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RESUMEN 

Ce+'l.tr~ v~ Senth. es una especie de importancia 

econornica, para el forraje en las sabanas neotropicales de Venezuela. Debido 

a la dificultad de desarrollo de esta especie en campo se busco el rnetodo mas 

eficaz para su propaqacion, para ello se utilizo la tecnica de rnicropropaqacion 

"in vitro" en la cual se tomo como base el medio de Murashige y Skoog (1962), 

suplementado con vitaminas ,agar y diferentes concentraciones hormonales. En 

la etapa de iniciacion se utilizaron 6 medios con diferentes concentraciones 

hormonales: ISA y SAP Y se observe que el medio mas efectivo para esta etapa 

fue el medio 0 (1,5 mgll SAP y 0,05 mgtl ISA) ya que produjo un promedio de 

10 brotes por explante. En la etapa de multiplicacion se utilizaron 4 medios 

donde se variaron las concentraciones de SAP y se observe que los medios 

mas apropiados fueron el medio A (3 mgll SAP y 8 grtl de Agar) ya que se 

obtuvo un promedio de 16 brotes por explante y el medio 0 (3,5 mgtl SAP y 3 

grll de Phytagel) con un promedio de 13 brotes par explante. En la etapa de 

enraizamiento se colocaron los brotes en 2 medios: uno ISA y otro sin 

hormonas y se encontro que el medio que produjo raices fue el medio ISA. 

Finalmente es importante destacar que la fase de aclimatacion no lIego a 

realizarse por falta de tiempo, ya que las ralces no presentaron caracteristicas 

apropiadas para la transferencia a dicha fase. 
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I. INTRODUCCION. 

Este trabajo tiene como objetivo principal desarrollar alternativas 

eficientes para la propagaci6n acelerada de Ce..t'\.tY~ v~ Benth. 

(Fabaceae), utilizando tecnicas de cultivo "in vitro". 

Ce+1t"y~ v~Benth. es una leguminosa de gran importancia 

econ6mica y para la biodiversidad en las zonas de saban as neotropicales del 

Estado Guarico. Las leguminosas son un componente importante en la 

vegetaci6n de sabanas en nuestro pais, por su significado ecol6gico y 

econ6mico. Debido a que su tasa de regeneraci6n en ambientes naturales es 

sumamente baja, es necesario la implementaci6n de metodologfas para una 

rapida propagaci6n "in vitro" y para su mejoramiento genetico (Trujillo, 2001). 

En Venezuela, las gramlneas nativas con potencial forrajero tienen un 

papel secundario; en cambio, las leguminosas nativas se consideran claves 

para el desarrollo ganadero del pais, es decir, las leguminosas juegan un papel 

importante en cualquier sistema de producci6n animal, y su importancia se debe 

a que mejoran la calidad de los pastos, ya sean naturales 0 introducidos, al fijar 

nitr6geno del suelo mediante una simbiosis con microorganismos del mismo, e 

incorporan este elemento a los suelos, mejorando su fertilidad. Ademas, estas 



especies poseen un alto valor nutritivo 10 que contribuye posit iva mente a la 

nutrici6n animal. (Razz y Faria, 1996; Flores y Rodriguez, 1985). 

La micropropagaci6n "in vitro" permite la obtenci6n de altas tasas de 

multiplicaci6n, y de una gran estabilidad genetica al compararse con los 

sistemas de reproducci6n aqamica y clonal, donde se ha facilitado la reducci6n 

en costos de manipulaci6n, sin disminuir la eficiencia biol6gica y productiva, 

espedficamente a nivel de plantas agrfcolas y de uso industrial (Perez 

Ponce,1998). 
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II. MARCO TEORICO 

Caracteristicas de la especie. 

La familia de las leguminosas (Leguminosae 0 Fabaceae) es una 

agrupaci6n muy extensa de plantas que incluye muchas especies herbaceas, 

asf como un gran numero de especies leriosas. Los miembros de esta familia 

estan distribuidos a 10 largo de todo el mundo y general mente pueden ser 

encontrados en casi cualquier ecosistema. Son habitantes del circulo polar 

artico, de regiones templadas y aridas, y pueden constituir la flora principal de 

algunos habitat tropicales (Perea, 2001). 

Son dicotiled6neas, de cicio anual, bienal 0 perenne. Las hojas estan 

compuestas de varios foliolos, dispuestos en forma alterna. Los tallos son muy 

variados en longitud, ramificaci6n y consistencia, y de crecimiento erecto, 

semierecto 0 trepador. EI sistema radical generalmente esta formado por una 

ralz principal, desarrollada y profunda, la cual se ramifica en otras secundarias, 

que Ie permiten una mayor eficiencia en la extracci6n del agua y de los 

nutrientes. Entre las especies del cicio anual, se encuentra la soya, el frijol y la 

lenteja. Entre las bienales encontramos el siratrico de agua, la rnucurna, clover 

de la india y el dolichos, mientras que entre las perennes, tenemos al kudzu 

tropical y la alfalfa (FUSAGRI, 1986). 
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La familia de las leguminosas comprende cerca de 12.000 especies, 500 

generos, los cuales han sido agrupados en tres subfamilias: Papilionoideae, 

Mimosoideae y Cesalpinioideae, siendo la mas importante la subfamilia 

Papilonacea (Havard-Duclos, 1968; Razz y Faria, 1996; Judd y col., 1999). 

A continuacion se presentan las caracteristicas mas resaltantes y la 

clasiftcacion taxonornica de la especie a estudiar. 

Ce.+'ltY~v~ 8enth.: 

Subfamilia Papilionoideae: flor irregular, 10 estambres libres 0 bien 1 

libre y 9 soldados 0 todos unidos. (Havard-Duclos, 1968; Judd y col., 1999) 

Tribu Phaseoleae: estas plantas son hierbas trepadoras 0 tendidas, raramente 

se observan erguidas, se presentan como arbustos y casi nunca se observan 

como arboles. Hojas del tipo pinnadas, general mente trifoliadas y raramente se 

han visto de 1, 5 0 7 folfolos. Los foliolos son enteros 0 lobulados, 

ordinariamente estipulados. Las flores se encuentran en posicion axial, 

germinadas y raramente solitarias. Las semi lias se encuentran en vainas 

bivalvas, el cotiledon es grueso, y las primeras hojas son opuestas (Havard­ 

Duclos, 1968; Judd y col., 1999). 
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EI genero Ce-t'l.ty~ esta compuesto por plantas herbaceas con 

hojas de tres foHolos, raramente de 5 0 7 foHolos; las flores son blancas, 

violetas, rosa 0 azul palido, se encuentran solitarias 0 en racimos sobre un 

pedunculo axilar solitario 0 germinado. Las semillas se encuentran en vainas 

sesiles, lineal, plano-comprimida. Se encuentran 30 especies en America 

Austral, Central, Java y Norteamerica (Havard-Duclos, 1968). 

Ce-t'l.ty~ v~ Benth., es una especie que presenta tallos 

finos, hojas trifoliadas, foHolos verde intenso en el haz, mas claro en el enves, 

oblongos a lanceolados, acuminados, de 5 cm de largo y 2.5 cm de ancho, con 

vellosidades en ambas caras, peciolados; bracteolas concavas, mas largas que 

el caliz, estriadas y con vellosidades; flores violaceas: corola con estandarte 

pequeno, quilla incurvada, mas corta que las alas, alas semiaplanadas y 

semicurvadas a los extremos; caliz corto, con lacinio de 5 mm de longitud, que 

se incurva sobre la quilla; estambres diadelfos; vainas lineales, de 12 cm de 

largo, aplanadas y dehiscentes, hasta con 20 semi lias y semi lias de 3.5 mm de 

largo, de color rnarron claro y manchas negras (Havard-Duclos, 1968; Judd y 

col., 1999). 
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Importancia de las leguminosas. 

Las leguminosas forrajeras en su gran mayo ria son originarias del 

tropico, existiendo un elevado nurnero de cultivares, tanto autoctonos como 

introducidos. Constituyen una importante fuente forrajera por su elevada 

composicion proteinica y tienen la caracterlstica de albergar microorganismos 

en sus ralces (bacterias), las cuales toman el nitroqeno del aire 10 fijan al suelo, 

y las plantas 10 toman en forma de solucion nltrica. Las leguminosas son 

capaces de establecer una estrecha relacion de simbiosis con bacterias del 

genero 'R.~ que se alojan en las raices, mediante 10 cual aprovechan 

el nitroqeno del aire, necesario para la formacion de protelnas, 10 que Ie 

confiere un alto valor nutritive. Su cultivo, en forma aislada 0 asociadas con 

gramineas forrajeras, aporta una fuente alimenticia de gran valor para el 

consumo del ganado, sin embargo, son muy escasas las fincas donde se les 

cultiva can fines de alimentaci6n bovina (Havard-Duclos, 1968; FUSAGRI, 

1986; Guzman, 1996). 

cen.tY~ VEW\01-U+11I 8enth., es una de las leguminosas mas 

interesantes para el forraje verde, heno, 0 para la produccion de la "harina de 

alfalfa", utilizada en los estados unidos. Se encuentran recubriendo los suelos, y 

tarda en cubrir una extension de 0,9 mts". en todas direcciones, 
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aproximadamente unos 5 6 6 meses, originando un tapiz de 0,45 metros de 

espesor, con un rendimiento de 50 Uha directamente consumible; pero es 

necesario esperar que pierda su humedad, ya que cuando esta humedo acarrea 

meteorismo (Havard-Duclos, 1968; Razz y Farra, 1996) 

Debido a que la disponibilidad de las diferentes especies de leguminosas 

dentro de las saban as neotropicales del Estado Guarico no es uniforme durante 

todo el ario, y que el numero de individuos de una misma especie presentes en 

este agroecosistema no son suficientes para la implernentacion de ciertos 

estudios de diversa Indole, se hace necesario utilizar un sistema de 

propaqacion rapido y eficiente, que permita el suministro continuo de material 

vegetal en este tipo de mvestiqacion (Trujillo, 2001). 

Las zonas de Venezuela que se encuentran dentro de la clasificacion de 

sabanas neotropicales ocupan posiciones geograficas muy estrateqicas para 

facilitar la impfementacion de los sistemas asociados al desarrollo de una 

agricultura autosustentable. Muchas de las especies que conforman su 

inventario florlstico, tienen un enorme potencial economico, principalmente para 

la explotacion maderera. Por otro lado, la relativa baja fertilidad natural de los 

sue los asociados a este tipo de ecosistema, hace necesario el entasis en el 

desarrollo de especies vegetales adaptadas a esas condiciones edafoclimaticas 

(Trujillo, 2001). 
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La ganaderfa en el tr6pico y particularmente en Venezuela, depende de 

la alimentaci6n a base de pastos. Aproximadamente el 60% de estos pastos 

son gramfneas naturales, las cuales crecen en el suelo con escasa fertilidad y 

son de bajo potencial productive, valor nutritive, principalmente en protelnas y 

t6storo, y digestibilidad de la materia seca. De alii, la importancia de introducir 

las leguminosas en la alimentaci6n de ganado. (FUSAGRI, 1986) 

Cultivo "in vitro" de plantas 

EI cultivo "in vitro" de plantas abarca un conjunto de tecnicas que 

permiten el cultivo de 6rganos, tejidos, celulas y protoplastos en condiciones 

asepticas empleando medios de cultivos artificiales, con la finalidad de inducir la 

formaci6n y desarrollo de los 6rganos hasta completar un individuo. Esta 

tecnica se basa fundamental mente en 10 que se conoce como totipotencia, 10 

cual quiere decir, que toda celula somatica joven 0 en proceso de 

diferenciaci6n, es capaz de producir una planta completa si el explante se 

encuentra en condiciones adecuadas (Vargas Hernandez, 1982; Perez Ponce, 

1998). 
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EI cultivo celular, como en la actualidad se Ie conoce, fue iniciado por 

Haberlandt en 1902. Haberlandt fue el primer cientifico que cultivo celulas 

aisladas completamente diferenciadas en solucion Knoop suplementada con 

sacarosa. Hasta nuestros dias se han realizado diversas tecnicas de cultivo de 

plantas, donde destacan Murashige y Skoog (1962) quienes desarrollaron un 

medio nutritivo con el que lograron un crecimiento rapido en tejidos de tabaco. 

En la actualidad, las sales inorqarucas de ese medio de cultivo se usan con 

bastante exito en casi todas las especies. (En Vargas Hernandez, 1982; En 

Serrano y Piriol, 1991). 

Los medios de cultivos para la propaqacion de plantas, en su mayorfa 

son utilizados en estado solido, pero tarnbien existen medios Ifquidos. Para 

hacer los medios sondes 0 semisolidos, es necesario usar agentes gelificantes 

como son el caso de agar, gel rite 0 phytagel. Estos medios resultan muy 

beneficiosos para los explantes, ya que permiten la ganancia de peso y facilitan 

la deteccion temprana de cualquier contarninacion. EI agar es un material de 

soporte usado ampliamente en el cultivo de tejidos, ya que provee al medio de 

un excelente gel hurnedo para el desarrollo de las plantulas; sin embargo, 

fisioloqicamente no es inerte, puesto que es una fuente de cantidades variables 

de sustancias inhibidoras 0 estimulantes del crecimiento. En el cultivo de tejidos 

de plantas, frecuentemente se usa agar Disco Bacto en una concentracion de 

0,6 a 1,0 % m/v. En muchas ocasiones los cultivos "in vitro" se ven afectados 
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adversamente cuando se aumentan las concentraciones de agar, ya que el 

medio se vuelve excesivamente compacto, y no permite la difusion de 

nutrientes en el tejido. EI phytagel es un agente gelificante altamente 

purificado, compuesto de acido glucoronico, ramnosa y glucosa, que permite la 

deteccion de contamlnaclon microbial (Pierik, 1990; Hurtado y Merino, 1991; 

Perez Ponce, 1998; Smith, 2000 y Chawla, 2002). 

Tarnbien pueden usarse medios Ifquidos con apoyo, en lugar de los 

medios solidos. Estos incluyen: medios Ifquidos sin agar, donde se usa plastico 

de espuma limpio, glasswool 0 rockwool como apoyo; puentes de papel de filtro 

que se introducen en el medio; esponja viscosa debajo del papel de filtro como 

reserva del medio Ifquido en sustitucion del agar (Chawla, 2002). 

Etapas de la micropropagaci6n. 

Etapa de tniciacion: esta etapa es la que va a permitir la induccion de los 

explantes de la especie a estudiar, permitiendo la tormacion de callos y brotes 

en el explante. Esta fase tiene como finalidad inducir la micropropaqacion de la 

especie a estudiar (Perez Ponce, 1998). 

10 



En esta etapa se utilizan explantes obtenidos a partir de plantulas 

generadas por un proceso de germinaci6n "in vitro" e "in vivo", 0 partir de 

plantas ubicadas en campo. 

Las ventajas que ofrece la germinaci6n de semillas "in vitro" se podrfan 

resumir en los siguientes puntos: 

a. EI proceso de esterilizaci6n de semi lias es mucho mas facil que la 

esterilizaci6n de tejido, adicionalmente dicho tratamiento con agentes 

desinfectantes puede realizarse en condiciones mas drasticas en las 

semillas que en el material vegetal (este ultimo se suele dariar, por 10 que 

hay que eliminar posteriormente las partes afectadas 0 quemadas por la 

acci6n de los desinfectantes). 

b. Existe una reducci6n de la tasa de contaminaci6n durante el 

establecimiento de cultivos celulares cuando se parte de un material que 

se desarroll6 en condiciones asepticas, en relaci6n a un tejido 

desinfectado (ya que la infecci6n interna del material vegetal no se 

elimina mediante la esterilizaci6n qufmica). 

c. EI porcentaje de germinaci6n de determinadas semi lias aumenta debido 

a la desinfecci6n, ya que se realiza en un ambiente acondicionado, y sin 

competencia con la germinaci6n de otras semillas 0 contaminantes como 

hongos y bacterias. 
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d. La germinacion de determinadas sernillas puede ser favorable en un 

cultivo in vitro. Tal es el caso de las semi lias de orquldeas que, debido a 

su pequerio tarnario, contienen muy pocas reservas alimenticias que 

hacen improbable su supervivencia in vivo (Huamanyauri, s. f.). 

Etapa de rnultiplicacion: esta es la etapa mas importante del proceso de 

micropropaqacion, es cuando se realiza la verdadera propaqacion de la especie 

a estudiar, ya que en ella no solo comienza la mayor produccion de propaqulos 

a partir de los explantes sembrados "in vitro" sino se define su calidad genetica 

por ser esta fase en la que se pueden producir las variantes somaclonales 

(Perez Ponce, 1998). 

La proliferacion de los explantes en el cultivo "in vitro" puede lograrse al 

utilizar sustancias reguladoras de crecimiento como son las citocininas, auxinas, 

giberelinas y otros reguladores de crecimiento (Villalobos y Rosell, 1990; Perez 

Ponce, 1998). 

Etapa de enraizamiento: el proceso de enraizamiento es fundamental 

para la supervivencia de las plantas generadas "in vitro". Esto Ie perrnttlra a la 

planta una mejor adaptacion al ser transferida al suelo (Barba y col., 2001). 
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Esta fase se caracteriza por ser la mas voluminosa de todo el proceso, 

pues en ella cada brote, esqueje 0 yema que se ha formado durante la fase de 

muttiplicacion, debe ser cultivado y manipulado "in vitro", para que ademas de 

crecer y desarrollar un tallo con las primeras hojas, forme y desarrolle varias 

raices que permitan iniciar la absorcion de nutrientes, y al trasplantarse sobre 

un sustrato enriquecido pueda convertirse en una vitroplanta aclimatada lista 

para lIevarse al campo (Villalobos y Rosell, 1990; Perez Ponce,1998). 

Para lograr la mayor eficiencia bioloqica, econornica y productiva, deben 

manejarse varios facto res , entre los que podemos destacar: medios de cultivo, 

condiciones luminicas, frascos de cultivo con dimensiones adecuadas para la 

especie y el riesgo de contarninacion. 

Etapa de aclimatacion: la fase de acltmatacion es trascendental para la 

propaqacion comercial, pues del resultado de esta, dependera en gran medida 

la calidad final de las plantas y eficiencia total del proceso (Perez Ponce,1998) . 

Durante el cultivo "in vitro", las plantas crecen en un ambiente con alta 

humedad relativa, baja intensidad luminosa, temperatura constante, escaso 

intercambio gaseoso y medios ricos en compuestos orqanicos, especial mente 

sacarosa. Estas condiciones provocan cambios en la morfologia y la fisiologia 
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de las plantas, que las hacen diferir de las que crecen en invernaderos 0 en el 

campo (Perez Ponce, 1998) . 

Las caracteristicas mas notables en las plantas cultivadas "in vitro" son 

que presentan tallos mas delgados, men or cantidad de ceras cuticulares y 

epicuticulares, reducci6n de los tejidos rnecanicos de soporte, mayor contenido 

de agua en las celulas, escasa capacidad fotosintetica, estomas con baja 

funcionalidad y crecimiento heter6trofo 0 mix6foro, entre otras. Todos estos 

cambios provocan que una parte de las plantas micropropagadas no sobrevivan 

al transplante a las condiciones ambientales, por esta raz6n es importante 

aplicar una aclimataci6n a dichas plantas para luego transferirlas a suelo, ya 

que las vitroplantas necesitan en primer lugar mejorar sus condiciones 

morfol6gicas para poder adaptarse mas facilrnente a las condiciones naturales 

(Denng y Donnelly, 1993; Perez Ponce, 1998) . 

Clasificaci6n del cultivo "in vitro" 

Es importante destacar, que el cultivo "in vitro" de plantas ha sido 

clasificado sequn diversos criterios. Una de las clasificaciones mas empleada, 

ha sido basada en el tipo de explante utilizado: 
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a. Cultivo de plantas intactas: se coloca la semilla a germinar "in vitro", y se 

obtiene la plantula, a partir de la cual se selecciona el explante. 

b. Cultivo de embriones: se extrae el embrion de la semilla y se cultiva en 

forma aislada. 

c. Cultivo "in vitro" de un orqano aislado: se cultivan distintos orqanos de las 

plantas, por ejemplo: meristemos, apices, raices, anteras u otros orqanos. 

d. Cultivo de callo: consiste en cultivar una porcion de tejido que se ha 

desdiferenciado, a la cual se Ie denomina callo. 

e. Cultivo de celulas aisladas: se cultivan celulas individuales, las cuales se 

obtienen de un tejido, de un callo 0 de cultivos en suspension, con la ayuda 

de enzimas 0 mecanlcarnents. 

f. Cultivos de protoplastos: se cultiva el protoplasto de celulas obtienidos por 

digestion enzirnatica. 

Ventajas y desventajas del cultivo "in vitro". 

Entre las ventajas que presenta el cultivo "in vitro" de plantas, se puede 

serialar que la rnicropropaqacion es mas rapida que la rnultiplicacion "in vivo". 

En ocasiones, es posible propagar algunas especies "in vitro" que no pueden 

ser multiplicadas "in vivo". 
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En relaci6n a sus ventajas econ6micas se puede decir que para la 

multiplicaci6n "in vitro" no son necesarias grandes extensiones de terreno para 

cultivar (invernaderos), combustible para el transporte, etc, 10 cual en un 

perlodo posterior al establecimiento de la infraestructura necesaria para la 

aplicaci6n de esta tecruca, pueden constituir un ahorro; pero en cuanto a las 

tecnicas y a la mana de obra, el ahorro no es tan significativ~ y hasta pod ria 

constituir un problema econ6mico (Vargas Hernandez,1982; Pierik,1990; Barba 

y col., 2001). 

Adernas de las ventajas nombradas anteriormente, la micropropagaci6n 

presenta algunas desventajas que es necesario serialar, como 10 es que en 

ocasiones la estabilidad genetica de la propagaci6n "in vitro" puede ser debil, 

por el efecto de agentes externos. Por otro lado, para las plantas leriosas, la 

producci6n de ralces es un proceso complejo, y para algunas especies 

herbaceas, las raices formadas pueden resultar no funcionales. Adicionalmente, 

no todas las especies responden igual al cultivo "in vitro", ya que cada especie 

requiere rnetodos particulares de cultivo (Pierik,1990; Barba y cot., 2001). 
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Antecedentes. 

Angeloni y col en 1992, regeneraron plantas a partir de explantes de 

hojas de Ce-t'l..tY~ br~cultivados "in vitro". En una primera, se 

obtuvo formaci6n de callos y brotes utilizando medio de Murashige y Skoog 

(1962). La regeneraci6n de retorios multiples fue lograda transfiriendo los callos 

hacia medios frescos, que contenlan NAA y SAP. Los brotes formaron ralces 

al ser transferidos a medios de Murashige y Skoog (1962) con NAA, y 

posteriormente las plantulas fueron transferidas exitosamente al suelo. 

Arenas y col. 1998, trabajaron en la regeneraci6n de plantulas de 

Tu¥~~ p~e.cr~ (0.5-1 cm altura) obtenidas in vitro se 

utilizaron apices y bases que fueron sembradas asepticamente en medio de 

inducci6n MS (1962), por 45 dias, con SA en las siguientes concentraciones 0, 

0.5, 1.0, 2.0, 3.0 mg/l y ANA 0, 0.01, 0.1 Y 0.5 mg/l; donde fueron sembrados 20 

explantes por tratamiento e incubados a 25±2°C, fotoperlodo de. 16 h. Los 

primeros cambios en los explantes(callo, crecimiento del tejido) se observaron 

en un perfodo de 15 a 25 dias. AI termino de 3 meses, la mejor respuesta de 

organogenesis directa se encontr6 asociada a la inducci6n con SA en una 

concentraci6n de 2 mg/l en ausencia de ANA, y el mejor tratamiento de 

enraizamiento se logr6 con ANA a una concentraci6n de 0.01 mg/l. EI logro 
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de la reqeneracion "in vitro" de especies escasas en la naturaleza resulta cada 

vez mas, una urgente necesidad ante la perdida de poblaciones silvestres. 

Dewan y col.(1992) al trabajar con A~ t1.ilot"'~subsp. ~ 

Brennan.; obtuvieron multiples brotes, de los explantes de esta especie, los 

cuales se formaron en el medio B5' establecido por Gamborg y col. (1968), el 

cual estaba suplementado con citocininas como el BAP, Dimetilalanina-amino­ 

purina, kinetina 0 zeatina. De las cuatro citocininas, el BAP fue el que aporto el 

maximo de diferenciacion en la multiplicidad del brote; donde el promedio mas 

alto en relacion al numero de brotes fue de 6.3 brotes por explante. En cuanto a 

la etapa de enraizamiento, se formaron retorios individuales cuando se transfirio 

a un medio con acido indolacetico; donde se aurnento la produccion de rafces. 

Luego de obtener un tamario adecuado, las plantulas se transfirieron al suelo. 

En los trabajos realizados por Mroginski y col., en 2002 con AY~ 

COYYe-nt""1.N\.Ct.;' que es una leguminosa perenne que vive en sue los arenosos 

profundos del Noroeste de la provincia de Corrientes, en Argentina, y es 

considerada una especie de interes forrajero. Esta investiqacion desarrollo un 

procedimiento que permitio la reqeneracion "in vitro" de plantas, donde se 

cultivaron secciones de tollolos y peclolos de la primera hoja desplegada, 

utilizando como medio base el de Murashige y Skoog (1962) suplementado con 
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0,01; 0,1; 1; 3 Y 6 mg/l de thidiazuron. Los resultados indican que varios de los 

medios de cultivo probados permitieron la obtencion de callos y yemas, 

oestacandose el medio con 1 mg/l de TDZ, como el optirno cuando los 

explantes proven fan de porciones de foliolos, y los medios con 1 y 6 mg/l de 

TDZ ,cuando se cultivaron pecfolos. En la actualidad se conducen experimentos 

que permitan lograr el enraizamiento de las plantulas obtenidas. 

.Justiflcacion de la lnvesnqaclon. 

En la actualidad, se realizan diversos trabajos en multiphcacion "in vitro" 

en distintas especies de leguminosas. Esta tecnica se ha utilizado ampliamente 

en la propaqacion de plantas para atirnentacion de ganado, uso comercial y 

medicinal, entre otros, permitiendo asl una multiplicacion a gran escala, 10 que 

ha facilitado la comerctalizacton de las mismas. 

Debido a que la propaqacion de algunas leguminosas en el campo 

resulta un proceso complejo, diversos investigadores han realizado trabajos en 

los cuales aplicaron la tecnica de cultivo de plantas "in vitro", como una 

alternativa apropiada para su propaqacion. Dentro del marco de la investiqacion 

propuesta, se selecciono la especie: Ce+ttY~ v~Benth., para ser 

propagada "in vitro" por ser una especie que presenta una alternativa de gran 
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valor econ6mico y para la biodiversidad en sistemas de sabanas como las del 

Estado Guarico, ya que puede ser utilizada eficientemente por el entorno 

socioecon6mico de este ecosistema, para diversos fines, como son: 

alimentaci6n animal y la mejora de la calidad del suelo (Trujillo, 2001). 
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III. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la metodologfa mas eficiente para la propagaci6n "in vitro" de 

Ce-Ylt"y~V~ 8enth. 

OBJETIVOS ESPECiFICOS 

1.- Optimizar la tecnica de germinaci6n a fin de mejorar la recolecci6n del 

material a estudiar. 

2.- Establecer un sistema de micropropagaci6n eficiente para la multiplicaci6n 

clonal de esta especie. 

3.- Establecer las concentraciones de los reguladores de crecimiento y las 

condiciones adecuadas para las eta pas de micropropagaci6n de esta especie. 
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IV. PROBLEMA 

EI cultivo de plantas "in vitro" requiere utilizar diferentes combinaciones 

de concentraciones de reguladores de crecimiento y condiciones especfficas 

para cada caso particular, por 10 que el problema de esta investiqacion seria 

~Cual sera la concentracion optima de reguladores de crecimiento y las 

condiciones necesarias para la propaqacion "in vitro" de Cet'lt"'y~ 

v~Benth.? 

V. TIPO DE INVESTIGACION 

EI tipo de lnvestiqacion utilizado para realizar este trabajo es 

experimental. 

VI. HIPOTESIS 

Si se utilizan diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento y 

diferentes condiciones de cultivo en la propaqacion "in vitro" de Cet'lt"'y~ 

v~ Benth., se podran determinar las condiciones mas apropiadas para 

su multiplicacion a gran escala. 
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VII. MATERIALES Y METODOS. 

1. RECOLECCICN Y OPTIMIZACICN DEL MATERIAL A PROPAGAR 

(Especie: Ce-ntY~v~ Benth.). 

Las semi lias utilizadas para est a experiencia fueron donadas por el 

Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas-INIA, de Valle de la Pascua. Las 

semillas fueron germinadas "in vivo" e "in vitro". Para ello se realizaron los 

siguientes procedimientos. 

1.1 Germinacion "in vivo": 

a. Germinaci6n: las sernillas de Ce.+"\.t"y~ v~ 8enth. se 

colocaron en un envase con tierra abonada y se dejaron por un 

periodo de quince (15) dias hasta que las plantulas alcanzaron una 

altura de 15 cm aproximadamente, para luego realizar el proceso de 

desinteccion de los explantes a utilizar. 

b. Desinfecci6n de los explantes: los explantes se sometieron 

inicialmente a un lavado con una soluclon jabonosa (50% v/v) 

agitando en una plancha maqnetica durante cinco (5) minutos, y 

posteriormente se hicieron tres (3) lavados con agua destilada. Luego 
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los explantes fueron desinfectados con una soluci6n de povidine 

(50% v/v) agitando igualmente en una plancha rnaqnetica por un 

periodo de cinco (5) minutos, seguido de tres (3) lavados 

consecutivos con agua destilada. Posteriormente, los explantes se 

colocaron en una soluci6n de cloro comercial (70% v/v), donde fueron 

agitados en una plancha rnaqnetica por diez (10) minutos. 

Posteriormente, se lIevaron a una carnara de flujo laminar donde se 

procedi6 a realizar el corte de los explantes para su posterior siembra 

en condiciones "in vitro". 

1.2 Germinaci6n "in vitro": 

a. Desinfecci6n: las semillas fueron sometidas inicialmente a un lavado 

con una soluci6n jabonosa (50% v/v) , agitando en una plancha 

rnaqnetica durante cinco (5) minutos. Se realizaron tres (3) lavados 

sucesivos con agua destilada. Luego fueron desinfectados con una 

soluci6n de povidine (50% v/v) agitando igualmente en una plancha 

rnaqnetica por un periodo de cinco (5) minutos, con tres (3) lavados 

consecutivos con agua destilada. Luego fueron colocados en una 

soluci6n de cloro comercial (70% v/v) y se agitaron igualmente en una 

plancha rnaqnetica por diez (10) minutos. Posteriormente, se lIevaron 

a una camara de flujo laminar donde se procedi6 a realizar la siembra 

de las semi lias. 
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b. Germlnacion; las semillas fueron colocadas en la carnara de flujo 

laminar y lavadas con agua destilada esteril, luego se colocaron las 

semillas en Activol por 24 horas, y posteriormente se colocaron en los 

medios de germinaci6n en un medio al 50% de concentraci6n de 

sales de Murashige y Skoog (1962) y sacarosa (30 gr/ml). Luego de 

un perfodo de quince (15) dias se procedi6 a realizar el proceso de 

iniciaci6n. 

2. PROPAGACICN "IN VITRO" DE LA ESPECIE C~y~ v~ 

Benth. 

2.1 lniciaclon: en esta etapa se seleccionaron explantes provenientes del 

material germinado "in vivo" e "in vitro". Se utilizaron los entrenudos y 

los brotes de la planta como explantes. Los explantes fueron colocados 

en medios de cultivos preparados con sales Murashige y Skoog (1962) 

al 100% de su concentraci6n (Anexo 1), suplementados con vitaminas 

como la tiamina (0,1 mg/l), el mioinositol (100 mg/l) y el acido nicotlnico 

(0,5 mgll), sacarosa (30 gr/l) y agar (8 gr/l). Adicionalmente, el medio 

fue suplementado con Acido Indolbutfrico (IBA) y Bencilaminopurina 

(BAP) en diferentes concentraciones (Anexo 2). EL pH del medio se 

ajust6 a 5.8 con una soluci6n basica (NaOH 1 N) 0 una soluci6n acida 
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(HCI 1 N) posteriormente los medios fueron servidos en tubos pirex de 

15 cm de largo y 2 cm de diametro, en alfcuotas de 25 ml. 

Posteriormente, los tubos fueron esterilizados en autoclave a una 

presion de 15 atm y a una temperatura de 121°C durante 20min. 

Luego se tomaron los explantes seleccionados y se procedio a la 

siembra en condiciones asepticas en la camara de flujo laminar. Se 

utilizaron 6 tratamientos y un grupo control, con 9 replicas cada uno. 

2.2 Multiplicacion: al observar respuestas rnorfoloqicas adecuadas se 

procedio con la siguiente etapa, los explantes fueron cambiados a un 

medio de multiplicacion, para el cual se utilizaron cuatro tratamientos y 

un grupo control, utilizando como base sales de Murashige y Skoog 

(1962) al 100% de su concentracion suplementado como fue indicado 

en la etapa anterior. En esta etapa se utilizaron diferentes agentes 

gelificantes, se ehmino eliSA y se irnplernento diferentes 

concentraciones de SAP (Anexo 3). Se utilizaron 9 replicas para cada 

tratamiento. 

2.3 Enraizamiento: posteriormente, se procedio al enraizamiento de las 

plantulas obtenidas "in vitro". Para esta etapa se utilize un medio base 

con sales Murashige y Skoog (1962) al 100% y suplementado con ISA 
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(0.5 mgtl) y un grupo control sin ninqun regulador de crecimiento, con 9 

replicas cada uno. 

La fase de iniciacion, rnultiplicacion y enraizamiento de esta especie se 

llevo a cabo en ellaboratorio de Biotecnologfa Agrfcola dellDECYT (Instituto de 

Estudios Cientfficos y Tecnologicos) con condiciones de temperatura de 26°C e 

intensidad lurninica de 50 j..IEtm-2.seg-1 respectivamente (Fig. 1). 

Figura 1: Camara de crecimiento donde se cultivaron los explantes. 

3. ANALISIS ESTAOisTICO. 

Los analisis estadfsticos realizados a los resultados obtenidos en esta 

investiqacion fueron anal isis de varianza ANOVA y estadfstica descriptiva 

utilizando el programa SPSS version 11.0, para obtener graficos del tipo 

Boxplot. 
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VIII. DISCUSION Y RESULTADOS 

1. GERMINACI6N: 

La germinacion de semillas de CEW\ty~ v~ en tierra 

abonada trajo como consecuencia un alto porcentaje de contarninacion de los 

explantes en el proceso de iniciacion a la micropropaqacion de esta especie. 

Adicionalmente, al aplicarle el tratamiento de desinreccion a los explantes se 

observe que sufrian dano a nivel del tallo. Por 10 contrario, al germinar las 

semillas en un medio con 50% de las sales de Murashige y Skoog (1962), la 

oesinteccion previa de estas, permitio minimizar la contarninacion por hongos y 

bacterias y los explantes a utilizar, se desarrollaron con mayor rapidez y mayor 

vigor (Fig. 2). 
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Figura 2: Germinacion "in vitro" de semi lias de CEW\ty~v~Benth. 



EI objetivo fundamental de la germinacion de semillas "in vitro" fue la 

obtencion de material vegetal en condiciones optimas para su posterior 

utilizacion en el cultivo "in vitro" de esta especie. 

2. INICIACION: 
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Para esta etapa de la experirnentacion se utilizaron explantes 

provenientes de semi lias germinadas "in vivo" y semillas germinadas "in vitro". 

los explantes provenientes de las semillas germinadas "in vivo" presentaron un 

porcentaje de contarninacion del 80% por esta razon se opto por utilizar los 

explantes seleccionados de las plantulas obtenidas de la qerminacion "in vitro". 

los explantes obtenidos a traves del proceso de germinacion "in vitro" se 

colocaron en el medio de Murashige y Skoog (1962) al 100% de su 

concentracion, suplementado con vitaminas: tiamina (0,1 mgll), mioinositol (100 

mgll), acido nicotlnico (0,5 mgll), agar (8 grll) y sacarosa (30 grll), con diferentes 

combinaciones de concentraciones de Bencilaminopurina (SAP) y Acido 

Indolbutlrico (ISA) (Anexo 2). 

En la Tabla 1, se pueden observar los resultados obtenidos a los 30 dias 

de haber iniciado el cultivo, donde los explantes comienzan con la produccion 

de callos. En esta etapa, los explantes comienzan a presentar formacion de 

callos, los cuales posteriormente permitieron la tormacion de los brotes. 



Posteriormente, en un periodo de 120 dias, los explantes colocados en los 

tratamientos C (2,5 mg/l de BAP y 0,1 mgll de IBA) y D (1,5 mg/l de BAP y 

0,05 mg/l de IBA) presentan producclon de hojas mientras que el resto de los 

tratamientos solo producen callos, esto se debe a que las combinaciones de las 

concentraciones de los reguladores de crecimiento que se irnplernento fueron 

las mas favorables para que la especie desarrollara los callos y los brotes 

necesarios para iniciar el proceso de rnicropropaqacion. Es importante resaltar 

que los mejores resultados se obtuvieron al utilizar, como explante, los brotes 

que se encuentran en las yemas de inlciacion (Tablas 1, 2 Y Fig. 3 Y 4). 

Figura 3: Etapa de iniciacion de CentY~v~Benth. a. Detalle de 

pequerio callo con brotes en el explante, b. Detalle del explante con callos y 

brotes. 
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Tabla 1: Etapa de inlctaclon de cenrr~}/~ 8enth (30 dias de 

cultivo). 

Tratamiento Presencia de Observaciones 
callos 

A + Los explantes comienzan a producir callos y 
(1,5 mg/l BAP brotes. 
y 0,1 mg/l IBA) 

B ++ Los explantes presentan callos y brotes en 
(2,0 mg/l BAP grandes cantidades. 
yO,1 mg/l IBA) 

C + Los explantes comienzan a producir callos y 
(2,5 mg/l BAP brotes. 
yO,1 mgll IBA) 

0 ++ Los explantes presentan callos y brotes en 
(1,5 mg/l BAP grandes cantidades. 

y 
0,05 mglJ IBA) 

E - Los explantes presentan pocos callos y aun 
(2,0 mg/l BAP no presentan brotes. 

y 
0,05 mg/l IBA) 

F + Los explantes comienzan a producir callos y 
(2,5 mg/l BAP brotes. 

y 
0,05 mg/l IBA) 
CONTROL - No existe formaci6n de brotes. 

Leyenda: 
+++ Callo abundante. 
++ Callo intermedio. 
+ Poco callo. 

Ausencia. 
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Tabla 2: Etapa de lniclaclon de Ce-nt'r~v~Benth (120 dias de 

cultivo). 

Tratamiento 
Presencia 
de callos Observaciones 

N°de 
Brotes 

4 

Explantes 
muertos 

A 
(1,5 mgll BAP 
y 0,1 mg/l IBA) 

++ 1 Un 30% de los explantes 
presentan callos verdes y marren, 
un 20% de los explantes 
presentan tallo y numerosas 
hojas. 

B 
(2,0 mg/l BAP 
y 0,1 mgll IBA) 

++ o Solo el 10% de los explantes 
presentan callos verdes. 

4 

C 
(2,5 mg/l BAP 
y 0,1 mg/l IBA) 

+ 2 o Un 20% de los explantes 
presentan tallo y numerosas 
hojas. 

o 
(1,5 mgll BAP 

y 
0,05 mgll IBA) 

++ o 10 Un 70% de los explantes 
presentan callos verdes, un 80% 
presentan brotes. 

++ o E 
(2,0 mgll BAP 

y 
0,05 mgllIBA) 

3 Un 30% de los explantes 
presentan brotes, un 40% de los 
explantes presentan callos. 

F 
(2,5 mgll BAP 

y 
0,05 mQJI IBA) 

+ 3 o Un 30% de los explantes 
presentan brotes, un 10% de los 
explantes presentan callos. 

CONTROL No existe presencia de callos y de 
brotes. 

Leyenda: 

+++ Callo abundante. 

++ Callo intermedio. 

+ Poco callo. 

Ausencia. 

o o 
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Figura 4: Numero de brotes de la etapa de lniclaclon de 
Cet1.t"Y~v~Benth a los 120 dias de la tnocutaclon 

de los explantes. 
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Figura 5: Diferencias del nurnero de brotes entre tratamientos en la etapa de lntclacton de 

ce-nt"~ v~ Benth. analizado por el programa SPSS version 11.0 en grafico del tipo 

Boxplot. 
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La efectividad de cada uno de los tratamientos se pudo determinar 

utilizando un analisls de varianza (Anexo 4, Figura 5), el cual permitfa 

comparar el numero promedio de brotes para cada tratamiento, a fin de 

dilucidar cual de los seis medios es el mas apropiado para lograr un periodo de 

iniciacion exitoso en el cultivo "in vitro" de esta especie. 

En la figura 5 podemos observar que el trataniento 0 presenta una 

diferencia con respecto al resto de los tratamientos. AI observar los valores 

promedios obtenidos para cada tratamiento, se puede decir que el tratamiento 

o resulta ser mas efectivo en relacion a los otros tratamientos. Sin embargo, 

para establecer si estos resultados son estadfsticamente significativos, se 

procedio a aplicar un anatisis de varianza. EI resultado de estos anal isis indica 

que, con un nivel de riesgo del 5%, el promedio obtenido con el medio 0 es 

significativamente diferente a los promedios obtenidos por los medios A, B, C, E 

y F (Anexo 4). 

AI comparar los resultados de este trabajo con el realizado por Tonatiuh 

Arenas y col. (1998) en tallos de la especie Tur~1A41' 

p~ect'~ se puede observar que la concentracion mas apropiada de 

BAP en la etapa de iniciacion es de 2 mg/l. En otro trabajo realizado por 

Angeloni y col (1992) al trabajar con Ce+1b-~br~ se determine 
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que el medio optirno para la propaqacion de esta especie fue el medio MS, con 

concentraciones de reguladores de crecimiento de 0,1 mgll de NAA y 1 mgtl de 

BAP. Xie y Hong (2001) trabajando con Aca.cU:v ~ utilizaron 

combinaciones de reguladores de crecimiento, TDZ (1-2 mgtl) y de IAA (0,25- 

2mgtl), resultando que la concentraclon mas efectiva fue de 2 mgll de TDZ y 

0,25 mgtl de IAA. 

Los resultados obtenidos en esta investiqacion indican que la 

concentracion de BAP adecuada para la etapa de iniciacion en C~ 

v~ Benth es de 1,5 mgtl. Los diferentes resultados obtenidos en las 

investigaciones mencionadas anteriormente, demuestran que el estudio de la 

propaqacion "in vitro" de cada especie, debe ser realizado analizando 

minuciosamente todos los factores que pueden intervenir en la misma, ya que 

cada especie tiene demandas diferentes en su proceso de rnicropropaqacion. 

En la etapa de iniciacion, se puede observar que las hormonas juegan un 

papel importante en la induccion de callos y brotes. Una de las hormonas 

encargadas de este proceso de induccion son las citocininas, las cuales son 

derivados de la aden ina, y entre sus principales efectos sobre las plantas 

destacan: la activacion de la division celular, la tormacion de yemas en hojas 

separadas de la planta, y la induccion de iniciacion del crecimiento en los tallos 
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y ramas, rompimiento del letargo de yemas y semi lias en muchas especies 

(Curtis y Raven, 1985), 10 cual pudo observarse en algunas de los tratamientos 

empleados en esta investiqacion. 

Otro tipo de hormona que juega un papel importante en esta etapa son 

las auxinas (ISA), ya que las mismas al ser usadas paralelamente a las 

citocininas pueden estimular 0 suprimir la embriogenesis "in vitro" (Curtis y 

Raven, 1985; Auge, 1995). 

3. MUL TIPLICACION: 

Para esta fase, se utilizaron 4 tratamientos donde se elirmno la 

concentracion de auxinas (ISA) y se modificaron las concentraciones de 

citocininas (SAP) y de los agentes gelificantes (Anexo 3). 

En la Tabla 3, se muestran los resultados obtenidos a los 30 dias de su 

lnoculacion en los medios de rnultiplicacion, donde se puede observar 

elongamiento del tallo, un aumento en la produccion de los brotes y estos 

presentan produccion de hojas. Los callos de algunos explantes presentan 

diferente coloracion: verde y matron, donde solo los callos verdes son los que 

van a permitir la formaci on de nuevos brotes. Los resultados indican que los 
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mejores tratamientos para esta etapa son el A (3,0 mgll BAP y 8 gr de agar) y el 

D (3,5 mgll BAP y 3 gr de phytagel) con un promedio de 16 y 13 brotes 

respectivamente (Tabla 3, Fig. 6a, 6b y 7). 

Figura 6: Etapa de muttiplicacion de Centr~ v~ Benth. a Detalle 

de brotes y callos en el explante, b Detalle de un brote con hojas y callos en el 

explante. 
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Tabla 3: Etapa de multiplicaci6n de Ce-nt"r~ v~ Benth. 

Presencia N° de Explantes 
Tratamiento de callos Brotes muertos Observaciones 

A +++ 16 0 EI 33% de los explantes 
(3,0 mgtl BAP Y presentan 5610 callos con 

8 gn agar) numerosos brotes y hojas. 
B +++ 4 0 EI 78% de los explantes 

(3,0 mgtl BAP y presentan 5610 callos con 
3 g/l phytagel) pOCOs brotes. 

C +++ 3 1 EI 44% de los explantes 
(3,5 mgtl BAP y presentan 5610 callos con 

8 g/l agar) pocos brotes. 
0 +++ 13 0 EI 44% de los explantes 

(3,5 mgtl BAP y presentan 5610 callos con 
3 g/l phytagel) numerosos brotes. 
CONTROL - 0 0 No existe presencia de 

brotes y callos. 

Leyenda: 
+++ Callo abundante. 
++ Callo intermedio. 

+ Poco callo. 

Ausencia. 
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Figura 7: Numero de brotes de la etapa de multiplicaci6n de 
Cet'lt"v~v~ Benth a los 30 dias del inicio de esta 

etapa. 
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Figura 8: Diferencias del numero de brotes entre tratamientos en la etapa de multiplicaci6n de 

ce-nt"~ v~ Benth. analizado por el programa SPSS versi6n 11.0 en grafico del tipo 

Boxplot. 
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En la etapa de rnultiplicacion de esta investiqacion se utilizaron dos 

agentes gelificantes: el agar y el phytagel con el objeto de determinar cual de 

los dos agentes favorecia en mayor porcentaje el desarrollo de los brotes y 

evitando un proceso de vitnficacion de estos, y por 10 tanto, generando plantulas 

con mayor vigor. Esto se debe a que el agar no permite la absorcion de gran 

cantidad de agua, evitando que el callo se transforme en un callo fragil y 

permitiendo que la plantula desarrolle mejores brotes, sin embargo, el phytagel 

permite la ganancia de peso debido a la absorcion de agua por parte de la 

plantula, pero por otro lado en algunos casos los explantes desarrollados en 

phytagel presentan mayores casos de vitrificacion, ya que este medio permite 

una mayor absoclon de agua por el explante (Perez Ponce, 1998). 

Los resultados indican que no existen diferencias significativas en relacion 

al agente gelificante utilizado, ya que los medios que arrojaron mejores 

resultados, como fueron el A y el 0, donde se utilize agar y phytagel 

respectivamente, presentaron un nurnero de brotes similar. Sin embargo, las 

caracteristicas mortotocrcas de los brotes en el medio A eran mas uniformes y 

de mayor vigor, 10 que podria indicar que el agente gelificante mas indicado 

para la rnultiplicacion de esta especie es el agar. 

En esta etapa se observa que los tratamientos A (3 mglt de SAP y 8 grit 

de agar) y 0 (3,5 mgll de SAP y 3 grll de phytagel) presentan altos valores 

42 



promedios, en cuanto al nurnero de brotes. Oebido a esto, fue necesario aplicar 

un anatlsls de varianza para verificar si existen diferencias significativas entre 

los resultados obtenidos para estos tratamientos, ya su vez entre estos dos y el 

resto de los tratamientos (Anexo 4 y Figura 8). Luego de analizar los resultados 

del analisis de varianza, se observa que con un nivel de riesgo del 5%, los 

promedios de los tratamientos A y 0 son significativamente superiores a los 

obtenidos por los medios S (3 mgtl de SAP y 3 grll de phytagel) y C (3,5 mgtl 

de SAP y8 grtl de agar). Entre los medios A y 0 no existen diferencias 

significativas, es decir, aunque en valores absolutos sus promedios son 

diferentes (16 contra 13), estadfsticamente esa diferencia no es significativa, 

esto con un nivel de riesgo del 5%. Los dos puntos anteriores nos lIevan a 

concluir que se obtuvieron resultados similares en los medios A yO, 10 cuales a 

su vez fueron superiores a los obtenidos en S y C. En la figura 8 podemos 

observar graficamente como es la diferencia entre los tratamientos. 

En el trabajo realizado por Reddy y col. (1995) en Aca.cU;t;holoce¥~ 

se obtuvo que el tratamiento mas efectivo, fue el medio MS suplementado con 

5 mgtl de SAP. En los trabajos realizados por Forlin y col. (2001), al regenerar 

V~ vw~ a traves de anteras, se observe que la concentracion 

de SAP que produjo mayor cantidad de brotes fue de 3 mgtl. Vengadesan y col. 

(2000) al trabajar con explantes de Aca.cU;t; ~"'" obtuvieron en sus 
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resultados que 2,97 mgll de SAP y 0,77 mgll de 1M eran las mejores 

concentraciones de los reguladores de crecimiento para la micropropagaci6n de 

esta especie, y si se Ie adicionaba una concentraci6n de 0.39 mg/l de GA 

favorecfa la elongaci6n de los brotes. En trabajos realizados en sty~ 

bi{lorCN por Torres y col (1986), se observ6 que la mejor combinaci6n de 

reguladores de crecimiento para la etapa de multiplicaci6n de esta leguminosa 

fue de 5 mgll de NM y 1 mgll SAP. 

En los trabajos mencionados anteriormente se puede observar que las 

citocininas juegan un papel muy importante en esta etapa ya que la presencia 

de concentraciones elevadas de reguladores de crecimiento como las 

citocininas (SAP) favorece el desarrollo de brotes (Serrano y Pinel, 1991). 

4. ENRAIZAMIENTO: 

En esta etapa se utiliz6 un medio basado en sales de Murashige y Skoog 

(1962) a1100% suplementado con 0,5 mgll de ISA y un grupo control. 

En la Tabla 4, se puede observar que a los 15 dias de inoculado los 

explantes en el medio de enraizamiento se presenta la lnlciaclon del proceso de 

aparicion de raices, mientras que los explantes que se encuentran en el media 
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control sin reguladores de crecimiento, no presentan formaci6n de raices. Estos 

resultados pueden explicarse basandose en que las auxinas son reguladores de 

crecimiento que actuan en la inducci6n del enraizamiento en plantas, y el medio 

que no tiene dichos reguladores de crecimiento no favorece el proceso 

mencionado anteriormente (Serrano y Pinol, 1991). 

Tabla 4: Etapa de enraizamiento en plantulas de C~r~ \I~ 

Benth. 

Explantes 
Tratamiento con raices Observaciones 

IBA ++ Comienzan a salir las 
(0,5 mg/l) raices. 
Control - Se ha producido 

elongamiento del tallo. 

Leyenda: 
+++ Ralces abundante. 
++ Ralces intermedio. 

+ Pocas ralces. 

Ausencia. 
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Adicionalmente se pudo observar que las plantulas que fueron 

inoculadas en el tratamiento control (sin reguladores de crecimiento) 

presentaron una elongaci6n del tallo mas marcada que las plantulas inoculadas 

en el tratamiento con ISA, 10 cual puede tener explicaci6n en que en las 

plantulas al no estar sometidas a estimulaciones con concentraciones ex6genas 

de citocininas, se ve favorecido el proceso de elongaci6n de los tallos por 

concentraciones end6genas de auxinas. 

Las auxinas intervienen en numerosos fen6menos fisiol6gicos y su 

acci6n depende de la concentraci6n y la interacci6n con otros reguladores de 

crecimiento. En estudios realizados con las auxinas se pueden identificar que 

existen numerosos efectos fisiol6gicos que producen en las plantas, uno de 

enos es que actuan en la formaci6n de las ralces; en concentraciones muy 

pequerias, pueden estimular el crecimiento de las raices, el cual se pudo 

observar en los resultados de este trabajo. No obstante, las auxinas en 

concentraciones elevadas, inhiben claramente el crecimiento de las ralces 

adventicias, pero promueven la formaci6n de nuevas raices secundarias (Curtis 

y Raven, 1985; Auge y col., 1995). 

En trabajos realizados por Vengadesan (2000) con explantes de 

hipoc6tilos de A~ ~Ct( se determin6 que la concentraci6n mas 
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efectiva para enraizar dicha especie fue de 1.66 mg/l de ISA. Reddy y col 

(1995) trabajando en A~ hclocer~determinaron que la concentraci6n 

6ptima para el enraizamiento de dicha leguminosa fue de 0,05 mg/l de ISA. En 

investigaciones similares, Angeloni y col. (1992) al trabajar con Ce-ntY~ 

br~ observaron que la concentraci6n mas efectiva para el 

enraizamiento de esta especie fue de 0,01 mgll de NAA. 

La etapa de aclimataci6n de las plantulas obtenidas "in vitro" no pudo 

culminarse debido a que las plantas presentaban tallos debiles, y ralces poco 

desarrolladas, y debido a que en la etapa de aclimataci6n las plantas son 

sometidas a condiciones no controladas entre las que podemos nombrar: se 

cultivan en ambientes pocos ventilados, tallos mas delgados, menor cantidad de 

ceras cuticulares y epicuticulares, reducci6n del tejido mecanico de soporte, 

incremento del contenido de agua en las celulas, escasa capacidad 

totostntetlca, estomas con baja funcionalidad y crecimiento heter6foro y 

mix6foro. Todos estos cam bios provocan que una gran cantidad de plantulas no 

sobrevivan a la micropropagaci6n ya que las condiciones ambientales como las 

temperaturas altas, la alta intensidad lumfnica, los bajos valores de humedad, 

entre otros, afectan el desarrollo de las plantas en condiciones ambientales no 

controladas, por esta razon, en esta etapa se realiza un proceso de adaptaci6n 

progresiva para permitir que la planta puede ser trasferida al suelo en 
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condiciones apropiadas (mayor vigor y desarrollo) asegurando su supervivencia 

en condiciones de campo. 
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x. CONCLUSIONES 

1. Los resultados obtenidos en la etapa de germinaci6n permiten concluir 

que la via mas efectiva para obtener explantes con mayor vigor de 

Ce-n.t~v~Senth. para el proceso de micropropagaci6n es 

la germinacion "in vitro", ya que las plantas germinadas "in vitro" no 

sufren dano y constituyen un material vegetal optimo para el 

establecimiento de este proceso. Adicionalmente, este procedimiento 

evita el riesgo de contaminacion por bacterias y hongos. 

2. En la etapa de iniciacion se puede concluir que el tratamiento 0 es el 

mas efectivo para esta especie con una concentracion de SAP 1,5 mg/l y 

de ISA 0.05 mgll, donde se obtuvo un valor promedio de 10 brotes por 

explante, con un tiempo de generacion para este nurnero de brotes de 

120 olas. 

3. En la etapa de multiplicacion se puede concluir que los tratamientos mas 

efectivos son el tratamiento A con 3 mg/l SAP y 8 grll de agar y el 

tratamiento 0 con 3,5 mg/l SAP y 3 grll phytagel los cuales presentaron 

un promedio de 16 y 13 brotes por explante respectivamente, donde el 

tiempo de generaci6n de este nurnero de brotes fue de 30 dias. En 
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cuanto a los agentes gelificantes no hubo diferencias entre las plantulas 

propagadas con agar y con phytagel. 

4. En la etapa de enraizamiento el medio mas exitoso fue el suplementado 

con auxinas ( 0,5 mgtl ISA), generandose la formaci6n de las ralces a los 

15 dias de haber iniciado esta etapa. 

5. EI proceso de micropropagaci6n para esta especie reviste gran 

importancia, ya que su reproducci6n en ambientes naturales es rnuy 

baja. Esta tecnoloqia permite regenerar un mayor nurnero de plantulas 

para as! poder obtener una rapida propagaci6n de la especie, 

permitiendo as! aprovechar una mayor cantidad de esta especie para el 

forraje y alimentaci6n del ganado. 
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XI. RECOMENDACIONES 

1. Es recomendable optimizar el tiempo establecido para la etapa de 

iniciaci6n en la micropropagaci6n de esta especie, ya que asl el proceso 

de propagaci6n "in vitro" permitira incrementar la producci6n de esta 

leguminosa en un tiempo mas corto. 

2. Se recomienda utilizar otras alternativas para optimizar el enraizamiento 

de las plantas obtenidas "in vitro". Entre las alternativas a implementar, 

se puede recomendar: el uso de diversos medios de enraizamiento con 

combinaci6n de diferentes reguladores de crecimiento (acido indolacetico 

(IAA) 0 el acido naftalenacetico (NAA), y diversas condiciones de cultivo 

(agente gelificante, concentraciones de sales, temperatura, intensidad 

luminica). 

3. Es importante realizar el proceso de aclimataci6n de las plantas de 

C~ v~ 8enth obtenidas "in vitro", con el objeto de 

concluir la caracterizaci6n del proceso de micropropagaci6n de esta 

especie. 

51 



ANEXO 1 

COMPOSICION DEL MEDIO DE MURASHIGE Y SKOOG (1962). 

Slrnbolos de las 

soluciones Stock Constituyente 

A (NH4) N03 

B KN03 

H3B03 

KH2P04 
C KI 

Na2Mo04.2H20 
CoCI.6H20 

D CaCb.2H20 

MgS04.7H20 

MnS04.4H20 
E ZnS04.7H2O 

CuS04.5H20 

Na2EDTA 
F FeS04.4H20 
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ANEXO 2 

CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO UTILIZADOS 

EN LA ETAPA DE INICIACION DEL PROCESO DE MICROPROPAGACION 

DE LA ESPECIE C~r~ v~Benth. 

Trartamientos Concentraciones de BAP Concentraciones de IBA 
(mgll) (mgtl) 

A 1,5 0,1 

B 2,0 0,1 

C 2,5 0,1 

0 1,5 0,05 

E 2,0 0,05 

F 2,5 0,05 

Control - - 
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ANEX03 

CONCENTRACIONES DE REGULADORES DE CRECIMIENTO Y AGENTES 

GELIFICANTES UTILIZADOS EN LA ETAPA DE MUL TIPLICACI6N DEL 

PROCESO DE MICROPROPAGACI6N DE LA ESPECIE Ce-n.tr~ 

v~Benth. 

Tratamientos Concentraciones de SAP Agentes Gelificantes 
(mgll) (grll) 

Agar Phytagel 
A 3,0 8 - 
8 3,0 - 3 

C 3,5 8 - 
D 3,5 - 3 

Control - 8 - 
Control - - 3 
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ANEX04 

ANALISIS ESTADisTICO PARA EVALUAR LA EFECTIVIDAD DE SEIS 

MEDIOS 0 TRATAMIENTOS EN LA ETAPA DE INICIACION Y CUATRO 

MEDIOS 0 TRATAMIENTOS EN LA ETAPA DE MULTIPLICACION 

1.- Etapa de lnlciaclon. 

1.1.- Anatisis de los residuos 

Previo al anal isis de varianza es necesario verificar que se cumpla el 

supuesto de normalidad de los residuos; los residuos son los valores que se 

obtienen al restar el valor obtenido en cada replica dentro de cada tratamiento 

del promedio por tratamiento. 
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Resultados de los calculos estadisticos de los residuos de los 

tratamientos, incluyendose un grupo control de la etapa de iniciaci6n de 

Cet'\.t"r~ y~ Benth. 

-I ..., ;0 ;0 ;0 ;0 ;0 ;0 ;0 ;0 ;0 I» ...•. CD CD CD CD CD CD CD CD CD 
I» "'2.. "0 "'2.. "'2.. "'2.. "'2.. "'2.. "'2.. "'2.. 3 o· o· o· o· o· o· o· o· o· 
CD· I» I» I» I» I» I» I» I» I» ::J ~ I\.) w ..c:.. 01 0> ......• ex> <0 ...•. 
0 

A 4,00 -4,00 -4,00 8,00 -4,00 6,00 2,00 -4,00 -4,00 

B -3,33 0,67 3,67 2,67 -4,33 -4,33 -4,33 5,67 3,67 

C -2,22 -2,22 3,78 4,78 3,78 -2,22 -1,22 -2,22 -2,22 

0 0,22 1,22 -1,78 2,22 -4,78 3,22 2,22 0,22 -2,78 

E 3,22 -2,78 -2,78 6,22 5,22 -0,78 -2,78 -2,78 -2,78 

F 8,67 -3,33 -3,33 -3,33 -3,33 -1,33 0,67 0,67 4,67 

G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Nota: G es el tratamiento control 
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Los residuos estandarizados se obtienen de la siguiente manera: 

d .. = Yij -~ 
lj Desvi, 

Donde: 

d ij: es el residuo estandarizado correspondiente al i-esimo medio con la 

replicaci6n numero j 
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DesvYj: es la desviaci6n tipica 0 estandar del i-esimo tratamiento 



Resultados de los val ores de los residuos estandarizados de los 

tratamientos de la etapa de iniciaci6n de Ce-nt"y~ v~ Benth. 
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4 Q; ::u ::u ::u ::u ;:0 ::u ::u ::u ::u - ('D ('D ('D ('D ('D ('D ('D ('D ('D 
Q) "2- "2- -g -g "2- "2- "2- "2- "2- 3 o· o· {} {} o· o· o· o· o· roO Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) Q) 
:::J ...•. I\.) w ~ c..n CJ) ....., 00 <0 - 0 
A 0,80 -0,80 -0,80 1,60 -0,80 1,20 0,40 -0,80 -0,80 

B -0,81 0,16 0,90 0,65 -1,06 -1,06 -1,06 1,38 0,90 

C -0,71 -0,71 1,21 1,53 1,21 -0,71 -0,39 -0,71 -0,71 

0 0,08 0,46 -0,67 0,84 -1,81 1,22 0,84 0,08 -1,05 

E 0,85 -0,73 -0,73 1,64 1,37 -0,20 -0,73 -0,73 -0,73 

F 2,04 -0,79 -0,79 -0,79 -0,79 -0,31 0,16 0,16 1,10 

G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 



AI analizar el comportamiento de los residuos estandarizados se observa 

que la totalidad se encuentran entre los valores -3 y 3, por 10 que no se observa 

ningun residuo inusitado, 10 cual seriala que no existen motivos para dudar que 

los residuos siguen una distribuci6n normal. 
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1.2.- Analisis de varianza. 

1.2.1.- Todos los medios entre sl. 

EI anal isis de varianza como se serial6 anteriormente, se utiliza para 

verincar que las diferentes medias 0 valores promedios obtenidos en los medios 

utilizados son significativamente diferentes entre sf, por 10 cual, el medio que 

obtiene un mayor nurnero de brotes promedios en realidad si es el 6ptimo para 

lograr una mayor propagaci6n de la especie. 

Por medio del uso del software SPSS, se aplica el ANOVA, obteniendoss 

los siguientes resultados: 



Resultados del anallsls de varianza de los tratamientos de la etapa de 

iniciaci6n de C~y~ v~ Benth, a traves del uso del software 

ssss, 

ANOVA 

Sum of Mean 

Squares df Square F Sig. 

Between 

Groups 338,37 5 67,674 4,47 0,002 

Within Groups 726,667 48 15,139 

Total 1065,037 53 
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AI observar el valor de la siqnificacion obtenida para el conjunto de datos 

(0,002) se puede decir que, con un riesgo del 5%, existen diferencias 

significativas entre el nurnero de brotes promedios obtenidos para cada uno de 

los medios. 

A continuacion, el anal isis de varianza nos muestra el test en el que se 

comparan los tratamientos dos a dos, para analizar entre ellos cuando se 

presentan las diferencias significativas. 
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Test comparativo entre tratamientos de la etapa de lniciaclon de 

Ce4'\.tY~ "~Benth. 

95% Confidence 
Mean Interval 

(I) (J) Difference Std. Lower Upper 
TRATAMIENTO TRATAMIENTO (I-J) Error Sig. Bound Bound 

-5,777 5,1104 -0,3333 1,8342 1 
C 1,7778 1,8342 0,925 -3,6659 7,2215 
D (*) -5,7778 1,8342 0,032 -11,2215 -0,3341 
E 1,2222 1,8342 0,985 -4,2215 6,6659 
F 0,6667 1,8342 0,999 -4,777 6,1104 

B A 0,3333 1,8342 1 -5,1104 5,777 
C 2,1111 1,8342 0,857 -3,3326 7,5548 
D o -5,4444 1,8342 0,05 -10,8881 -7,57E-04 
E 1,5556 1,8342 0,957 -3,8881 6,9992 
F 1 1,8342 0,994 -4,4437 6,4437 

C A -1,7778 1,8342 0,925 -7,2215 3,6659 
B -2,1111 1,8342 0,857 -7,5548 3,3326 
D (*) -7,5556 1,8342 0,002 -12,9992 -2,1119 
E -0,5556 1,8342 1 -5,9992 4,8881 
F -1,1111 1,8342 0,99 -6,5548 4,3326 

D A (*) 5,7778 1,8342 0,032 0,3341 11,2215 
B (*) 5,4444 1,8342 0,05 7,58E-04 10,8881 
C (*) 7,5556 1,8342 0,002 2,1119 12,9992 
E (*) 7 1,8342 0,005 1,5563 12,4437 
F (*) 6,4444 1,8342 0,012 1,0008 11,8881 

E A -1,2222 1,8342 0,985 -6,6659 4,2215 
B -1,5556 1,8342 0,957 -6,9992 3,8881 
C 0,5556 1,8342 1 -4,8881 5,9992 
D o -7 1,8342 0,005 -12,4437 -1,5563 
F -0,5556 1,8342 1 -5,9992 4,8881 

F A -0,6667 1,8342 0,999 -6,1104 4,777 
B -1 1,8342 0,994 -6,4437 4,4437 
C 1,1111 1,8342 0,99 -4,3326 6,5548 
D (*) -6,4444 1,8342 0,012 -11,8881 -1,0008 
E 0,5556 1,8342 1 -4,8881 5,9992 

(*) The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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AI analizar el test de diferencia significativa para eada uno de los medias 

can los otros cinco, se observa que de manera consistente el promedio del 

tratamiento 0, es significativamente superior al promedio obtenido can los otros 

medias. 

1.2.2.- Tratamientos A, By C. 

Par media del usa del software SPSS, se apliea el ANOVA para 

comparar las medias obtenidas par los tratamientos A, B Y C, obtenienoose los 

siguientes resultados: 
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Resultados del anallsls de varianza de los tratamientos A, Bye de la 

etapa de Iniclaclon de C~y~ v~Benth 

ANOVA 

Sum of Mean 

Squares df Square F Sig. 

Between 

Groups 23,185 2 11,593 0,676 0,518 

Within 

Groups 411,556 24 17,148 

Total 434,741 26 
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En este caso el nivel de siqnificacion senala que, con un riesgo del 5% 

no existen diferencias significativas entre en numero promedio de brotes 

obtenidos con estos tres medios (ya que el valor de la significacion es mayor a 

0,05). 

1.2.3.- Tratamientos D, E Y F. 

Por medio del uso del software SPSS, se aplica el ANOVA para 

comparar las medias obtenidas por los tratamientos D, E Y F, obteniendose los 

siguientes resultados: 
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Resultados del anal isis de varianza de los tratamientos 0, E, y F de la 

etapa de iniciaci6n de Ce-ntr~ v~ 8enth 

ANOVA 

Sum of Mean I 

Squares df Square F Sig. 

Between 

Groups 272,519 2 136,259 10,378 0,001 

Within 

Groups 315,111 24 13,13 

Total 587,63 26 
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En este caso, el nivel de siqnificacion (por ser menor que 0,05) nos indica 

que, con un riesgo de 5% si existen diferencias significativas entre el nurnero de 

brotes promedios obtenidos con estos tres medios. 

Para conocer el medio que genera la diferencia significativa, se aplica un 

ANOVA dos a dos, obteniendose: 
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Test comparativo entre tratamientos de la etapa de lnlclaclon de 

C~r~v~Benth . 

(I) (J) Mean Std. 95% Confidence Interval 

TRATAMIENTO TRATAMIENTO Difference (I-J) Error Sig. Lower Bound Upper Bound 

0 E (*) 7 1,7081 0,001 2,7343 11,2657 

F (*) 6,4444 1,7081 0,003 2,1788 10,7101 

E 0 (*) -7 1,7081 0,001 -11,2657 -2,7343 

F -0,5556 1,7081 0,943 -4,8212 3,7101 

F 0 (*) -6,4444 1,7081 0,003 -10,7101 -2,1788 

E 0,5556 1,7081 0,943 -3,7101 4,8212 

.. 
(*) The mean difference IS siqnificant at the .05 level. 
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grupo control E que muestra residuos nulos: 
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Resultados de los calculos estadisticos de los residuos de los 

tratamientos de la etapa de multiplicaci6n de CeM.t"r~ v~ 

Benth. 

-i 
Q) :::0 :::0 :::0 :::0 :::0 :::0 :::0 :::0 :::0 ...•. CD CD CD CD CD CD CD CD CD I» "'0 "'0 "'0 

~. 
"'0 "'0 

~. 
"'0 "'0 

3 o· o· o· o o· o· o o· o· (ii. I» I» I» I» II) II) II) I» II) 
:::l ...•. I\.) VJ ~ 01 0> " (» CD ...•. 
0 

A 2,44 -0,56 2,44 -2,56 0,44 -1,56 0,44 -0,56 -0,56 

B -4,00 5,00 1,00 -4,00 0,00 -4,00 -4,00 6,00 4,00 

C -0,22 -2,22 -2,22 -2,22 1,78 7,78 -0,22 -0,22 -2,22 

0 -1,56 -0,56 5,44 -0,56 2,44 0,44 -0,56 -1,56 -3,56 

E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Nota: EI tratamiento E 10 constituye el grupo control 
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Resultados de los valores de los residuos estandarizados de los 

tratamientos de la etapa de multiplicaci6n de C~~ v~ 

Benth. 

--i 
01 ::u ::u ::u ::u ;::0 ::u ::u ::u ::u - (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) (1) m "0 "0 "0 "0 "0 "0 "0 "0 "0 
3 o· o· o· o· 0 o· o· o· o· 
CD· m m m m m m m m m ::J ....•. I\) U) ~ 0'1 C» -.J en CD - 0 

A 1,47 -0,33 1,47 -1,53 0,27 -0,93 0,27 -0,33 -0,33 

B -0,95 1,19 0,24 -0,95 0,00 -0,95 -0,95 1,42 0,95 

C -0,07 -0,69 -0,69 -0,69 0,55 2,41 -0,07 -0,07 -0,69 

0 -0,60 -0,21 2,09 -0,21 0,94 0,17 -0,21 -0,60 -1,37 

E 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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- 
• 

• 

• 
• 

• 
• 
• 

• 
• 

• 
• 

• 

AI analizar el comportamiento de los residuos estandarizados se observa 

que la totalidad se encuentran entre los valores -3 y 3, por 10 que no se observa 

ninqun residuo inusitado, 10 cual seriala que no existen motivos para dudar que 

los residuos siguen una distribuci6n normal. 

2.2.- Analisis de varianza con un solo factor. 

AI aplicar el ANOVA, se obtuvieron los siguientes resultados: 
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AI observar el valor de la siqnificacion obtenida para el conjunto de datos 

(0) se puede decir que, con un riesgo del 5%, existen diferencias significativas 

entre el numero de brotes promedios obtenidos para cada uno de los medios. 

A continuacion, el anal isis de varianza nos muestra el test en el que se 

comparan los tratamientos dos a dos, para analizar entre elias cuando se 

presentan las diferencias significativas. 
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Test comparativo entre tratamientos de la etapa de multiplicaci6n de 

C~r~v~ 8enth. 

95% Confidence 
Mean Interval 

(I) (J) Difference Std. Lower Upper 
Tratamiento Tratamiento (I-J) Error Sig. Bound Bound 

A B (*) 11,5556 1,4482 0 7,6319 15,4792 

C (*) 13,3333 1,4482 0 9,4097 17,257 

0 3 1,4482 0,184 -0,9237 6,9237 

B A (*) -11,5556 1,4482 0 -15,4792 -7,6319 

C 1,7778 1,4482 0,614 -2,1459 5,7015 

0 (*) -8,5556 1,4482 0 -12,4792 -4,6319 

C A (*) -13,3333 1,4482 0 -17,257 -9,4097 

B -1,7778 1,4482 0,614 -5,7015 2,1459 

0 (*) -10,3333 1,4482 0 -14,257 -6,4097 

0 A -3 1,4482 0,184 -6,9237 0,9237 

B (*) 8,5556 1,4482 0 4,6319 12,4792 

C (*) 10,3333 1,4482 0 6,4097 14,257 

(*)The mean difference IS slgmficant at the 0.05 level. 
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