2M2 14,40 e f
C4M5 - -
CiM2 - -
C4M1 - -
C3mMm1 - -
C3M5 - -
CimMmi - -
c2m1 - -
C1M5 - -
C2M5 - -
CiM6 - -
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Tratamientos

GRAFICO 4. Prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (CxM), en la variable dias a la formacion de callo hasta
los 15 dias.

Realizando la prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion Clones
por Medios de cultivo (cuadro 9 y grafico 4), muestra seis rangos de significacion.
Sobresaliendo en el primer rango el tratamiento que incluye al Clon C4 y al medio de
cultivo M3 y el tratamiento que envuelve al Clon C4 y al medio de cultivo M8, ambos
tratamientos presentan una media de 8,40 dias a la formacion de callo. Y por Gltimo se
ubican los tratamientos C4M5, C1M2, C4M1, C3M1, C3M5, C1M1, C2M1, C1M5, C2M5
y C1MB6, todos ellos llegando al dia 15,00 sin haber formado callo.

Es probable que la adicion de una adecuada concentracion de 2,4-D en el medio de
induccion haya incrementado la formacién de callos en los explantes de las hojas de laurel,
como sucedio en la presente investigacion, lo que se puede consolidar con lo mencionado
por Ayerbe, L. (1990), que las auxinas generalmente producen elongacién celular,
expansion de los tejidos, division celular (formacién de callo), y frecuentemente
embriogénesis en los cultivos en suspension. Mientras que las citoquininas se utilizan
frecuentemente para estimular el crecimiento y desarrollo, generalmente estimulan la

division celular, sobre todo si van en compafiia de una auxina.
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4.2.2. Dias a la formacién de callos desde los 15 hasta los 30 dias.

CUADRO 10. ANALISIS DE VARIANZA PARA VARIABLE DIAS A LA
FORMACION DE CALLO DESDE LOS 15 HASTA LOS 30 DIAS.

F.V. SC GL CM F
Repeticiones 126,66 4 31,67 3,82 n.s
Clones 258,52 3 86,17 10,39 **
Error A 132,64 12 11,05

Medios de cultivo 1310,29 7 187,18 22,56 **
CxM 381,23 21 18,15 2,19 **
Error B 929,10 112 8,30

Total 3138,44 159

Coeficiente de variacion = 11,50%
Media = 25,83 dias
ns = no significativo

** = Altamente significativo

En base a los datos del anexo 3 se efectu6 el analisis de varianza (cuadro 10), en
el que se obtuvieron diferencias estadisticas al 1%, para las fuentes de variacion: clones,
medios de cultivo y la intereccion de ambos; y la no significacion para repeticiones. El
coeficiente de variacion fue de 11,50% demostrando que la investigacion se realizo

adecuadamente. El promedio de dias a la formacion del callo fue de 25,83.

CUADRO 11. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA CLONES
EN LA VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE CALLO DESDE
LOS 15 HASTA LOS 30 DIAS.

Clones Medias Rangos
C4 24,08 a

C3 25,18 a

Cl 26,90 b
C2 27,18 b
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GRAFICO 5. Prueba de significacion de Tukey al 5% para clones en la variable dias a la

formacion de callo desde los 15 hasta los 30 dias.

La prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Clones (cuadro 11 y
grafico 5), muestra dos rangos de significacion. En el primer rango se ubica el Clon 4 con
una media de 24,08 dias a la formacion de callo y en el Gltimo rango aparecen los Clones

Cly C2, conuna media de 26,90 y 27,18 dias a la formacion de callo respectivamente.

CUADRO 12. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA MEDIOS
DE CULTIVO EN LA VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE
CALLO DESDE LOS 15 HASTA LOS 30 DIAS.

Medios de cultivo Medias Rangos
M3 21,70 a

M8 23,40 a b

M4 23,60 a b

M7 24,65 b ¢
M6 26,10 b ¢
M2 27,30 cd
M1 29,90 d
M5 - -
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Medios de cultivo

Dias a la formacion de callo

GRAFICO 6. Prueba de significacion de Tukey al 5% para medios de cultivo en la

variable dias a la formacion de callo desde los 15 hasta los 30 dias.

Realizando la prueba de significacién de Tukey al 5% para el factor Medios de
cultivo (cuadro 12 y grafico 6), se determina cuatro rangos de significacion. En el primer
rango se sitlan los medios M3, M8, M4, sobresaliendo el medio M3 con una media de
21,70 dias a la formacion de callo. Mientras que en el Gltimo rango se presentan el medio

M1y finalmente el medio M5 alcanzando los 30,00 dias sin haber formado callo.
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CUADRO 13. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA LA
INTERACCION CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO (CxM) EN LA
VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE CALLO DESDE LOS 15
HASTA LOS 30 DIAS.

Tratamientos Medias Rangos

C4M3 17,40 a

C4amM8 19,60 a b

C3M8 20,40 a b c

C3m4 22,20 a b c d

C3M3 22,40 a b c d

CiM3 22,40 a b c d

C3M7 22,40 a b c d

CaM7 22,80 a b c d e
CaM4 23,20 a b c d e f
C4AM6 24,00 a b c d e f
CiM4 24,40 a b c d e f
C1mM8 24,40 a b c d e f
C2M6 24,60 b c d e f
c2m3 24,80 b ¢ d e f
CimM7 25,00 b c d e f
CaM2 25,60 b c d e f
c2mM2 26,40 b c d e f
C2M4 26,40 b c d e f
C3M6 26,80 c d e f
c2ms 27,20 c d e f
C3M2 21,20 c d e f
c2Mm7 28,40 d e f
C1M6 29,00 d e f
ca2m1 29,60 e f
CimM2 -
CiM1 -
C3mM1 -
C3M5 - -
C2M5 - -
C1M5 - -
C4M5 - -
cami - -
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GRAFICO 7. Prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (CxM) en la variable dias a la formacion de callo desde
los 15 hasta los 30 dias.

Aplicando la prueba de significacidn de Tukey al 5% para la interaccion Clones
por Medios de cultivo (cuadro 13 y grafico 7), muestra seis rangos de significacion.
Resaltando en el primer rango el tratamiento que incluye al Clon C4 y al medio de cultivo
M3, dicho tratamiento presenta una media de 17,40 dias a la formacion de callo. Mientras
que los tratamientos C1M2, C1M1, C3M1, C3M5, C2M5, C1M5, C4M5, C4M1, llegando
al dia 30,00 sin haber formado callo a partir del dia 15,00.

Seguramente la combinacion de 2,4-D y BAP en el medio de induccion de callo
en concentraciones apropiadas haya estimulado la division celular provocando la
formacion de callos en los medios que contienen estas hormonas, lo cual se puede aseverar
con lo argumentado por Kole. (2007), las fases sucesivas en la embriogénesis son
callogénesis, diferenciacion, multiplicacion y regeneracion de plantas. Esto se produce
gracias a la sabia combinacion de 2,4-D (Acido 2, 4-diclorofenoxiacético) y BAP (Bencil
aminopurina) y un aumento en la concentracion de sacarosa lo que promueve la

estimulacién de callogénesis en la oscuridad.
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4.2.3. Dias a la formacién de callos desde los 30 hasta los 45 dias.

CUADRO 14. ANALISIS DE VARIANZA PARA DIAS A LA FORMACION DE
CALLO DESDE LOS 30 HASTA LOS 45 DIAS.

F.V. SC GL CM F
Repeticiones 52,84 4 13,21 1,69 n.s
Clones 127,87 3 42,62 5,45*
Error A 93,91 12 7,83

Medios de cultivo 1155,54 7 165,08 21,92 **
CxM 584,18 21 27,82 3,69 **
Error B 843,65 112 7,53

Total 2857,99 159

Coeficiente de variacion = 6,64%
Media = 41,31 dias

ns = no significativo

* = significativo

** = altamente significativo

De los datos del anexo 4 se realizé el analisis de varianza (cuadro 14), del cual se
obtuvo diferencias estadisticas al 5%, para la fuente de variacion: clones, al 1% para
medios de cultivo e interaccién (CxM); y la no significacion para repeticiones. El

coeficiente de variacion llegé a ser de 6,64%. La media fue de 41,31 dias.

CUADRO 15. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA CLONES
EN LA VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE CALLO DESDE
LOS 30 HASTA LOS 45 DIAS.

Clones Medias Rangos
C4 40,53 a

C3 40,73 a

Cl 41,18 a

C2 42,80 b
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GRAFICO 8. Prueba de significacion de Tukey al 5% para clones en la variable dias a la

formacion de callo desde los 30 hasta los 45 dias.

Realizando la prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Clones
(cuadro 15 y grafico 8), se observa dos rangos de significacién. En el primer rango se
ubican los clones C4, C3 y C1, destacando de ellos el Clon 4 con un promedio de 40,53
dias a la formacion de callo y en el ultimo rango aparece el Clon C2, con una media de
42,80 dias.

CUADRO 16. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA MEDIOS
DE CULTIVO EN LA VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE
CALLO DESDE LOS 30 HASTA LOS 45 DIAS.

Medios de cultivo Medias Rangos
M7 37,60 a

M8 38,85 a

M3 39,25 a

M4 39,60 a b

M2 42,15 b ¢
M6 43,00 c d
M5 - -
M1 - -
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GRAFICO 9. Prueba de significacion de Tukey al 5% para medios de cultivo en la

variable dias a la formacion de callo desde los 30 hasta los 45 dias.

Utilizando la prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Medios de
cultivo (cuadro 16 y grafico 9), muestra cuatro rangos de significacion. En el primer rango
se sitlan los medios M7, M8, M3 y M4. Sobresaliendo el medio M7 con una media de
37,60 dias a la formacion de callo. En el segundo y tercer rango se presentan los medios
M2, M6 y finalmente los medios M5 y M1lalcanzando los 45,00 dias sin haber formado
callo desde el dia 30,00.
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CUADRO 17. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA LA
INTERACCION CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO (CxM) EN LA
VARIABLE DIAS A LA FORMACION DE CALLO DESDE LOS 30
HASTA LOS 45 DIAS.

Tratamientos Medias Rangos
C1M7 34,00 a

C4 M8 35,20 a b

C3M7 36,80 a b c
CaM7 36,80 a b c

C3 M8 37,40 a b c
C3M4 37,40 a b c
C1M8 37,80 a b c

C4 M3 38,00 a b c
Ci1M3 38,20 a b c
C4M4 38,40 a b c d
Cim4 39,40 a b c d
C2M2 39,80 a b c d
C3M3 40,40 a b c d
Cc2M3 40,40 a b c d
C3 M2 41,20 b c d
C2 M6 41,20 b c d
C3 M6 42,60 c d
C4 M2 42,60 c d
Cc2 M7 42,80 c d
C2M4 43,20 c d
C4 M6 43,20 c d
C4 M5 -

C4M1 - -
C1 M6 - -
Cl1 M5 - -
C1M2 - -
CiM1 - -
c2M1 - -
C3 M5 - -
C3M1 - -
C2 M8 - -
C2 M5 - -
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GRAFICO 10. Prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (CxM), en la variable dias a la formacion de callo desde
los 30 hasta los 45 dias.

Usando la prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion Clones por
Medios de cultivo (cuadro 17 y grafico 10), revela cuatro rangos de significacion.
Sobresaliendo en el primer rango el tratamiento que incluye al Clon C1 y al medio de
cultivo M7, dicho tratamiento presenta una media de 34,00 dias a la formacion de callo.
Mientras que los tratamientos C4M5, C4M1, C1M6, CIM5, C1M2, C1M1, C2M1, C3M5,
C3M1, C2M8, C2M5 se ubican al final de la tabla, sin haber formado callo desde los 30

dias hasta el final de la investigacion.

Probablemente la adicion de fitohormonas en los medios de cultivo actud sobre
los tejidos meristematicos de los explantes de laurel induciendo la proliferacion de células
somaticas y por lo tanto reduciendo el tiempo en formacion de callo en hojas de laurel de
acuerdo a los estudios de tipo histologico realizados por Michaux - Ferriere (1989), citados
por Cadavid. (2006), mostrando que entre los 15 a 40 dias, los callos son ricos en células
polifendlicas lo cual reduce su potencial de multiplicacion ocacionando dureza, cambio de
color y baja tasa de crecimiento del callo; a partir del dia 40 los callos generalmente se
vuelven necréticos debido al desbalance entre auxinas y citoquininas en el medio de

cultivo.
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4.3. Color del callo.

CUADRO 18. COLOR DEL CALLO A LOS 15,30y 45 DIAS.

Tratamientos ~ Color predominante a los 15 Color predominante a los 30  Color predominante a los 45

dias dias dias
"N°  Simbolo

1 CiM1 N.C N.C N.C
2 CimM2 N.C N.C N.C
3 CiM3 5GY 2/6 7,5 YR 9/2 75YR7/2
4 CimM4 5GY 2/6 5Y2/4 5Y 2/6
5 C1M5 N.C N.C N.C
6 C1M6 7,5Y 9/2 5GY 2/6 5GY 2/6
7 Cim7 75 YR 9/4 75 YR 8/4 75YR7/2
8 CiMs8 75 YR 9/4 75 YR 8/4 75 YR 7/4
9 c2Mm1 75Y 6/4 75Y 6/4 7,5 YR 8/6
10 C2Mm2 75 YR 9/4 75Y 6/8 5Y 2/6
11  C2Ms3 75 YR 9/4 5GY 2/6 5Y 2/6
12 C2M4 75 YR 8/2 5Y2/4 75YRT7/2
13 C2M5 N.C 75 YR 8/4 7,5 YR 8/6
14  C2M6 75Y 6/4 5GY 2/6 5Y 2/6
15 Ca2m7 7.5 YR 9/4 7,5 YR 8/4 75YR7/2
16 C2M8 5YR 4/6 5Y 2/4 5YR 4/6
17  C3M1 5Y 3/6 5Y 3/6 5Y 2/6
18 C3M2 5GY 2/6 75Y 6/8 75Y 6/8
19 C3M3 5GY 2/6 75 YR 8/4 75YR7/2
20 C3m4 75 YR 7/4 75 YR9/2 75YR7/2
21 C3M5 N.C N.C N.C
22  C3M6 5Y2/4 5YR 2/6 75Y7/6
23 C3m7 75 YR 9/4 75 YR 8/4 75YR7/2
24  C3M8 75 YR 9/4 75 YR 8/4 75YR7/4
25 C4aM1l 5Y 6/4 75Y 6/4 75Y 6/4
26 C4Mm2 5GY 2/6 5 GY 2/6 75 YR 7/4
27  C4M3 7.5 YR 6/4 5GY 2/6 5Y 2/6
28  C4M4 75YR7/4 5 GY 2/6 75YR7/2
29  C4Mb5 N.C N.C N.C
30 C4aMe6 75Y 6/4 75Y7/6 75 YR 7/4
31 C4Mm7 7.5 YR 9/4 5 GY 2/6 75YR7/2
32 C4M8 7,5 YR 9/4 7.5 YR 8/4 75YR7/2

N.C., no existe formacién de callo.
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Los datos obtenidos de color de callo hasta los 15, 30 y 45 dias se presentan en los
anexos 5, 6 y 7 respectivamente. Luego de haber analizado los mismos con la informaciéon
de la tabla de colores de Munssell para tejidos vegetales se muestra en el cuadro 18 los

resultados de colores que predominan para cada tratamiento.

Los resultados de coloracion muestran que, entre los tratamientos mas
representativos a la formacion de callo, el tratamiento 7, CLM7 presenta a los 15 dias la
coloracion 7,5 YR 9/4 lo que significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5,
valor 9 y saturacidn 4, a los 30 dias el color varié a 7,5 YR 8/4, es decir, YR, tejido color
amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 8 y saturacion 4, finalmente a los 45 dias el color llegd
a ser 7,5 YR 7/2 lo que figura, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y
saturacion 2. En consecuencia se puede decir que el color del callo varié en valor y

saturacion, siendo a los 15 dias mas claro y llegando a los 45 dias un color mas oscuro.

El tratamiento 20, C3M4 presenta a los 15 dias la coloracion 7,5 YR 7/4 lo que
significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacion 4; a los 30
dias el color varié a 7,5 YR 9/2, es decir, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5,
valor 9 y saturacion 2 y finalmente a los 45 dias el color llegd a ser 7,5 YR 7/2 lo que
figura, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacion 2. De lo que se
puede manifestar que el color del callo en éste tratamiento varidé en valor y saturacion,

siendo a los 15 dias mas claro y llegando a los 45 dias un color mas oscuro.

El tratamiento 23, C3M7 exhibe a los 15 dias la coloracion 7,5 YR 9/4 lo que
significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 9 y saturacion 4; a los 30
dias el color varié a 7,5 YR 8/4, es decir, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5,
valor 8 y saturacion 4 y finalmente a los 45 dias el color fue 7,5 YR 7/2 lo que es, YR,
tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacion 2. Por lo tanto se expresa
que el color del callo en éste tratamiento se alter6 en valor y saturacion, siendo a los 15

dias mas claro y alcanzando a los 45 dias un color mas opaco.

El tratamiento 24, C3M8 muestra a los 15 dias la coloracion 7,5 YR 9/4 lo que
figura, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 9 y saturacion 4; a los 30 dias
el color varié a 7,5 YR 8/4, lo que se refiere, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad

7,5, valor 8 y saturacion 4 y finalmente a los 45 dias el color fue 7,5 YR 7/4 lo que
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significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacion 2. Por lo
tanto se expresa que el color del callo en éste tratamiento se alteré en valor y saturacion,

siendo a los 15 dias mas claro y alcanzando a los 45 dias un color mas oscuro.

El tratamiento 27, C4M3 muestra a los 15 dias la coloracion 7,5 YR 6/4 lo que
figura, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 6 y saturacion 4; a los 30 dias
el color cambié a 5 GY 2/6, lo que se refiere, GY, tejido color verde amarillento, tonalidad
5, valor 2 y saturacion 6 y finalmente a los 45 dias el color fue 5Y 2/6 lo que es, Y, tejido
color amarillento, tonalidad 5, valor 2 y saturacion 6. Por lo tanto se expresa que el color
del callo en éste tratamiento vario, siendo a los 15 dias amarillo rojizo y llegando a

modificarse a los 45 dias a color amarillo.

El tratamiento 28, C4M4 a los 15 dias presenta la coloracién 7,5 YR 7/4 lo que
significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacion 4; a los 30
dias el color se modifico a 5 GY 2/6, lo que se refiere, GY, tejido color verde amarillento,
tonalidad 5, valor 2 y saturacion 6 y finalmente a los 45 dias el color fue 7,5 YR 7/2 lo que
es, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 5, valor 27 y saturacion 6. Por lo tanto se
puede indicar que el color del callo en éste tratamiento cambid, siendo a los 15 dias

amarillo rojizo, mas claro que a los 45 dias.

El tratamiento 31, C4M7 a los 15 dias muestra la coloracion 7,5 YR 9/4 lo que
significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 9 y saturacion 4; a los 30
dias el color varié a 5 GY 2/6, lo que es, GY, tejido color verde amarillento, tonalidad 5,
valor 2 y saturacién 6, por ultimo a los 45 dias el color fue 7,5 YR 7/2 lo que es, YR, tejido
color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacion 2. De acuerdo a lo mencionado
anteriormente se puede decir que el color del callo en éste tratamiento cambid, siendo a los

15 dias amarillo rojizo, de una tonalidad menos oscuro que a los 45 dias.

El tratamiento 32, C4M8 a los 15 dias manifiesta una coloracion 7,5 YR 9/4 lo que
significa, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 9 y saturacion 4; a los 30
dias el color cambi6 a 7,5 YR 8/4, lo que es, YR, tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5,
valor 8 y saturacion 4, y, finalmente a los 45 dias el color fue 7,5 YR 7/2 lo que es, YR,
tejido color amarillo rojizo, tonalidad 7,5, valor 7 y saturacién 2. Conforme a lo indicado

anteriormente se puede decir que el color del callo en éste tratamiento cambio, siendo a los
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15 dias amarillo rojizo, de una tonalidad clara comparandola con la presentada a los 45

dias.

Seguramente al agregar 2,4-D y BAP en los medios de induccién de callo y con
tiempo de incubacion empleado haya estimulado el desarrollo del callo y el cambio de
color, haciendolos mas oscuros durante el tiempo que durd el trabajo de investigacion, lo
que se aprueba con los estudios realizados por Carron, et al, (1988), citados por Cadavid,
(2006), que han demostrado que la adicion de kinetina y BAP en el medio de cultivo puede

oscurecer el color de los callos en el medio de induccidn de callogénesis.

4.4. Numero de callos formados.

44.1. Numero de callos formados hasta los 15 dias.

CUADRO 19. ANALISIS DE VARIANZA PARA VARIABLE NUMERO DE
CALLOS FORMADOS A LOS 15 DIAS.

F.V. SC GL CM F
Repeticiones 62,84 4 15,71 1,85 n.s
Clones (C) 648,97 3 216,32 25,45 **
Error A 199,31 12 16,61

Medios de cultivo (M) 2253,74 7 321,96 37,88 **
CxM 679,28 21 32,35 3,81 **
Error B 951,85 112 8,50

Total 4795,99 159

Coeficiente de variacion = 62,11%
Media = 4,69 callos
ns = no significativo

** = Altamente significativo

En base a los datos del anexo 8 se ejecuto el analisis de varianza (cuadro 19), en el

que se encontraron diferencias estadisticas al 1%, para las fuentes de variacion: clones,
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medios de cultivo y la intereccion de ambos; y la no significacion para repeticiones. El
coeficiente de variacion fue de 61,11%, debido a la baja y nula formacidén de callos en los

tratamientos. El promedio de numeros de callos formados fue de 4,87.

CUADRO 20. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA CLONES
EN LA VARIABLE NUMERO DE CALLOS FORMADOS A LOS 15

DIAS.
Clones Medias Rangos
C4 7,33 a
C3 5,78 a
C2 3,63 b
Cl 2,05 b
.

Numero de callos formados
H

’:|:‘B
z,02 T T T T

c4 C3 c2 (o3
Clones

GRAFICO 11. Prueba de significacion de Tukey al 5% para clones en la variable nimeros

de callos formados a los 15 dias.

La prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Clones en la variable
namero de callos formados hasta los 15 dias (cuadro 20 y grafico 11), revela dos rangos de
significacion. En el primer rango se ubica el Clon C4 con una media de 7,33 callos

formados y en el ultimo rango aparece el Clon C1, con una media de 2,05 callos formados.
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CUADRO 21. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA MEDIOS
DE CULTIVO EN LA VARIABLE NUMERO
FORMADOS A LOS 15 DIAS.

DE CALLOS

Medios de cultivo Medias Rangos
M4 10,05 a
M3 8,90 a b
M8 7,10 b
M7 6,90 b
M6 2,55 c
M2 2,05 c
M1 0,00 C
M5 0,00 c
.
[ as
T T
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GRAFICO 12. Prueba de significacion de Tukey al 5% para medios de cultivo en la

variable nimeros de callos formados a los 15 dias.

En la prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Medios de cultivo

(cuadro 21 y grafico 12), muestra tres rangos de significacion. En el primer rango se sitla

el medio M4, con una media de 10,05 callos formados. En tanto que en rango final se

presenta los medios M1y M5, los cuales no formaron callos hasta los 15 dias.
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CUADRO 22. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA LA
INTERACCION CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO (CxM) EN LA
VARIABLE NUMERO DE CALLOS FORMADOS HASTA LOS 15

DIAS.
Tratamientos Medias Rangos
C4 M4 15,40 a
C4 M3 14,20 a b
C4 M7 13,20 a b
C3M4 12,80 a b c
C3mM7 11,00 a b c d
C4 M8 9,40 a b c d e
C2 M3 9,00 a b c d e f
C3 M8 8,80 a b c d e f g
C3 M3 8,40 a b c d e f g
C2M4 7,00 b ¢c d e f g h
CiM8 5,60 c d e f g h
Ci1M4 5,00 d e f g h
c2M8 4,60 d e f g h
C1M3 4,00 d e f g h
C2 M6 3,80 d e f g h
C4 M6 3,60 e f g h
C2 M2 3,00 e f g h
C4 M2 2,80 e f g h
C3M6 2,80 e f g h
C3M2 2,40 e f g h
C1M7 1,80 f g h
C2M7 1,60 g h
Cc2M1 0,00 h
C1 M6 0,00 h
C3M1 0,00 h
C4M1 0,00 h
CiM1 0,00 h
C1M2 0,00 h
C1M5 0,00 h
C2 M5 0,00 h
C4 M5 0,00 h
C3 M5 0,00 h
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GRAFICO 13. Prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (CxM) en la variable nimeros de callos formados hasta
los 15 dias.

Mediante la prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones
por medios de cultivo (cuadro 22 y grafico 12) se muestra ocho rangos de significacion,
apareciendo en el primer rango el tratamiento C4M4 con un promedio de 15,40 callos
formados hasta los 15 dias, mientras que en el Gltimo rango aparecen los tratamientos
C1M1, C1M2, C1M5, C2M5, C4M5, C3MB5, siendo éstos los que no han formado callo en

éste periodo.

Es probable que la adicion de fitohormonas en el medio de cultivo promueva la
rapida formacién de callos en explantes de hojas de laurel lo que se puede afirmar con los
estudios realizados por Carron, et al. (1988), citado por Cadavid. (2006), que han
demostrado que ambos reguladores (auxina y citoquinina), promueven la induccién de la

embriogénesis somatica y la posterior conversion de los embriones a plantulas.
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44.2. NUmero de callos formados desde los 15 hasta los 30 dias

CUADRO 23. ANALISIS DE VARIANZA PARA LA VARIABLE NUMERO DE
CALLOS FORMADOS DESDE LOS 15 HASTA LOS 30 DIAS.

F.V. SC gl CM F
Repeticiones 226,66 4 56,67 1,90 n.s
Clones 418,62 3 139,54 4,67 **
Error A 358,79 12 29,90 1,21
Medios de cultivo 2864,99 7 409,28 16,59 **
CxM 1106,13 21 52,67 2,13 **
Error B 2763,75 112 24,68

Total 7738,94 159

Coeficiente de variacion = 99,72%
Media = 4,98 dias
ns = no significativo

** = Altamente significativo

De acuerdo a los datos del anexo 9 se realizo el analisis de varianza (cuadro 23),
en el que se registraron diferencias estadisticas al 1%, para las fuentes de variacion: clones,
medios de cultivo y la intereccion de ambos; y la no significacion para repeticiones. El
coeficiente de variacién fue de 99,72%. El promedio de nimero de callos formados fue de
4,98.

CUADRO 24. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA CLONES
EN LA VARIABLE NUMERO DE CALLOS FORMADOS DESDE LOS
15 HASTA LOS 30 DIAS.

Clones Medias Rangos
C4 6,93 a

C3 6,18 a b

Cl 3,83 b ¢
C2 3,00 c
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GRAFICO 14. Prueba de significacion de Tukey al 5% para clones en la variable nimero

de callos formados desde los 15 hasta los 30 dias.

La prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Clones en la variable
namero de callos formados hasta los 30 dias (cuadro 24 y grafico 14), muestra tres rangos
de significacion. En el primer rango se ubica el Clon C4 con una media de 6,93 callos

formados y en el ultimo rango aparece el clon C2, con una media de 3,00 callos formados.

CUADRO 25. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA MEDIOS
DE CULTIVO EN LA VARIABLE NUMERO DE CALLOS
FORMADOS DESDE LOS 15 HASTA LOS 30 DIAS.

Medios de cultivo Medias Rangos
M8 10,40 a

M4 10,05 a

M3 8,65 a

M7 7,20 a

M6 1,95 b
M2 1,45 b
M1 0,15 b
M5 0,00 b
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GRAFICO 15. Prueba de significacion de Tukey al 5% para medios de cultivo en la

variable nimero de callos formados desde los 15 hasta los 30 dias.

Aplicando la prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Medios de
cultivo (cuadro 25 y grafico 15), se determina dos rangos de significacién. En el primer
rango se situa el medio M8, con una media de 10,40 callos formados. En tanto que en

altimo rango se presenta el medio M5 sin haber formado callos hasta los 30 dias.
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CUADRO 26. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA LA
INTERACCION CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO (CxM) EN LA
VARIABLE NUMERO DE CALLOS FORMADOS DESDE LOS 15
HASTA LOS 30 DIAS.

Tratamientos Medias Rangos
C4 M8 16,80 a

C3 M4 16,80 a

C4 M7 13,60 a b

C4aM3 12,60 a b c

Cl1 M4 11,40 a b c d
C3M8 11,20 a b c d
C4 M4 9,80 a b c d
C3M7 9,20 a b c d
C1M3 8,60 a b c d
C3M3 8,40 a b c d
C2 M8 8,20 a b c d
C1M8 5,40 a b c d
C2M3 5,00 a b c d
Ci1M7 4,60 a b c d
C2 M6 3,80 b ¢ d
C2M2 2,80 b ¢ d
C2 M4 2,20 b ¢ d
C3 M2 2,00 b ¢ d
C3 M6 1,80 b ¢ d
C4 M6 1,60 b ¢ d
C2 M7 1,40 b ¢ d
C4 M2 1,00 c d
Cc2M1 0,60 c d
C1 M6 0,60 c d
C3 M5 0,00 d
C3M1 0,00 d
C2 M5 0,00 d
CiM1 0,00 d
C4 M5 0,00 d
C1 M5 0,00 d
CiaM1 0,00 d
Ci1M2 0,00 d
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GRAFICO 16. Prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (CxM), en la variable nimero de callos formados desde

los 15 hasta los 30 dias.

Usando la prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (cuadro 26 y grafico 16) se muestra cuatro rangos de significacion,
apareciendo en el primer rango el tratamiento C4M8 con un promedio de 16,80 callos
formados, mientras que en el tltimo rango aparecen los tratamientos C3M5, C3M1, C2M5,
C1M1, C4M5, C1M5, C4M1 y C1M2, indicando que aquellos son los que no han formado

callo a partir de los 15 hasta los 30 dias.

Hess y Carman, (1991), citados por Cadavid. (2006), reportan que los tejidos
embriogénicos son muy ricos en Acido abscisico (ABA), mientras que el contenido de
Acido 3-Indol Acético (AIA) varia considerablemente de una especie a otra. La
adquisicion de la capacidad embriogénica de los callos puede estar relacionada con el
establecimiento de un balance especifico entre diferentes hormonas de tipo endogénico. Lo
cual nos lleva a considerar que la adicion de 2,4-D y BAP incrementd la capacidad de

desarrollo embriogénico.
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4.4.3. NUmero de callos formados desde los 30 hasta los 45 dias

CUADRO 27. ANALISIS DE VARIANZA PARA VARIABLE NUMERO DE
CALLOS FORMADOS DESDE LOS 30 HASTA LOS 45 DIAS.

F.V. SC Gl CM F
Repeticiones 175,75 4 43,94 3,31n.s
Clones 333,65 3 111,22 8,38 **
Error A 159,35 12 13,28 0,49
Medios de cultivo 2631,90 7 375,99 13,91 **
CxM 1728,05 21 82,29 3,04 **
Error B 3027,30 112 27,03

Total 8056,00 159

Coeficiente de variacion = 99,03%
Media = 5,25 dias
ns = no significativo

** = Altamente significativo

Basandose en los datos del anexo 10 se realizé el analisis de varianza, en el que se
registraron diferencias estadisticas al 1%, para las fuentes de variacion: clones, medios de
cultivo y la intereccion de ambos; y la no significacion para repeticiones. El coeficiente de

variacion fue de 99,03%. El promedio de nimero de callos formados fue de 5,25.

CUADRO 28. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA CLONES
EN LA VARIABLE NUMERO DE CALLOS FORMADOS DESDE LOS
30 HASTA LOS 45 DIAS.

Clones Medias Rangos
Cc4 7,03 a

C3 6,25 a b
C2 4,28 a b
Cl 3,45 b
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GRAFICO 17. Prueba de significacion de Tukey al 5% para clones en la variable nimero

de callos formados desde los 30 hasta los 45 dias.

La prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Clones en la variable

numero de callos formados hasta los 45 dias (cuadro 28 y grafico 17), muestra dos rangos

de significacién. En el primer rango se ubica el Clon C4 con una media de 7,03 callos

formados y en el ultimo rango aparece el clon C1, con una media de 3,45 callos formados.

CUADRO 29. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA MEDIOS
DE CULTIVO EN LA VARIABLE NUMERO DE CALLOS
FORMADOS DESDE LOS 30 HASTA LOS 45 DIAS.

Medios de cultivo Medias Rangos
M4 10,60 a

M3 9,60 a b
M7 7,75 a b
M8 1,75 a b
M2 5,10 b ¢
M6 1,20 c
M5 0,00 c
M1 0,00 c
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GRAFICO 18. Prueba de significacion de Tukey al 5% para medios de cultivo en la

variable nimero de callos formados desde los 30 hasta los 45 dias.

Aplicando la prueba de significacion de Tukey al 5% para el factor Medios de
cultivo (cuadro 29 y grafico 18), muestra tres rangos de significacion. En el primer rango
se situa el medio M4, con una media de 10,60 callos formados. En tanto que en ultimo

rango se presenta el medio M1 sin haber formado callos desde los 30 hasta los 45 dias.
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CUADRO 30. PRUEBA DE SIGNIFICACION DE TUKEY AL 5% PARA LA
INTERACCION CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO (CxM) EN LA
VARIABLE NUMERO DE CALLOS FORMADOS DESDE LOS 30
HASTA LOS 45 DIAS.

Tratamientos Medias Rangos
C4 M4 17,20 a

C2M2 14,20 a b

C4 M3 13,40 a b c

C3 M8 12,20 a B c d
Ca M7 11,80 a b c d
C3M4 11,80 a b c d
C3 M7 11,80 a b c d
C4aM8 11,60 a b c d
C2M3 11,00 a b c d
ClM4 9,00 a b c d
C3 M3 8,20 a b c d
C1M8 7,20 a b c d
C1M3 5,80 a b c d
Ci1M7 5,60 a b c d
C3M2 4,60 a b c d
C2M4 4,40 a b c d
C2 M6 2,80 b ¢ d
C2 M7 1,80 b ¢ d
C4 M2 1,60 b ¢ d
C3 M6 1,40 b ¢ d
C4 M6 0,60 c d
C4M1 0,00 d
CiM1 0,00 d
C3M1 0,00 d
C4 M5 0,00 d
C3 M5 0,00 d
C1 M5 0,00 d
Ci1M2 0,00 d
c2M1 0,00 d
C2 M5 0,00 d
C1 M6 0,00 d
C2 M8 0,00 d
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GRAFICO 19. Prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones por
medios de cultivo (CxM), en la variable nimero de callos formados desde
los 30 hasta los 45 dias.

Empleando la prueba de significacion de Tukey al 5% para la interaccion clones
por medios de cultivo (cuadro 30 y grafico 19) se muestra cuatro rangos de significacion,
apareciendo en el primer rango el tratamiento C4M4 con un promedio de 17,20 callos
formados, mientras que en el tltimo rango aparecen los tratamientos C4M1, C1M1, C3M1,
C4M5, C3M5, C1M5, C1M2, C2M1, C2M5, C1M6 y C2M8 revelando que éstos

tratamientos no han formado callo a partir del dia 30 hasta el 45.

El- Hadrami, and I. D" Auzac, (1992), citados por Cadavid, (2006), en su trabajo
de investigacion compararon diferentes concentraciones de 2,4-D y BAP, y observaron que
el suministro de estos reguladores de crecimiento mejora el potencial embriogénico
comparado con el medio de control, en el cual no estaban presentes ambas hormonas, con
lo que creemos que posiblemente las hormonas usadas en el experimento no son

enddgenos en los clones de laurel y ayudaron a acelerar y mejorar la formacién de callos.
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4.4.4. Total de callos formados durante la investigacion

CUADRO 31. NUMERO TOTAL DE CALLOS FORMADOS HASTA LOS 45 DIAS

PARA CLONES.
Clones Total de callos
C4 21,29
C3 18,21
C2 10,91
C1l 9,33

Tomando los resultados obtenidos en las pruebas de significacion de Tukey al
5% para clones (cuadros 20, 24 y 28) en la variable nimero de callos formados, se realizo
la sumatoria de dichos valores, lo que determina que el clon C4 fue el que mejor resultado
presentd hasta los 45 dias, mostrando un total de 21,29 callos formados; mientras que el
clon C1 fue el que menor efecto obtuvo en los tratamientos, con un total de 9,33 callos

formados en la investigacion.

CUADRO 32. NUMERO TOTAL DE CALLOS FORMADOS HASTA LOS 45 DIAS
PARA MEDIOS DE CULTIVO.

Medios de cultivo Total de callos
M4 30,70
M3 27,15
M8 25,25
M7 21,85
M2 8,60
M6 5,70
M1 0,15
M5 0,00

De los valores obtenidos en las pruebas de significacion de Tukey al 5% para
medios de cultivo (cuadros 21, 25 y 29) en la variable namero de callos formados, se

realiz6 la suma de los mismos, determinando que el medio de cultivo M4 fue el que mayor
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cantidad de callos formd, presentando un total de 30,70 callos; mientras que el medio M5

no indujo la formacion de los mismos, dando un total de 0,00.

CUADRO 33. NUMERO TOTAL DE CALLOS FORMADOS HASTA LOS 45 DIAS
PARA LA INTERACCION DE CLONES POR MEDIOS DE CULTIVO.

Tratamientos Total de callos
C4M4 42,40
C3 M4 41,40
C4 M3 40,20
C4 M7 38,60
C4 M8 37,80
C3 M8 32,20
C3 M7 32,00
Cl1 M4 25,40
C2 M3 25,00
C3 M3 25,00
C2 M2 20,00
C1M3 18,40
C1M8 18,20
C2 M4 13,60
C2 M8 12,80
Ci1m7 12,00
C2 M6 10,40
C3 M2 9,00
C3 M6 6,00
C4 M6 5,80
C4 M2 5,40
C2M7 4,80
C1 M6 0,60
c2M1 0,60
ciMm1 0,00
CiMm2 0,00
C1 M5 0,00
C2 M5 0,00
C3 M1 0,00
C3 M5 0,00
C4aM1 0,00
C4 M5 0,00

68



Utilizando los datos obtenidos en las pruebas de significacion de Tukey al 5%
para la interaccion clones por medios de cultivo (cuadros 22, 26 y 30) en la variable
nimero de callos formados, se efectud la sumatoria de los mismos, determinando que el
tratamiento que comprende al clon C4 y al medio de cultivo M4 fue el que presentd el mas
alto numero de callos formados, con un total de 42,40 callos, seguido por el tratamiento
C3M4 presentando un total de 41,40 callos; mientras que los tratamientos C1M1,C1M2,
C1M5, C2M5,C3M1,C3M5,C4M1 y CAM5 no formaron callos durante la investigacion.

Es probable que la adecuada adicion de 2,4-D en los medios de cultivo haya
elevado la eficacia de los medios de cultivo para la induccion de callo en hojas de clones
de laurel, lo que se puede justificar con lo mencionado por Thorpe, (1994), referido por
Wahby, 1. (2007), que las auxinas tienen accion sobre la elongacion celular, expansion de

los tejidos, division celular (formacion de callo) y formacion de raices adventicias.
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45. Porcentaje de callos formados

CUADRO 34. PORCENTAJE DE CALLOS FORMADOS HASTA LOS 45 DIAS.

Tratamientos Porcentaje hasta Porcentaje hasta Porcentaje hasta
los 15 dias (%0) los 30 dias (%0) los 45 dias (%)
Ne Simbolo
1 CiM1 0,00 0,00 0,00
2 CiM2 0,00 0,00 0,00
3 CiM3 44,44 43,00 39,19
4 Clm4 55,56 57,00 60,81
5 C1M5 0,00 0,00 0,00
6 C1M6 0,00 5,66 0,00
7 CimM7 24,32 43,40 43,75
8 CimM8 75,68 50,94 56,25
9 Cc2M1 0,00 5,66 0,00
10 Cc2Mm2 15,79 26,42 47,97
11 Cc2M3 47,37 47,17 37,16
12 C2M4 36,84 20,75 14,86
13 C2M5 0,00 0,00 0,00
14 C2M6 38,00 28,36 60,87
15 Cc2M7 16,00 10,45 39,13
16 Cc2M8 46,00 61,19 0,00
17 C3M1 0,00 0,00 0,00
18 C3mM2 10,17 7,35 18,70
19 C3M3 35,59 30,88 33,33
20 C3m4 54,24 61,76 47,97
21 C3M5 0,00 0,00 0,00
22 C3M6 12,39 8,11 5,51
23 C3m7 48,67 41,44 46,46
24 C3M8 38,94 50,45 48,03
25 CaM1 0,00 0,00 0,00
26 C4aM2 8,64 4,27 4,97
27 C4M3 43,83 53,85 41,61
28 C4M4 47,53 41,88 53,42
29 C4M5 0,00 0,00 0,00
30 C4M6 13,74 5,00 2,50
31 Cam7 50,38 42,50 49,17
32 C4M8 35,88 52,50 48,33
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GRAFICO 22. Porcentaje de callos formados desde los 30 hasta los 45 dias.




Los datos de porcentaje de callos formados hasta los 15, 30 y 45 dias se presentan
en los anexos 11, 12 y 13 respectivamente. Luego de haber analizado los mismos en base a
los datos de numero de callos formados y tomando en cuenta la composicion quimica de
las sales madre (MS y DKW), se obtiene un alto grado de importancia para cada

tratamiento (cuadro 31).

La variacion de porcentajes se presenta en los treinta y dos tratamientos utilizados.
De los cuales el tratamiento 3, CLM3 muestra un porcentaje de callos formados del 44,44%
a los 15 dias, mientras que a los 30 dias presenta un 43,00% vy finalmente a los 45 dias
aparece un 39,19%. Indicando que la formacidn de callos se produjo de manera semejante

entre los tres periodos para este tratamiento.

En el tratamiento 4, CLM4 a los 15 dias revela un porcentaje de formacion de callo
del 55,56%, a los 30 dias se nota un 57,00% y por Gltimo a los 45 dias presenta un 60,81%
de formacién de callo. Demostrando que existié una formacion equivalente en los tres

intervalos en este proceso.

El tratamiento 7, C1M7 a los 15 dias presenta 24,32% de porcentaje de formacion
de callo, a los 30 dias un 43,40% y a los 45 dias un 43,75%. Mostrando que el proceso de
formacion de callo a los 15 dias fue bajo, mientras que a los 30 y 45 dias aumentd

considerablemente.

En el tratamiento 8, C1M8 a los 15 dias existe un 75,68% de formacion de callo,
mientras que a los 30 dias fue de 50,94% y finalmente a los 45 dias alcanz6 un 56,25% de
formacion de callo, revelando que la formacion del callo en este tratamiento se produjo de

forma semejante.

El tratamiento 11, C2M3 muestra un porcentaje de callos formados del 47,37% a
los 15 dias, a los 30 dias presenta un 47,17% y finalmente a los 45 dias revela un 37,16%.
Indicando que la formacion de callos se produjo de manera semejante entre los tres

periodos para este tratamiento.

El tratamiento 15, C2M7 a los 15 dias presenta 16,00% de porcentaje de formacion

de callo, a los 30 dias un 10,45% y a los 45 dias un 39,13%. Mostrando que el proceso de
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formacion de callo a los 15 y 30 dias fue bajo, mientras que a los 45 dias aumentd

considerablemente.

En el tratamiento 20, C3M4 a los 15 dias revela un porcentaje de formacion de
callo del 54,24%, a los 30 dias se observa un 61,76% y por Gltimo a los 45 dias presenta un
47,97% de formacion de callo. Demostrando que en el proceso existié una formacion

superior a los 30 dias.

El tratamiento 23, C3M7 a los 15 dias presenta 48,67% de porcentaje de formacion
de callo, a los 30 dias un 41,44% vy a los 45 dias un 46,46%. Mostrando que el proceso de

formacion de callo se mantuvo regular durante el ensayo.

En el tratamiento 24, C3M8 a los 15 dias existe un 38,94% de formacion de callo,
mientras que a los 30 dias fue de 50,45% y finalmente a los 45 dias alcanz6 un 48,03% de
formacion de callo, indicando que la formacion del callo en este tratamiento se mantuvo de

forma semejante a partir del dia 30.

El tratamiento 27, C4AM3 muestra un porcentaje de callos formados del 43,83% a
los 15 dias, a los 30 dias presenta un 53,85% y finalmente a los 45 dias revela un 41,61%.
Indicando que la formacion de callos se produjo de manera irregular,siendo a los 30 dias

donde existi6 mayor porcentaje de formacion de callo.

En el tratamiento 28, C4M4 a los 15 dias mantiene porcentaje de formacién de
callo del 47,53%, a los 30 dias se observa un 41,88% y por ultimo a los 45 dias presenta un
53,42% de formacion de callo. Demostrando que en el proceso existié una formacion

superior a los 30 dias.
El tratamiento 31, C4M7 a los 15 dias presenta 50,38% de porcentaje de formacion
de callo, a los 30 dias un 42,50% vy a los 45 dias un 49,17%. Mostrando que en el proceso

de formacion de callo la tendencia de formacion fue regular.

En el tratamiento 32, C4M8 a los 15 dias existe un 35,88% de formacién de callo,

mientras que a los 30 dias fue de 52,50% y finalmente a los 45 dias alcanz6 un 48,33% de
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formacion de callo, indicando que la formacion del callo en este tratamiento tuvo una

tendencia de incremento a partir del dia 30.

Es probable que el medio de cultivo de induccion de callo al contener una suficiente
cantidad de 2,4-D y BAP permitié incrementar el porcentaje de formacion de callo en
explantes de hojas de laurel de acuerdo a lo manifestado por Flick et al., (1983) y
Grattapaglia y Machado, (1990), citados por Figueiredo y Esquivel, (1991), quienes
informaron que, en general, los medios de cultivo que contienen altas concentraciones de
auxinas y bajas concentraciones de citoquininas promueven la proliferacion celular lo que

resulta en la formacion de callos.
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CAPITULO5
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

La adicion de fitohormonas (2,4-D y BAP) y casehina hidrolizada en el medio de
cultivo para la induccion de callos como metodologia de reproduccion asexual, permitio
obtener un alto porcentaje de formaciéon de callogénesis en hojas de clones de laurel

(Cordia alliodora).

El medio de cultivo (M4), cuyos componentes son (50% del medio Murashige y
Skoog + 30g/l de azucar + 2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP + 100 mg/l de Caseina
Hidrolizada), es el que produjo el mejor resultado, al obtener un mayor nimero de callos
formados hasta los 45 dias de desarrollado el ensayo, mostrando una media de 15,40; 16,80

y finalmente 17,20 callos formados a los 15, 30 y 45 dias respectivamente.

El clon (C4) fue el que respondio mejor frente al estimulo del medio de cultivo, lo
que se demuestra mediante los resultados obtenidos en la variable niamero de callos

formados.

Al comparar las soluciones madre (MS y DKW), utilizadas en la preparacion de los
medios de cultivo influyd en la variable nimero de callos formados presentando
diferencias estadisticas, en cuanto a nimero de callos formados, el clon C4 en el medio M4
que esta formado por la solucién madre 50% del medio MS permitio obtener los mejores

resultados.
El tratamiento C4M3 que corresponde al clon (C4) en el medio tres (M3) (50% del

medio Murashige y Skoog + 30g/l de azlcar + 2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP), presentd

los mejores resultados en la variable dias a la formacidn de callo hasta los 30 dias.
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5.2. RECOMENDACIONES

Utilizar el medio de cultivo (M4) preparado con (50% del medio Murashige y Skoog
+ 309/l de azlcar + 2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP + 100 mg/l de Caseina Hidrolizada) y

el clon C4, para inducir la formacién de callogénesis en hojas de clones de laurel.

Continuar con investigaciones de induccion de callogénesis, utilizando el medio de

cultivo M4 y variando las dosis de fitohormonas establecidas en éste ensayo.

Efectuar ensayos de induccion de callogénesis, utilizando el medio de cultivo M3,
incrementando la concentracién de la fitohormona auxina (2,4-D), ya que ésta fue la que
influyé directamente en la produccion de callo, presentando un buen resultado en la

variable dias a la formacion de callo.
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CAPITULO 6
PROPUESTA

6.1. TITULO

Induccion de callogénesis en hojas de clones del laurel blanco (Cordia alliodora) in

vitro.

6.2. FUNDAMENTACION

El proceso comun utilizado para la produccion de plantulas de Laurel Blanco
(Cordia alliodora) para la comercializacion, es por medio de semillas lo cual disminuye la
calidad de los vegetales debido a la variavilidad genética que se produce de un individuo a
otro con descendencia vertical, o que no ocurre cuando se producen clones exactos de un
individuo con caracteristicas optimas de la madera para la industrializacién, lo cual se

puede lograr mediante cultivos in vitro.

El presente ensayo se fundamenta en los resultados obtenidos al evaluar ocho medios
de cultivo para inducir callogénesis en hojas de clones de laurel, donde se concluyd que
con la utilizacién del medio M4 conformado por (50% del medio Murashige y Skoog +
309/l de aztcar + 2mg/l de 2,4-D + 1mg/l de BAP + 100 mg/l de Caseina Hidrolizada) que
dio el mejor resultado obteniendo una media de 15,40; 16,80 y 17,20 callos formados a los
15, 30 y 45 dias respectivamente, en donde el clon C4 fue el que mejor respondié al
estimulo del medio. Basandose en los resultados obtenidos se propone utilizar el medio M4

para la induccién de callogénesis en hojas de laurel (Cordia alliodora).

6.3. OBJETIVOS

6.3.1. Obijetivo General

Producir mayor cantidad de callo embriogénico en hojas de clones de Laurel blanco

(Cordia alliodora) mediante técnicas de micropropagacion.
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6.3.2. Obijetivo Especifico

Utilizar el medio de cultivo que permitié el mayor desarrollo de callogenesis en

hojas de clones de laurel.

Establecer el protocolo del medio de cultivo que permita el desarrollo de

callogénesis en hojas de clones de laurel.

6.4. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Las plantaciones forestales tienen una funcion creciente en el abastecimiento de
madera para la industria forestal mundial, el aporte de las innovaciones en genética y
biotecnologia permite obtener arboles de buen crecimiento y caracteristicas deseadas; entre
las especies con potencialidad de uso comercial, rapido crecimiento, calidad y uso de la
madera es el Laurel (Cordia alliodora). La produccion de material seleccionado de
especies forestales requiere, por una parte, un mayor conocimiento de la biologia
reproductiva asi como de los condicionamientos fisiologicos que influyen en la capacidad
morfogenética en relacion con la juvenilidad de los materiales. Asi mismo, no es frecuente
encontrar en la naturaleza estados juveniles en arboles adultos como fuente de material
para propagacion, aunque para algunas especies puede ser resuelto a través de la obtencion
de rebrotes de tocon, brotes epicornicos, podas a ras de suelo, enraizamiento seriado de
estacas, injertos y etiolaciéon. Ante este panorama la biotecnologia se presenta como una

alternativa para la produccién y mejoramiento de especies forestales.

En la silvicultura mundial, la aplicacion de técnicas de micropropagacion en especies
forestales de uso maderable ha constituido una alternativa muy util para aumentar el
numero de plantas requeridas para el establecimiento de plantaciones en los programas de
propagacidn masiva, forestacion, reforestacion, proteccion y aprovechamiento. Asi mismo
para aquellas en que su comportamiento es mas recalcitrante, el desarrollo de sistemas de
propagacion vegetativa mediante micropropagacion y embriogénesis somatica in vitro,
permite la obtencion de clones de genotipos seleccionados. Bajo estas condiciones es
posible producir material vegetal en cualquier época del afio y entregarlo de acuerdo con el

programa de siembra establecido por el reforestador.
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6.5. PROPUESTA

6.5.1. Preparacion del medio de cultivo.

CUADRO 35. FORMULACION DEL MEDIO DE CULTIVO MS (Murashige and
Skoog, 1962)

Sales minerals (Murashige and Skoog, 1962)
o/l

(NH;)NO3 1.650
KNO3 1.900
CaCl,.2H,0 0.440
MgS0O,.7H,0 0.370
KH2PO4 0.170
FeSO,4.7H,0 0.0278
Na,EDTA. 2H,0 0.0372
MnSO4.H,0 0.0169
ZnS04.7H,0 0.0086
H3BO3 0.0062
Kl 0.00083
Na;Mo00,.2H,0 0.00025
CuS0,4.5H,0 0.000025
CoCl,.6H,0 0.000025
Mioinositol 0.100
Tiamina HCI 0.0001
Acido nicotinico 0.0005
Piridoxina HCI 0.0005
Glicina 0.002

Se prepara el medio MS con los elementos y cantidades detallados anteriormente
con un pH de 5,5. Posteriormente de realizados los calculos de las necesidades de sales

minerales se afiade al medio de cultivo azucar, 2,4-D (acido diclorofenoxiacético), BAP
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(Benzil aminopurina) y Caseina Hidrolizada en las concentraciones establecidas

anteriormente.

e Una vez escogida la formulacion del medio de cultivo, se procede a su
preparacion.

e Se prepara la solucion stock concentradas de los distintos componentes,
agrupados de forma que no se produzcan fendmenos de precipitacion. Para esto
se trabaja con una solucion stock de macronutrientes, una de micronutrientes,
una de hierro con un agente quelante, otra de vitaminas, asi como con
soluciones especificas para los demas componentes del medio.

e Se diluye la solucién stock a la mitad de su concentracion.

e Una vez obtenido el volumen de medio deseado se procede a ajustar su pH al
valor prefijado mediante la adicion de NaOH y/o HCI 0.1-1 N.

e A continuacion, se afade el agente solidificante, se funde por calentamiento

breve para, finalmente, ser dosificado en los contenedores adecuados.

6.5.2. Traspaso del medio (verter en los frascos).

El medio se vierte en cajas Petri esterilizadas, aproximadamente 50 ml por caja,
esto se realiza dentro de la cAmara de flujo laminar. Es mejor verter el medio cuando éste
no se encuentre muy caliente, ya que si se vierte el agar muy caliente puede ocacionar una
alta condensacion. Por ultimo se tapa la caja Petri teniendo en cuenta que no exista ingreso

de aire, de lo contrario se produciria una contaminacion del medio.

6.5.3. Esterilizacién de la camara.

Es muy importante que para realizar una practica de laboratorio éste se encuentre
completamente desinfectado desde el inicio hasta el final de la practica, al igual que los
medios de cultivo, frascos o cajas y los explantes vegetales. La esterilizacion de los medios

y los frascos se la realiza en el autoclave por 15 minutos a 120° C y 15 atm de presién
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6.5.4. Uso de la camara de flujo laminar

Primero se la desinfecta completamente con alcohol (etanol) al 90% de
concentracion. La dispersion del alcohol se la realiza con un atomizador y un pafio de
algodon para limpiar los alrededores de la cdmara, la desinfeccién se realiza antes y

después de utilizar la camara.

6.5.5. Siembra del explante

Antes de extraer los explantes se realiza una desinfeccion de los fragmentos de
planta madre para eliminar los contaminantes externos. Una vez desinfectado el material
vegetal, se mantiene en condiciones de asepsia. Ya en condiciones de asepsia, en la cAmara
de flujo laminar, se extraen los explantes del material vegetal y se colocaron en el medio
de iniciacion dentro de una caja Petri, para poder controlar la sanidad y la viabilidad de los

explantes.

Se siembran los fragmentos de hojas de 1 cm largo por 1cm de ancho, es decir, de

1x1, en nimero de 5 en forma de cruz por tratamiento.

6.6. IMPLEMENTACION /PLAN DE ACCION.

Dar a conocer el protocolo de induccién de callogénesis mediante un articulo de

interés en internert.

Capacitar a técnicos y/o encargados de laboratorios de micropropagacion en la

metodologia de induccidn de callogénesis en laurel.
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APENDICE

ANEXO 1. Color del explante

Tratamientos Repeticiones Color
N°  Simbolo | I n \Y, \Y predominante
1 ClIM1 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY16 5GY1/6 5GY 1/6
2 ClIM2 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY16 5GY1/6 5GY 1/6
3 CIM3 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY16 5GY1/6 5GY 1/6
4 ClM4 5GY1/6 5GY16 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY 1/6
5 CIM5 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY 1/6
6 ClIM6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY 1/6
7 ClIM7 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY 1/6
8 CiIM8 5GY1/6 5GY1/6 5GY1/6 5GY16 5GY1/6 5GY 1/6
9 C2M1 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
10 C2M2 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
11 C2M3 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
12 C2M4 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
13 C2M5 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
14 C2M6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
15 C2M7 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
16 C2M8 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GY4/6 5GYA4/6 5GY 4/6
17 C3M1 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY 7/8
18 C3M2 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY 7/8
19 C3M3 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY 7/8
20 C3M4 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8
21 C3M5 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8
22 C3M6 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8
23 C3M7 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY 7/8
24 C3M8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY7/8 5GY 7/8
25 C4M1 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
26 C4M2 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
27 C4M3 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
28 C4M4 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
29 C4M5 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
30 C4M6 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
31 C4aM7 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
32 C4M8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8 25G1/8
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ANEXO 2.

Dias a la formacion de callo hasta los 15 dias

Tratamientos

Repeticiones

NO

© 00 N o O B W N PP

W oW RN RN RNRNNDNDDNDNDRNRDERR R R R B P R R
P O © ©® N © OO B W NP O © 0 N O 0l b W N B O

32

Simbolo

C1M1
C1M2
C1M3
C1M4
C1M5
C1M6
C1M7
C1M8
C2M1
c2M2
C2M3
C2M4
C2M5
C2M6
Cc2M7
c2M8
C3M1
C3M2
C3M3
C3M4
C3M5
C3M6
C3M7
C3M8
Cam1
CaM2
C4aM3
CaM4
C4M5
C4M6
Cam7
Cam8

|
15
15
10
12
15
15
12
12
15
15
15
12
15
15
15
14
15
12
12
10
15
12
10
12
15
15
8
8
15
14
12
8

I
15
15
12
12
15
15
14
12
15
15
12
10
15
15
12
8
15
14
12
12
15
15
10
14
15
15
8
10
15
14
8
8

m
15
15
10
10
15
15
15
10
15
12
10
10
15
10
15
15
15
14
8
10
15
15
8
12
15
12
8
8
15
10
10
8

v
15
15
8
15
15
15
15
14
15
15
12
15
15
15
15
15
15
12
8
12
15
15
10
12
15
12
8
8
15
15
8
8

\Y
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
10
15
15
15
15
15
15
15
15
10
15
10
10
10
15
12
10
10
15
10
8
10

15: Indica que no se ha formado callo desde los 0 hasta los 15 dias

88

Total
75
75
55
64
75
75
71
63
75
72
59
62
75
70
72
67
75
67
55
54
75
67
48
60
75
66
42
44
75
63
46
42

Promedio

15
15
11
12,8
15
15
14,2
12,6
15
14,4
11,8
12,4
15
14
14,4
13,4
15
13,4
11
10,8
15
134
9,6
12
15
13,2
8,4
8,8
15
12,6
9,2
8,4



ANEXO 3.

Dias a la formacion de callos hasta los 30 dias

Tratamientos

Repeticiones
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Simbolo

cim1
C1M2
C1M3
C1lM4
C1M5
C1M6
C1M7
Cc1M8
c2m1
c2m2
c2M3
C2M4
C2M5
C2M6
c2M7
c2M8
Cc3M1
C3M2
C3M3
C3M4
C3M5
C3M6
C3M7
C3M8
cam1
CaM2
Cam3
CaM4
CaM5
CaM6
Cam7
Cams8

I
30
30
20
22
30
30
24
22
30
26
30
22
30
25
30
26
30
22
20
20
30
22
24
22
30
30
17
24
30
24
24
20

1l
30
30
22
22
30
30
22
22
30
24
30
30
30
24
22
20
30
30
30
20
30
30
22
22
30
30
17
22
30
24
22
20

"
30
30
20
22
30
30
25
24
28
22
22
20
30
20
30
30
30
24
17
22
30
30
20
24
30
20
17
22
30
20
24
18

v
30
30
20
26
30
25
24
24
30
30
20
30
30
24
30
30
30
30
14
22
30
22
22
22
30
24
18
24
30
30
22
18

\Y
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
22
30
30
30
30
30
30
30
30
18
30
30
24
22
30
24
18
24
30
22
22
22

Total

30
30
82
92
30
25
95
92
28
72
64
42
30
93
22
46
30
46
51
102
30
44
112
112
30
68
87
116
30
90
114
98

30: Indica que no se ha formado callo desde los 15 hasta los 30 dias

89

Promedio

30
30
16,4
18,4
30

19
18,4
5,6
14,4
12,8
8,4
30
18,6
44
9,2
30
9,2
10,2
20,4
30
8,8
22,4
22,4
30
13,6
17,4
23,2
30
18
22,8
19,6



ANEXO 4.

Dias a la formacion de callo hasta los 45 dias

Tratamientos

Repeticiones
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Simbolo

cim1
C1M2
C1M3
C1lM4
C1M5
C1M6
C1M7
Cc1M8
c2m1
c2m2
c2M3
C2M4
C2M5
C2M6
c2M7
c2M8
Cc3M1
C3M2
C3M3
C3M4
C3M5
C3M6
C3Mm7
C3M8
cam1
CaM2
Cam3
CaM4
CaM5
CaM6
Cam7
Cams8

|
45
45
36
38
45
45
34
36
45
38
45
36
45
45
45
45
45
40
36
34
45
40
36
45
45
45
38
38
45
45
36
34

I
45
45
36
40
45
45
34
36
45
38
45
45
45
36
34
45
45
45
45
36
45
45
40
36
45
45
38
38
45
45
38
34

1T
45
45
38
38
45
45
34
38
45
38
38
45
45
38
45
45
45
36
38
45
45
45
36
34
45
38
38
38
45
36
36
36

v
45
45
36
36
45
45
34
34
45
40
38
45
45
42
45
45
45
40
38
38
45
38
36
36
45
45
38
38
45
45
38
36

Y;
45
45
45
45
45
45
34
45
45
45
36
45
45
45
45
45
45
45
45
34
45
45
36
36
45
40
38
40
45
45
36
36

Total

225
225
191
197
225
225
170
189
225
199
202
216
225
206
214
225
225
206
202
187
225
213
184
187
225
213
190
192
225
216
184
176

45: Indica que no se ha formado callo desde los 30 hasta los 45 dias

90

Promedio

45
45
38,2
39,4
45
45
34
378
45
39,8
40,4
43,2
45
41,2
42,8
45
45
41,2
40,4
37,4
45
42,6
36,8
37,4
45
42,6
38
38,4
45
43,2
36,8
35,2



ANEXO 5. Color del callo hasta los 15 dias

Tratamientos Repeticiones Color

N°  Simbolo I I " \V \Y Predominante
1 CiM1 N.C N.C N.C N.C N.C N.C
2 Cim2 N.C N.C N.C N.C N.C N.C
3 CIM3 5GY2/6 5GY 2/6 5GY 2/6 5GY 2/6 N.C 5GY 2/6

4 CIM4 5GY2/6 75YR9/4 5GY2/6 5GY 2/6 N.C 5GY 2/6

5 C1M5 N.C N.C N.C N.C N.C N.C
6 CiM6 75Y9/2 7,5Y 9/2 N.C 5Y6/4 N.C 7,5Y 9/2

7 CIM7 75YR9/4 75YR9/4 75Y6/4 75YRO9/4 N.C 75 YR9/4
8 CiM8 75YR9/4 75YR9/4 75YR94 T75YR9/4 N.C 7,5 YR 9/4
9 C2M1 75Y6/4 75Y 6/4 75Y 6/4 75Y 6/4 N.C 75Y 6/4
10 C2M2 75YR9/4 75YR94 T75YR9/4 T75YR9/4 N.C 7,5 YR 9/4
11 C2mM3 75YR9/4 75YR94 75YR9/4 75YR94 75YR9/4 75YR9/4
12 C2mM4 75YR8/2 75YR812 75YRS8/2 N.C N.C 7,5 YR 8/2
13  C2M5 N.C N.C N.C N.C N.C N.C
14 C2M6 75Y6/4 75Y 6/4 75Y 6/4 75Y 6/4 N.C 75Y 6/4
15 C2Mm7 N.C 75 YR 9/4 N.C N.C N.C 7,5 YR 9/4
16 C2M8 5YRA4/6 5 YR 4/6 N.C N.C N.C 5 YR 4/6
17 C3M1 N.C 5Y3/6 N.C N.C 5Y3/6 5Y 3/6

18 C3M2 5Y4/6 5GY 2/6 5GY 2/6 5GY 2/6 N.C 5GY 2/6
19 C3M3 5GY?2/6 5GY 2/6 5GY 2/6 5GY 2/6 N.C 5GY 2/6
20 C3M4 75YR7/4 T75YR7/4 7T5YR7/4 T75YR7/4 75YR7/4 T75YR7/4
21 C3M5 N.C N.C N.C N.C N.C N.C
22 C3M6 75YR9/4 5Y?2/4 5Y2/4 5Y 2/4 75YR9/4 5Y2/4

23 C3Mm7 75YR7/4 75YR94 T75YR9/4 T75YR94 75YR94 75YRY9/4
24 C3M8 75YR9/4 5Y2/4 5Y2/4 75YR9/4 75YR94 75YRY9/4
25 C4M1 5Y6/4 N.C N.C N.C N.C 5Y6/4

26 CaM2 N.C N.C 5GY 2/6 5GY 2/6 5GY 2/6 5GY 2/6
27 C4M3 75YRG6/4 5YRA4/6 75YR6/4 T75YR6/4 T75YR6/4 75YRG6/4
28 C4M4 75YR7/4 T75YR7/4 T5YRT7/4 T5YRT7/4 T5YR7/4  T75YR7/4
29 C4AMS5 N.C N.C N.C N.C N.C N.C
30 C4M6 75Y6/4 75Y 6/4 75YR9/4 75Y7/6 75Y6/4 75Y6/4
31 C4M7 5Y2/4 75YR9/4 75YR94 75YR94 T75YR9/4 75YR9/4
32 C4M8 75YR9/4 75YRY9/4 T75YR9/4 T75Y6/4 75Y 6/4 7,5 YR 9/4
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ANEXO 6.

Color de callo hasta los 30 dias

Tratamientos

Repeticiones

NO

© 00 N oo O A W N -

W W W N DD NN DN DD DN DNDDN P PP R R R R
N P O © 0 N OO O A WO N P O © 0 N o o B O N — O

Simbolo
CiM1
C1M2
CiM3
CimM4
C1M5
C1M6
C1iM7
C1M8
caMm1
C2M2
C2M3
C2M4
C2M5
C2M6
cam7
C2M8
C3M1
C3M2
C3M3
C3M4
C3M5
C3M6
C3M7
C3M8
Cam1
CaM2
C4M3
CamM4
C4M5
C4M6
cami
C4M8

I
N.C
N.C
75 YR 9/2
5GY 2/6
N.C
5GY 2/6
7,5 YR 8/4
7,5 YR 8/4
75Y6/4
75Y6/8
5GY 2/6
5Y2/4
7,5 YR 8/4
5GY 2/6
N.C
5Y2/4
N.C
75Y6/8
75 YR 8/4
75 YR 9/2
N.C
5 YR 2/6
7,5 YR 8/4
7,5 YR 8/4
75Y6/4
N.C
5GY 2/6
5GY 2/6
N.C
75Y 76
5GY 2/6
75 YR 8/4

I
N.C
N.C
75 YR 9/2
5Y2/4
N.C
5Y2/4
75YR8/4
75 YR 8/4
75Y 6/4
5Y1/2
5GY 2/6
75YR9/2
75 YR 8/4
5GY 2/6
75 YR 8/4
5Y2/4
5Y3/6
75Y 6/8
75 YR 8/4
75YR9/2
N.C
5 YR 2/6
75YR8/4
75 YR 8/4
N.C
N.C
5YR 2/6
5GY 2/6
N.C
75Y7/6
5GY 2/6
7,5 YR 8/4

i
N.C
N.C
75 YR 8/4
5Y2/4
N.C
N.C
75 YR 8/4
75 YR 8/4
75Y6/4
75Y6/8
75 YR 8/4
5Y2/4
75 YR 8/4
5GY 2/6
N.C
N.C
N.C
75Y6/8
75 YR 8/4
75YR9/2
N.C
5YR 2/6
75 YR 8/4
75 YR 8/4
N.C
5GY 2/6
5GY 2/6
5YR 2/6
N.C
75 YR 8/4
75 YR 8/4
75 YR 8/4

v
N.C
N.C
75 YR 7/6
5Y2/4
N.C
5GY 2/6
75YR8/4
75 YR 8/4
75YR8/4
75Y6/8
5GY 2/6
N.C
75YR8/4
5GY 2/6
N.C
N.C
N.C
5Y2/4
75 YR 8/4
75YR9/2
N.C
75YR8/4
75YR8/4
75 YR 8/4
N.C
5GY 2/6
5YR 2/6
5GY 2/6
N.C
75Y7/6
75 YR 8/4
75 YR 8/4

\%
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C

5Y2/4
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
5Y3/6
N.C
N.C
75 YR 9/2
N.C
75 YR 8/4
75 YR 8/4
5Y2/4
N.C
5 GY 2/6
5GY 2/6
5GY 2/6
N.C
5 GY 2/6
5GY 2/6
5Y2/4

Color

Predominante

N.C
N.C
75 YR 9/2
5Y2/4
N.C
5GY 2/6
75YR8/4
75 YR 8/4
75Y 6/4
75Y6/8
5GY 2/6
5Y2/4
75 YR 8/4
5GY 2/6
75 YR 8/4
5Y2/4
5Y3/6
75Y 6/8
7,5 YR 8/4
75YR9/2
N.C
5 YR 2/6
75YR8/4
75 YR 8/4
75Y 6/4
5GY 2/6
5GY 2/6
5GY 2/6
N.C
75Y7/6
5GY 2/6
7,5 YR 8/4

92



ANEXO 7.

Color de callo hasta los 45 dias

Tratamientos

Repeticiones

NO

© 00 N oo O A W N -

W W W N DD NN DN DD DN DNDDN P PP R R R R
N P O © 0 N OO O A WO N P O © 0 N o o B O N — O

Simbolo
CiM1
C1iM2
CiM3
C1M4
C1M5
C1M6
C1iM7
C1mM8
c2M1
C2M2
Cc2m3
Cc2M4
C2M5
C2M6
c2m7
C2M8
C3M1
C3M2
C3M3
C3M4
C3M5
C3M6
C3M7
C3M8
cam1
CaM2
C4M3
CaMA4
C4M5
C4M6
camr
C4Mm8

I
N.C
N.C
75YR7/2
5Y2/6
N.C
5GY 2/6
75YR7/2
75YRT/2
75Y 6/4
5Y2/6
5Y2/6
75YR7/2
7,5 YR 8/6
5Y2/6
N.C
5 YR 4/6
N.C
75Y 6/8
75YR7/2
75YR7/2
N.C
5Y2/6
75YR7/2
75YRT7/2
75Y 6/4
N.C
5Y2/6
75YR7/2
N.C
75YR7/4
75YR7/2
75YR7/4

I
N.C
N.C
75YR72
5Y2/6
N.C
5Y1/4
75YR72
75YR7/4
7,5 YR 8/6
5Y2/6
5Y2/6
75YR7I2
7,5 YR 8/6
7,5 YR 9/6
75YR72
5YR 4/6
5Y2/6
75Y6/8
75YR7/2
75YR72
N.C
5Y2/6
75YR72
75YRT7/2
N.C
N.C
5Y2/6
75YR7I2
N.C
75YR7/4
75YR7/4
75YR7/2

i
N.C
N.C
5Y2/6
5Y2/6
N.C
N.C
75YR7/2
5YR 2/6
7,5 YR 8/6
75YR72
75YRT7/2
75YR7/2
7,5 YR 8/6
5Y2/6
N.C
N.C
N.C
75Y6/8
75YR7/2
75YR7/2
N.C
75Y 76
75Y 72
75YRT7/4
N.C
75YR7/4
5Y2/6
5Y2/6
N.C
5Y2/6
75YR7/2
75YR72

v
N.C
N.C

75YR7/2
75YR7/2
N.C
5GY 2/6
75YR7/2
75YR7/4
7,5 YR 8/6
5Y2/6
5Y2/6
N.C
7,5 YR 8/6
5Y2/6
N.C
N.C
N.C
5Y2/6
5Y2/6
5Y2/6
N.C
75Y 76
5Y2/6
75 YR7/4
N.C
75YR7/4
5Y2/6
75YR7/2
N.C
75Y 6/8
75YR7/2
75YR7/4

V
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C

75YRT7/2
N.C
N.C
N.C
N.C
N.C
5Y2/6
N.C
N.C
75YR7/2
N.C
75Y 76
5Y 2/6
75YR7/4
N.C
5Y2/6
5Y2/6
5Y2/6
N.C
75YR7/4
75YR7/2
75YR7/2

Color

Predominante

N.C
N.C
75YR7I2
5Y2/6
N.C
5GY 2/6
75YR7I2
75YRT7/4
7,5 YR 8/6
5Y2/6
5Y2/6
75YRT7I2
7,5 YR 8/6
5Y2/6
75YR7I2
5 YR 4/6
5Y2/6
75Y6/8
75YR7/2
75YR7I2
N.C
75Y7/6
75YRT7I2
75YRT7/4
75Y6/4
75YR7/4
5Y2/6
75YRT7I2
N.C
75YR7/4
75YR7I2
75YR72
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ANEXO 8. Numero de callos formados hasta los 15 dias

Tratamientos Repeticiones )
N° Simbolo | 1 Il v V Total Promedio
1 CiMm1 0 0 0 0 0 0 0,00
2 CiM2 0 0 0 0 0 0 0,00
3 CiM3 4 5 9 0 20 4,00
4 C1m4 6 4 10 5 0 25 5,00
5 C1M5 0 0 0 0 0 0 0,00
6 C1M6 0 0 0 0 0,00
7 C1iM7 2 1 5 1 0 9 1,80
8 C1im8 5 8 10 5 0 28 5,60
9 Cc2M1 0 0 0 0 0 0 0,00
10 C2M2 5 2 3 5 0 15 3,00
11 C2Mm3 3 14 10 8 10 45 9,00
12 C2M4 12 11 12 0 0 35 7,00
13 C2M5 0 0 0 0 0 0 0,00
14 C2M6 3 4 8 4 0 19 3,80
15 Cc2M7 0 8 0 0 0 8 1,60
16 C2M8 3 20 0 0 0 23 4,60
17 C3Mm1 0 0 0 0 0 0 0,00
18 C3M2 5 2 1 4 0 12 2,40
19 C3M3 9 4 15 14 0 42 8,40
20 C3M4 15 10 18 11 10 64 12,80
21 C3M5 0 0 0 0 0 0 0,00
22 C3M6 5 2 1 2 4 14 2,80
23 c3am7 9 12 7 13 14 55 11,00
24 C3Ms8 11 7 5 8 13 44 8,80
25 CaM1 0 0 0 0 0,00
26 CaM2 0 0 2 8 4 14 2,80
27 C4aM3 15 13 15 15 13 71 14,20
28 CaM4 17 14 15 15 16 7 15,40
29 C4M5 0 0 0 0 0 0 0,00
30 C4aM6 4 3 6 2 3 18 3,60
31 camy 10 14 11 15 16 66 13,20
32 C4aM8 10 10 9 9 9 47 9,40
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ANEXO 9.

NuUmero de callos formados hasta los 30 dias

Tratamientos

Repeticiones

NO

© 00 N oo O A W N -

W W W N DD DD DD DD DD DN DNDDN P PP R R R
N P O © 00 N OO O A WO N P O © 0 N o o B O N — O

Simbolo
CiM1
C1iM2
C1iM3
CimM4
CiM5
C1M6
C1M7
Cims8
Cc2M1
C2M2
C2M3
C2M4
C2M5
C2M6
Cc2M7
C2M8
C3M1
C3M2
C3M3
C3M4
C3M5
C3Mé6
C3M7
C3M8
Cami
C4aM2
C4aM3
CamM4
C4M5
C4AM6
Cam7
C4aM8

0 O Fk O N O 0 O N O OO0 o O o

=
w

15

11

11

11
18

16

~N b~ O O O » O O 0O O O

~
© o

17
13

15
13

11
17

=
OOJ

O O O O N O O M O O

15
25

OOOOOOOO::OOOOOOOOOO

H
©

16
11

Total

0,00
0,00
43,00
57,00
0,00
3,00
23,00
27,00
3,00
14,00
25,00
11,00
0,00
19,00
7,00
41,00
0,00
10,00
42,00
84,00
0,00
9,00
46,00
56,00
0,00
5,00
35,00
29,00
0,00
4,00
57,00
84,00

Promedio

0,00
0,00
8,60
11,40
0,00
0,60
4,60
5,40
0,60
2,80
5,00
2,20
0,00
3,80
1,40
8,20
0,00
2,00
8,40
16,80
0,00
1,80
9,20
11,20
0,00
1,00
7,00
5,80
0,00
0,80
11,40
16,80
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ANEXO 10. Numero de callos formados hasta los 45 dias

Tratamientos Repeticiones )
N° Simbolo | 1 Il v V Total Promedio
1 CiMm1 0 0 0 0 0 0 0,00
2 CiM2 0 0 0 0 0 0 0,00
3 CiM3 10 7 2 10 0 29 5,80
4 C1m4 9 16 11 9 0 45 9,00
5 C1M5 0 0 0 0 0 0 0,00
6 C1M6 0 0 0 0 0,00
7 C1iM7 14 7 4 3 0 28 5,60
8 C1im8 14 9 2 11 0 36 7,20
9 Cc2M1 0 0 0 0 0 0 0,00
10 c2mM2 25 16 17 13 0 71 14,20
11 C2Mm3 0 0 15 20 20 55 11,00
12 C2M4 22 0 0 0 0 22 4,40
13 C2M5 0 0 0 0 0 0 0,00
14 C2M6 0 6 7 1 0 14 2,80
15 Cc2M7 0 9 0 0 0 9 1,80
16 C2M8 0 0 0 0 0 0 0,00
17 C3Mm1 0 0 0 0 0 0 0,00
18 C3M2 8 0 5 10 0 23 4,60
19 C3M3 10 0 16 15 0 41 8,20
20 C3M4 21 17 0 9 12 59 11,80
21 C3M5 0 0 0 0 0 0 0,00
22 C3M6 3 0 4 0 7 1,40
23 C3M7 15 7 6 13 18 59 11,80
24 C3M8 0 8 30 11 12 61 12,20
25 CaM1 0 0,00
26 CaM2 0 0 4 0 4 8 1,60
27 C4aM3 14 21 9 13 10 32 6,40
28 CaM4 20 16 14 26 10 50 10,00
29 C4M5 0 0 0 0 0 0 0,00
30 C4aM6 0 0 3 0 0 3 0,60
31 camy 4 20 12 11 12 55 11,00
32 C4M8 14 8 16 12 8 58 11,60
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ANEXO 11. Porcentaje de callos formados hasta los 15 dias

Tratamientos

Repeticiones

P ol I i m v v Promedio Suma Porcentaje
1 ciM1 0O 0 0 o0 o0 0,0 0,00
2 C1M2 0O 0 0 0 o0 0,0 0,00
3 C1M3 4 5 9 0 40 20 44,44
4 C1M4 6 4 10 5 0 5,0 55,56
5 C1M5 0 0 0O 0 O 0,0 0,00
6 C1M6 2 3 0 5 0 2,0 21,28
7 C1M7 2 1 5 1 0 1,8 4 19,15
8 C1M8 5 8 10 5 0 56 59,57
9 c2M1 4 1 7 3 0 30 13,64
10 Cc2M2 5 2 3 5 0 3,0 220 13,64
11 C2M3 3 14 10 8 10 9,0 40,91
12 C2M4 12 11 12 0 0 7,0 31,82
13 C2M5 0 0 0 © 0,0 0,00
14 C2M6 3 4 8 4 0 38 38,00
15 C2M7 O 8 0 0 0 1,6 100 16,00
16 Cc2Mm8 3 20 0 0 O 46 46,00
17 Cc3M1 o 1 o0 o0 1 0,4 1,67
18 C3M2 5 2 1 4 0 2,4 10,00
19 C3M3 9 4 15 14 0 8,4 240 35,00
20 C3M4 15 10 18 11 10 12,8 53,33
21 C3M5 0 0 0 o0 O 0,0 0,00
22 C3M6 5 2 1 2 4 2,8 12,39
23 C3M7 9 12 7 13 14 11,0 225 48,67
24 C3M8 11 7 5 8 13 8,8 38,94
25 C4M1 1 0 0 0 0,2 0,61
26 C4M2 0 2 2,8 8,59
27 C4M3 15 13 15 15 13 14,2 320 4356
28 C4M4 17 14 15 15 16 154 4724
29 C4M5 0 0 0 O 0,0 0,00
30 C4M6 4 3 6 2 3 3,6 13,74
31 C4M7 10 14 11 15 16 13,2 262 50,38
32 C4aMm8 10 10 9 9 9 9,4 35,88

97



ANEXO 12. Porcentaje de callos formados hasta los 30 dias

Tratamientos

Repeticiones

Promedio Suma Porcentaje
N° Simbolo | 1 i v Vv
1 CimM1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
2 CiM2 0 0 0 0 0 0,00 0,00
20,00
3 CiM3 10 15 6 12 0 8,60 43,00
4 CimM4 22 16 15 4 0 11,40 57,00
5 C1M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
6 C1M6 0 0 0 3 0 0,60 5,66
10,60
7 Cim7 9 8 3 3 0 4,60 43,40
8 C1iM8 6 5 6 10 0 540 50,94
9 cam1 0 0 3 0 0 0,60 5,66
10 c2m2 2 4 8 0 0 2,80 10.60 26,42
11 C2M3 0 0 10 4 1 5,00 ’ 47,17
12 Cc2m4 8 0 3 0 0 2,20 20,75
13 C2M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
14 C2M6 2 4 1 2 0 3,80 28,36
13,40
15 c2m7 0 7 0 0 0 1,40 10,45
16 C2M8 1 40 0 0 0 8,20 61,19
17 C3M1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
18 C3M2 8 0 2 0 0 2,00 27 20 7,35
19 C3M3 13 0 12 17 0 8,40 ’ 30,88
20 C3mM4 15 24 2 32 11 16,80 61,76
21 C3M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
22 C3M6 2 0 0 7 0 1,80 8,11
22,20
23 C3M7 4 13 10 11 8 9,20 41,44
24 C3M8 11 12 9 12 12 11,20 50,45
25 Cam1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
26 CiM2 0 0 2 2 1 1,00 4,27
23,40
27 C4M3 11 17 7 16 12 12,60 53,85
28 CaM4 7 13 13 7 9 9,80 41,88
29 C4M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
30 C4aM6 3 1 2 0 2 1,60 3200 5,00
31 CamM7 11 15 11 15 16 13,60 ’ 42,50
32 C4amM8 8 13 17 25 11 16,80 52,50
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ANEXO 13. Porcentaje de formacidn de callo hasta los 45 dias

Tratamientos

Repeticiones

Promedio Suma Porcentaje
N° Simbolo | 1 Il v V
1 CiM1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
2 CiM2 0 0 0 0 0 0,00 0,00
14,80
3 C1M3 10 7 2 10 0 5,80 39,19
4 Cim4 9 16 11 9 0 9,00 60,81
5 C1M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
6 C1M6 0 0 0 0 0 0,00 0,00
12,80
7 Cim7 14 7 4 3 0 5,60 43,75
8 C1im8 14 9 2 11 0 7,20 56,25
9 ca2Mm1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
10 C2M2 25 16 17 13 0 14,20 29.60 4797
11 Cc2M3 0 0 15 20 20 11,00 ’ 37,16
12 C2m4 22 0 0 0 0 4,40 14,86
13 C2M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
14 C2M6 0 6 7 1 0 2,80 460 60,87
15 cam7 0 9 0 0 0 1,80 ’ 39,13
16 c2m8 0 0 0 0 0 0,00 0,00
17 C3M1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
18 C3M2 8 0 5 10 0 4,60 2460 18,70
19 C3M3 10 0 16 15 0 8,20 ’ 33,33
20 C3M4 21 17 0 9 12 11,80 47,97
21 C3M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
22 C3M6 3 0 0 4 0 1,40 5,51
25,40
23 C3m7 15 7 6 13 18 11,80 46,46
24 C3M8 0 8 30 11 12 12,20 48,03
25 CaM1 0 0 0 0 0 0,00 0,00
26 CaM2 0 0 4 0 4 1,60 4,97
32,20
27 CaM3 14 21 13 10 13,40 41,61
28 CaM4 20 16 14 26 10 17,20 53,42
29 C4M5 0 0 0 0 0 0,00 0,00
30 C4M6 0 3 0 0 0,60 2,50
24,00
31 CaM7 4 20 12 11 12 11,80 49,17
32 C4aM8 14 8 16 12 8 11,60 48,33
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