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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

El valor de una tecnologia depende de la capacidad que tenga la investiga-
cioén para mantenerla en avance continuo. En lo que concierne al cultivo de
células y tejidos vegetales, 1a obtencion de soluciones técnicas implica la
utilizacién empirica del método de prueba y error; la investigacién debe
validar las hipdtesis sugeridas por experiencias anteriores, por observa-
ciones y por el estado actual de lainformacion en 4reas especificas, accién
que es esencial para la generacion de tecnologia en este campo del cultivo
de tejidos.

Necesidad de la Evaluacion Estadistica

Con relativa frecuencia, los investigadores —y muy especialmente los que
realizan su trabajo en las condiciones del laboratorio— se preguntan: {Es
laevaluacion estadistica una verdadera necesidad para este tipo especifico
de experimentacién?

La falta de criterios elementales para que el investigador pueda contes-
tar esta pregunta ha hecho que, frecuentemente, los resultados presentados
en laliteratura relacionada con el cultivo de tejidos no estén caracterizad os
por la consistencia de los datos y por la repetibilidad de los protocolos
experimentales.

Para responder esa pregunta, es necesario tener en cuenta, en primer
lugar, la variabilidad de los materiales bioldgicos que debe manipular el
investigador, ya que la variacién fenotipica (F) de los individuos es el
resultado del efecto conjunto de la carga genética (G) por el efecto de los
factores ambientales (A), segin la expresién:

F = GxA

Es posible deducir, por tanto, que las diferencias entre los individuos son
debidas a diferencias genéticas y ambientales que se hallan fuera del
contro] razonable del experimentador. El reconocimiento de la existencia
de esta variabilidad implica reconocer la dificultad de evaluar una practica
que ha sido efectuada sobre una sola unidad experimental. Un experi-
mento con una sola repeticidén suministra siempre una medida muy pobre
del efecto de la practica o tratamiento aplicado; cuando no hay al menos
dos unidades experimentales tratadas similarmente, no es posible la medi-
cion del error experimental. Este es, precisamente, 1a medida de la variabi-
lidad que se halla fuera del control del investigador.
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Andlisis e.interpretacion estadistica...

Por esa razén, el tratamiento estadistico de una coleccién de datos
experimentales permite hacer la estimacion sin sesgo del efecto de los
tratamientos sobre el material investigado, y la evaluacién de las diferen-
cias obtenidasentre los tratamientos mediante pruebas de significancia
basadas en la medida del error experimental.:Estas pruebas valoran la
probabilidad de que las diferencias halladas entre los tratamientos ocurran
unicamente como efecto del azar, es decir, de la parte no controlada del
experimento.

Por consiguiente, se acepta que la formarazonable de conocer la magni-
tud de los efectos de ciertos factores sobre el material bioldgico ajslado en
forma de unidad (lldmese ésta parcela, tubo de ensayo o caja Petri) y de
medir el efecto del azar sobre esas unidades, es planear un experimento
segun criterios que fijen de antemano las hipétesis formuladas sobre €1 'y
los métodos especificos de llevarlo a cabo. Estos criterios determinarén las
caracteristicas de lo que se llama el disefio del experimento.

Principios Inherentes al Disefio de Experimentos

Los investigadores consideran, en general, tres principios fundamentales
enel disefio de un experimento, los cuales cobran unaimportancia particu-
lar en las 4reas del cultivo de tejidos y de la biotecnologia.

A. Repeticiones

Significa que un tratamiento debe ser repetido, o asignado a dos unida-
des experimentales diferentes por lo menos, con el fin de proveer un
estimador del error experimental y permitir una medida més precisa del
efecto de los tratamientos.

1. Nuamero de repeticiones

;Cuéntas veces debe aplicarse un tratamiento ala unidad experimental?
En otras palabras: ;Cudntas unidades experimentales por tratamiento hay
que incluir en un disefio para que la estimacién de la var1ac16n debida al
error experimental sea lo més precisa p051ble”

Tal pregunta puede responderse de manera un tanto diferente segin el
campo al que pertenezca el experimento: :
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Cultivo de tejidos en la agricultura

- Experimentos agricolas: Se han escrito textos excelentes en dondé se
resuelve el problema del nimero de repeticiones de este tipo de
experimentos; aunque ese numero varia segin las caracteristicas de

.los materiales:ensayados, las pautas encontradas para calcularlo por
los biometristas ¥ expertos en investigacion de cultivos coinciden

- Experimentos de biotecnologia: La naturaleza de los materlales
empleados y las condiciones fisicas en las cuales se desarrolla la
investigacion en esta ciencia deben considerarse antes de establecer el
numero de repeticiones de estos experimentos.

Carscteristicas de los materiales. Por su naturaleza, los materiales bio-
l6gicos ensayados con més frecuencia (explantes, células-aisladas, proto-
plastos) son, normalmente, d¢ tamafio pequefio; por ‘consiguiente, son
muy sensibles a los péquefios cambios en los niveles de los factores exter-
nos. Una pequefia masa de células, por ejeiﬁplo, puede ser mas sensible a
un cambio minfisculo en la cantidad de minerales, vitaminas u hortnonas
de su medio que una planta entera que crece en un medio variable pero
normal. Por tal razén, es muy probable que ese pequefio conjunto de
células exprese caracteristicas que, por causa de la regulacion cibgrnética,
un organismo completo mas grande no pueda expresar ni con la misma
rapidez ni en la misma magnitud.

Las altas variaciones que se presentan en este tipo de investigaciones
tienen asf una explicacién,.y‘deben tenerse en cuenta a la hora de determi-
nar el nimero de repeticiones con que se disefia un experimento particular.

Condiciones fisicas de los experimentos. a) En los cuartos de crecimien-
to: Se supone que estos cuartos estan dotados de condiciones contro-
ladas; no obstante, estan expuestos a condiciones locales y a gradientes de
baja intensidad que pueden afectar la uniformidad con que cada factor
ambiental llega a cada uno de los materiales ensayados en cada una de las
unidades experimentales.

Asi, porejemplo, a veces es dificil garantizar plenamente que las fuentes
de luz estan colocadas de tal forma que la intensidad y la calidad de la luz
son las mismas para todas las unidades expenmentales con frecuencia se
detectan gradientes de iluminacién que pueden alterar la respuesta de los
materiales en estudio.’

La humedad esté asociada con diversos problemas patolégicos dificiles
de controlar en una cimara de crecimiento y que pueden afectar notable-
mente el curso y los resultados de los experimentos; esos problemas estan
ligados a fen6meénos respiratorios en que las respuestas de los materiales a
las concentraciones de oxigeno inducen un cambio diferencial en las
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concentraciones parciales de otras gases como el CQO,. El efecto de este gas
en la camara de crecimiento también debe tenerse en cuenta. Aunque se
supone que estas condiciones son uniformes para todas las unidades
experimentalgs, en realidad se establecen coeficientes de variacién que, sin
tener en cuenta la discusién anterior, serian inexplicables.

Se dispone normalmente de cuartos de crecimiento y de c4maras contro-
ladas de pequefias dimensiones; por consiguiente, el nimero de unidades
experimentales est4 restringido por el factor espacio. Esta limitacién debe
considerarse cuando se proyecta un experimento y se calculan tanto el
numero de factores que se investigard como el niimero de repeticiones
necesario para hacér una buena estimacién del efecto de un factor dado.

‘b) Enelinvernadero y la casa de ‘dea: Los materiales que se investigan
en estos espacios son, casi siempre, de tamafio mayor que los materiales
considerados en la seccion anterior; se esperaria, por tanto, que sus res-
puestas a los efectos de los tratamientos fueran un tanto menos variables.
Sin embargo, en un invernadero se encuentran tatnbién, con frecuencia,
altos indices de variacién que, como en €l caso anterior, se explican por
gradientes de luz, de temperatura o de humedad que pueden medirse con
relativa facilidad. El tamafio relativamente grande de las unidades experi-
mentales reduce las limitaciones de la escogencia tanto del niimero de
tratamientos como del nimero de repeticiones a lahora de hacer el disefio
del experimento. : Lo

2. Solucién general al problema del niimero de repeticiones

La solucién esté_cdnténida enla siguiente expresién:
N = .CV? o2 o (4]
donde: |

V = coeficiente de variacién

0 = diferencia entre medias extremas

C = pardmetro que es funcién del sesgo de error y de la distribucién de
las medias.

Los valores de V, 0 y C dében encontrarse empiricamente, es decir, el
empleo de la férmula implica el conocimiento previo dela variabilidad de
los materialés que se investigar4n, y éste se obtiene de un ensayo disefiado
para tal propésito. ‘

Se puede afirmar, entonces, que el numero de repeticiones de un expe-
rimento depende de la magnitud d¢ fas diferencias que se quieran detectary
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de la variabilidad de los datos con los cuales se trabaja. En la prictica, esta
afirmacién es una limitacién importante, ya que para determinar el
nimero de repeticiones se debe gastar tiempo, trabajo y materiales, es
decir, aumentar el costo del ensayo, condicién que muchas instituciones
aceptan con dificultad. El nimero de repeticiones queda asf limitado por la
dificultad de conocer de antemano la variabilidad de los materiales ante las
condiciones del ensayo. ' '

Como se deduce de la expresion (1), otra limitacién de este problema es
el hecho de que en los ensayos de laboratorio se encuentran con frecuencia
coeficientes de variabilidad muy grandes. Siendo el nimero de repeticio-
nes directamente proporcional al cuadrado del coeficiente de variacion, el
valor de N sera muy alto (hasta 30 6 40 repeticiones) de tal modo que,
siguiendo sélo este criterio, los experimentos se harian impracticables.

En estos casos, es indispensable el criterio biolég’ic,o del investigador
quien debe conocer, tanto como sea posible, las caracteristicas biolégicas
de sus materiales y especialmente lo que se espera de ellos no s6lo respecto
a su variabilidad sino a su respuesta biol4gica.

B. Aleatorizacién

Este principio permite obtener estimaciones sin riesgo del error experi-
mental y de las medias de los tratamientos. Es muy importante en el disefio
de experimentos de biotenologia porque en éstos hay grandes variaciones.

La aleatorizaciOn consiste en la asignacidon de los tratamientos a las
unidades experimentales de tal forma que todas ellas tengan una oportu-
nidad equitativa de recibir el tratamiento. Para tal efecto se acude a tablas
de nimeros aleatorios, a conteos sencillos con fichas, o a tablas generadas
por un computador.

C. Control local

La gran mayorfa de los experimentos que se llevan a cabo en biotecno-
logia tienen disefios factoriales en arreglos hechos completamente al azar;
su ventaja es la sencillez pero su desventaja es que no consideran las
limitaciones impuestas por los gradientes antes mencionadosy esto afecta.
la magnitud del error experimental.

El control local, mediante restricciones en la aleatorizacién del disefio,
significa unareducciénen el error experimental. Este control se hace por ¢l
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‘sistéma de bloques’ que consiste en la asignacidn sistematica de las repeti-
ciones en bloques segin el sentido del gradiente; de este modo se garantiza
que las repeticiones de cada tratamiento reciban efectos del factor conside-
rado (luz, humedad, temperatura) que tengan la misma magnitud. La
practica de los bloques permite entonces extraer el efecto del gradiente del
total del error experimental. ‘ " ‘

Método Cientifico

Es importante recordar algunas nociones relacionadas con la planeacién
del experimento. En general, se admite. que el método cientifico es el
procedimiento empleado para hacer investigacién, y que comprende cua-
tro actividades: :

a. Observacion de los hechos o fenémenos.

b. Elaboraci6n de hip6tesis que sirvan como marco de exphcacnﬁn de
tales fendmenos.

c. Experimentaci6én.

d. Interpretacion de los resultados y confrontacion de éstos con las
hipétesis. .

Por consiguiente, el experimento es una herramienta que el investigador
utiliza para descubrir algo desconocido o para someter a prueba un
principio o una hipoétesis.

Caracteristicas de un bueh experimento

Un expenmento bien: planeado ostenta cuatro caracteristicas basicas:

Simplicidad. Con frecuenc1a se pretende responder a demasiadas pre-
guntas con un solo experimento; esta actitud complica el disefio y el
manejo del experimento de tal modo que la informacién obtenida es
confusa y dificil de interpretar desde el punto de vista biolégico. Lo
razonable es disefiar experimentos en que los tratamientos y el arreglo
experimental sean consistentes con pocos objetivos bien definidos.

Grado de precisién. Se garantiza que el experimento puede medir dife-
rencias entre los tratamientos con el grado de precisién que requiere el
investigador. Por ello, el manejo mismo del experimento, en su aspecto
operativo, es de suma importancia.

Ausencia de error sistemdtico. Se garantiza esta caracteristica mediante
la aleatorizacién y el sistema de bloques, los cuales reducen tanto el sesgo
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debido a una asignacién sistematica de los tratamientos como el efecto
s1stemétlco de los gradientes, ~

Valldez de las conclusnones En un experlmento bien planeado se pre-
tende lograr la umversahdad de las conclusxones es decir, que tengan un
rango de validez tan amplio como sea posxble Unaforma de conseguirlo es
distribuyendo las repeticiones en el tiempo y en el espacio; de este modo se
sabe si el efecto de los factores sobre la unidad experimental varia de un
mes a otro, de un semestre a otro, de la época seca a lalluviosa, o de unsitio
a otro.

Tres normas sencillas permiten pues adquirir las caracteristicas mencio-
nadas: a) disefiar repeticiones; b) hacer la aleatorizacién de los tratamien-
tos; y ¢) solicitar'la ayuda del estadistico o del biometrista si surgen
dificultades de disefio o de interpretaci6n estadistica de los resultados. La
mayor parte de los pasos que se dan en el manejo de un experimento no son
de orden estadistico; no obstante, el manejo estadistico constituye una
parte muy importante de la experlmentamén

Los criterios anteriores son especialmente importantes ‘en el desarrollo
de la experimentacion en el cultivo de células y tejidos. Aunque a menudo
se considera que las condiciones in vitro ofrecen un mayor coritrol de la
variabilidad externa, la utilizacion cuidadosa de la estadistica, en este caso,
es una condicién inherente ala credxbllldad actual y futura de esta nueva
biotecnologia. La consistencia y la repetibilidad de los resultados deben
estar bajo el amparo estricto del rigor estadistico; estos criterios faltan a
menudo en publlcacxones de trabajos sobre cultivo de tejidos.

El presente capitulo sugiere a los mvestxgadores criterios utlles para la
interpretacion estadistica de los resultados.en el cultivo de células y tejidos.
No pretende ser una contribucion a la tan poblada 4rea de la estadistica ya
que existen numerosos'y apropiados libros y revisiones sobre estadistica
experimental agricola (Cochran, 1971; Cochrah et al., 1950; Cox, 1958,
Draper et al., 1966; Little et al., 1975; Steel et al., 1'960), los cuales se
pueden y deben utilizar como guia enel dxseﬁo de los expenmentos yenlos
analisis de los resultados

Este capitulo estd dedlcado a mvestlgadores que comprenden la necesi-
dad del criterio probabilistico y que, habiend o tomado algtin curso bésico
de estadistica experimental, acéptan que el analisis de varianza (ANOVA)
es el mecanismo de prueba de hip6tesis.
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Interpretaci_'én de las Respuestas a las Dosis

El propésito obvio de un experlmento es resolver las preguntas planteadas
en las hlpétesm sm embargo muchas veces los resultados se interpretan y
presentan con poca o ‘ninguna referencia a la pregunta original.

En el cultivo de tejidos, una de las preguntas que se formulan més
comuinmente es la que se refiere a la dosis 6ptima de un regulador del
crecimiento u otro constituyente del medio de cultivo; también es frecuente
interrogarse sobre los factores ambientales (temperatura, humedad, etc).
El siguiente es un ejemplo acerca d¢ la relacién dosis-respuesta.

Se trata de un experimento cuyo objetivo es determinar el efecto del
AlT* en la reduccién del crecimiento de callos originados a partir de
cotiledones de alfalfa; se hicieron 7 tratamientos consistentes en 7 dosis de
Artt++ aplicado al medio de cultivo, y la toxicidad se evalué en términos
de peso fresco (variable 1) y de dlémetro del callo (variable 2), a los 30 dias
(Cuadro 16.1).

Cuadro 16.1. Respuesta® de los callos de cotiledones de alfalfa a
varias dosis de aluminio, en términos de peso fresco y

didmetro.

Attt Variable 1 Variable 2
(dosis) © (mg'de peso fresco) (mm de ©)
0 222 a 9d
1 :-.202 ab ) 12 cd
2 205 ab 15 bc
3 186 be | 2a
4 164 cd 19 ab
5 156 cd 17 b
6 147 d . 11 cd

a Respuestas a los 30 dfas dé iniciado el tratamiento.

La pregunta simple, util y directa que €l investigador deberfa haberse
planteado era: ;Qué relacién existe entre la dosisde Altt++ ylarespuesta
del tejido? Sin embargo, a menudo predomina otra pregunta menos 1til y
que ademés es mucho maés dificil de responder: de los 21 posibles pares (o
combinaciones) de tratamientos, jcuél-o cudles son dlferentes respecto a
los demas?
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En forma general, en las publicaciones sobre: cultivos de tejidos se
observa una tendencia a responder el segundo tipo de pregunta, con
resultados similares a los que presenta el Cuadro 16.1. Es obvio que la
primera pregunta no ha sido contestada en el caso de la variable 1 (peso
fresco) a pesar de que ‘es mherente al Ob_]etIVO del experimento; para
obtener esa respuesta es nécesario hacer la distribucién de la suma de
cuadrados (Cuadro 16.2).

_ Cuadro 16.2. Distriblicibn,de,la suma de cuadrados (S.C.) de los
tratamientos en cuanto al peso fresco (variable 1),

Fuente de variacién &l S.C. . Distribucién

o (% del total)
Tratamiento e 23805 -
Efecto’ lineal 1 22885 0 . 96
Efecto residual 5 ... 92 o 4

La situacién que presenta el Cuadro 16.2 puede ilustrarse en la Figura
16.1, en donde se observa una relacion lineal altamente significativa que
explica el 96% de la variacién de la respuesta. En estas condiciones la
segunda pregunta, sobre cudles tratamientos son significativamente dife-
rentes de los demés es irrelevante; estamos frente a una relacién lineal y,
dentro del rango probado, todos los niveles (dosis) de tratamiento produ-
cen efectos siempre diferentes. El mejor estimador de los efectos de los
tratamientos esta constituido por los puntos de la ecuacién de regresion.

Existen otras relaciones entre dosis y respuestas. La variable 2 (didme-
tro) presenta una respuesta curvilinea (Figura 16.2) y la interpretacién de
estos resultados puede ser ain mas confusa en términos de la identificacién
de los tratamientos con respuestas significativamente diferentes. Sin
embargo, la participacioén de los efectos de los tratamientos muestra que
los componentes lineales y cuadraticos explican el 85% de la variabilidad
en las respuestas (Cuadro 16.3). Por lo tanto, se podria resumir simple-
mente diciendo que la respuesta encontrada en ¢ste caso €s una-curva de
segundo grado , :

Los ejemplos anteriores tienen el objétivo de mostrar que siempre que se
establezca una serie de-dosis se debe intentar un esfuerzo por encontrar la
relaciéon dosis-respuesta. ‘
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Figura 16.1. Regresion lineal que representa la respuesta del callo (mg de peso fresco) a las

diferentes dosis de AP del medio de cultivo.

Respuesta (mm de ©)

Y =75+ 715X - 107X2

5 —
()T_ L | | 1
0 1 2 3
AT (dosis)

Figura 16.2. Curva de segundo grado que muestra la relacién entre la dosis de Attt yla

respuesta de los callos (mm de ©)
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Cuadro 16.3. Distribucién de las sumas de cuadrados (S.C.) de los
tratamientos respecto al didmetro del callo (variable 2).

Fuentes de variacién gl S.C. Distribucién
(% del total)
Tratamiento 6 650.0 —
Efectos:
Lineal 1 71.5 11
Cuadrético 1 482.0 74
Cubico 1 40.8 6
Residual 3 55.7 9

En la experimentacion in vitro es comun el arreglo factorial de trata-
mientos. En este arreglo se utilizan dos o més factores a distintas concen-
traciones y en todas las combinaciones posibles: Es un enfoque diferente de
los anteriores; en éstos se queria saber cémo era la relacién dosis-
respuesta. Las preguntas légicas ahora son: ;{Cudl es el efecto de cada
factor? ;Hay interacciones entre los factores" ¢,Depende la respuesta deun
factor del nivel del otro? '

El Cuadro 16.4 corresponde a un ejemplo en el cual se obtuvieron las
medias de respuestas a cada tratamiento o combinacién de tres factores
con dos niveles cada uno (arreglo factorial 23).

Las letras con que se intenta clasificar los promedios éxplican confusa-
mente los efectos de los tratamientos. En cambio, si se realiza el reparto de
la suma de cuadrados debida a los tratamientos entre los efectos de los
principales de éstos y los efectos de las interacciones (Cuadro 16.5), se
encuentra que el factor A tiene el efecto mas.jmportante y explica mas del
839 del total de la variacién; el factor B cuenta por el 12% de la suma de
cuadrados, y no existe evidencia de efecto del factor C o de las interaccio-
nes. En este caso entonces s6lo es importante presentar los efectos de los
factores A y B (Cuadro 16.6).

En un nuevo ejemplo, combinando el analisis factorial y el estudio de
tendencias en las respuestas de los tratamientos,; se pretende ilustrar cdmo
se pueden interpretar y presentar las interacciones. Si se toman los niveles
2 x 2 x 4 en los tres factores respectivos A, B y C, siendo C el tiempo de
exposicién, obviamente las preguntas que se deben formular son las
siguientes: {Cudles son los efectos de los factores A y B? ;Existe relacién
entre la respuesta y el tiempo de exposicién? ;Existe alguna interaccién
significativa entre los tres factores? Estas preguntas no se pueden respon-
der con una presentacién como la del Cuadro 16.7.
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Cuadro 16.4. Respuestasalostratamientos de un arreglo factorial 23,

Tratamientos Respuestas
(combinacion de factores)

ABC 144 b
ABec 85b
AbC 15.2 ab
Abc 13.0 ab
aBC 214a
aBe 18.6 ab
abC 226a
abec 227 a

Cuadro 16.5. Distribucion de lasumade cuadrados (S.C.) del arreglo

factorial 23,

Fuente de variacién gl S.C. Efecto relativo
(% del total}
Tratamientos 7 877 —
Factor A l 730 83
Factor B | 107 12
Factor C 1 23 3
AxB 1 8
AxC 1 | 3
BxC 1 3
AxBxC 1 5

Cuadro 16.6. Efecto promedio de los factores.

Factor Efecto promedio®
A 11.8
a 213
B 14.7
b 18.4

a. Seexpresaenlasunidades de losdatos originaies o delas
respuestas indicadas en ¢l Cuadro 16.4.
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Cuadro 16.7. -Respuesta. a la interaccién de los factores A; B y C.

Nivel de A Nivel de B : Respuestas segiin-nivel de C
o 0 1.2 3
1 1 T4 ¢ 92 ¢ " 108 134 b
1 2 48 b 108 d 156 c: 292 d
2 1 12 a 18 a 76 a 92 a
2 2

18 a 58 b 90: ab 162 ¢

Si se distribuyen los 15 grados de libertad de los tratamientos, se puede
encontrar una explicacién acerca de los efectos de varios factores y de sus
interacciones (Cuadro 16.8). Se observa que el 929 de la variacion en los
tratamientos se debe a cuatro efectos: el principal de A, el principal de B, 1a
tendencia lineal del factor C, y la interacci6n entre el factor B yla tendencia
lineal del factor C. Estos resuItados se pueden presentar en forma grafica
(Figuras 16.3 y 16.4).

| ,.\
200 r A,
Y =61.3 + 43.45X
150 +—
A,
8
¢
2 100
4]
[~
501
Y =0.6 +43.45X
oL 1 A 1 |
0 1 2 3

Nivel de C

Figura 16.3. Regresxones lineales que mpmsemzm la respuesta(Y)alos dos niveles del factor
A en los cuatro niveles del C..
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. Cuadro lﬁ 8. Distrihucién de Ja sumea .de cuadrados (S.C.) de los

. -tratamientos.

'Fuéﬁtg"‘de’ variadi gl S.C." ' Distribucién _
SO e " (% del total) " -

Tratainientos: = = ERAEES b SR 216083 e

.- Faotor- A B . | ©. 44287 - 20.5 -
Factor B - 1 19927..... .. .92,
Ax B 1 ; 8171 . 074\ L
C lineaf 1 it 524“'
C cuadrético 1 2977 1.4 ¢
C cdbico o 1 163 0.1
A'X Clineal = 0 Ui WIF 0.8
B x Clineal -~ . i 1 21094 : i i 98 .

. Residua)® 1 7 CHI827 - o 55 ¢

a. CorrespondealaS.C.debida alos tratamientos y no incluida en Ia descompo-
sicién anterior. Algunos autores llaman ‘residuo’ al error experimental.

L

200 |-

150 f= - ¥ 7232+ 632X -

100

Respuwta

50 FA

RO R

Y =38.7+24.7X"
0l L ] il ]
-0 1" 2 3
Nivel de C

B,

B,

Flgura 16.4, Regresiones | lineales que representa.n la respuesta a los dos mveles del factor B

en los cuatro mveles del C.
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El experimento ilustra otro punto importante: que el significadode la F
de los tratamientos con 15 grados de libertad es confuso; asi, en el ejemplo
se observa que F es el promedio de 4 grados de libertad altamente significa-
tivos y de 11 que no lo son. En estas circunstancias muchas veces los
investigadores detienen el andlisis estadistico y la interpretacién cuando
encuentran que el F de los tratamientos no es significativo, lo cual ha
conducido a una interpretacién incompleta e incorrecta de los experimen-
tos. Por lo tanto, importa en estos casos distribuir los grados de libertad de
los tratamientos, para visualizar los efectos de los factores principales y de
las interacciones.

Al respecto se puede analizar otro ejemplo: hay siete tratamientos, uno
de los cuales se considera como testigo, y se establecen tres niveles en la
relacién 2:5:10, aplicados con o sin acicion de una vitamina. Los resulta-
dos se presentan en el (Cuadro 16.9).

En este ejemplo la factorizacién fue incompleta. Especificamente, se
debid incluir un tratamiento con la vitamina sola; ademds, no existe
aparentemente una justificacién légica para la serie particular de trata-
mientos. Es recomendable que, cuando se realicen estudios sobre la rela-
cién entre dosis y respuestas, se utilicen series de niveles establecidos en
progresiones aritméticas. A pesar de lo anterior, la distribucién de los
efectos de los tratamientos muestra que no existe efecto de las vitaminas y
que tampoco hay interaccidn entre la vitamina y el nivel del tratamiento
(Cuadro 16.10).

Cuadro 16.9. Respuesta a siete tratamientos de un

experimento.
Tratamiento (nivel) Respuesta
0 (testigo) - 81 a
2 77 ab
2 + Vitamina 74 ab
5 67 be
5 + Vitamina 66 be
10 50 d
10 + Vitamina 56 cd

Losresultados descartan el efecto de la vitamina. El anélisis de regresién
(Figura 16.5) indica que en la distribucion de las sumas de los cuadrado de
los tratamientos, un 98% de la variacién se explica por una respuesta de
tipo lineal (Cuadro 16.11).
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Cuadro 16,105 Digtribueién de la suma‘de cusdrados (S C.) de tra- °

"Dgs;ﬁsucian
(% del total)

“'Togtigo 'vi otfos il
,-Lingal: ve otres - -
Vitamina
Residual

10

_Respuesta

_ ¥=sizagx

(A I S S A

L | ! J
0 2 . 5 . 10
-, ., Nivel de-la dosis .-+ ...

Figura 16.5. Recta de fémsiéﬂ" querepresema la ré;;uééta dada alf‘l‘ﬁvc‘:l de la dosis,

" Cuadro 16.11. " Distribucién de la suma de cuadrados de tratamien-
i Co 'fOS.' i I g B

,,,,,,,

© Fuente de vafiacibn 55Tl gl #8067 - Distribucién »
: sy RN o (Gpdel totaly o

Traga.mlcntos . i 6
Lineal - S
Desviacién del’ mode‘lé ’
lineal 5. s 2
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Se ha mencionado anteriormente la distribucién de los efectos de los
tratamientos como ejemplo del manejo e interpretacién de los resultados.
Sin embargo esta técnica, altamente recomendada por los estadisticos, es a
menudo desconocida o no se considera en los anélisis estadisticos de los
resultados que se publican abundantemente en nuestros dias. Por otro
lado, se nota un abuso en la utilizacién de graficas y cuadros de valores
promedio més o menos la desviacién estandar. Por ello la técnica de la
distribucién de las sumas de cuadrados de los tratamientos merece una
especial consideracion.

Distribucion de los Efectos de los Tratamientos

Es muy recomendable que antes de realizar el experimento se haga una
distribucion de los grados de libertad para los tratamientos, tanto en forma
individual como parcial con grupos de comparaciones; para este reparto
no se requiere una prueba de F significativa.

Las variables experimentales se pueden dividir en factores cualitativos y
factores cuantitativos. Entre los factores cualitativos en el cultivo in vitro
pueden estar: las fuentes de explantes (meristemas apicales, yemas axila-
res, raices, tallo, hipocétilo, hoja), los tipos de medios (MS, B5, White,
Anderson, etc.), los métodos de anilisis quimico, los métodos de conteo, y
otros. Ejemplos de factores cuantitativos pueden ser: la temperatura, el
pH, la concentracion de reguladores de crecimiento y el nivel de sacarosa,
entre otros.

Los experimentos en los cuales se realizan los tratamientos a partir de
todas las posibles combinaciones de los niveles de dos 0 m4s factores, tanto
cualitativos como cuantitativos, son llamados experimentos factoriales.
En este caso, el término factorial solamente describe la naturaleza del
tratamiento y no el disefio del mismo.

Cuando se establecen factores cuantitativos, el andlisis de regresién es la
técnica mas apropiada (Draper et al., 1966). En este caso, los grados de
libertad de los tratamientos y la suma de cuadrados se deben distribuir
entre los componentes debidos al efecto lineal, al efecto- cuadratico, al
efecto clbico, y a otros polinomios de orden superior. Si hay suficiente
conocimiento tedrico para especificar una relacién matemaética entre las
respuestas y el factor (relacion logistica, Mitscherlich, Gompertz, etc.), se
debe aplicar la ecuacién particular a los resultados.

Sin embargo, en la mayoria de la experimentacién in vitro la relacién
matemética es tan compleja que todavia no se han encontrado buenas
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aproximaciones, mediante modelos polinémicos apropiados, para expli-
car fenémenos tales como la diferenciacién o la embriogénesis somética, ni
aun sucesos tan comunes como la organogénesis adventicia. Si los niveles
de los tratamientos estdn igualmente espaciados e igualmente repetidos, la
computacién para obtener los componentes lineales, cuadraticos, y de otro
grado de las regresiones se simplifica por el uso de polinomios ortogonales
(Little et al., 1975; Steel et al., 1960; Gémez et al. 1976).

Procedimientos de Comparacién Miiltiple

Existen situacionesen las cuales los procedimientos de comparacién mal-
tiple, como es la prueba de rango triple de Duncan, resultan apropiados
(Petersen, 1977); esta situacion se presenta cuando se compara un arreglo
al azar de genotipos o sustancias quimicas. En estos casos, un nimero de
pruebas estadisticas puede ayudar a la interpretacién de los resultados de
los experimentos. Sin embargo, los resultados que se han publicado, en
cultivo de tejidos, fisiologia, horticultura y otras 4reas, denotan un abuso
en la utilizacién de las comparaciones multiples. :

Uno de los objetivos, en el caso discutido, es poner alerta al investigador
de un cultivo in vitro acerca del mal uso de esas técnicas. Las comparacio-
nes multiples no son apropiadas en los siguientes casos; a) en experimentos
en los cuales los tratamientos estan establecidos a partir de niveles de una
variable cuantitativa; b) para combinaciones factoriales de dos o mds
factores, 0 dos 0 mas niveles en cada factor; ¢) para tratamientos cuantita-
tivos que fueron formulados en combinaciones lineales de particular inte-
rés (Petersen, 1977).

Existen muchos textos de estadistica que contienen discusiones sobre
este tema (Gomez et al., 1976; Little et al., 1975; Steel, et al., 1960) y
también trabajos de revision (Chew 1976 y 1980; Petersen, 1977); por lo
tanto, s6lo es importante delinear sucintamente las ventajas y desventajas
de cada prueba.

Diferencia minima significativa de Fisher

La diferencia minima significativa (DMS) consiste en aplicar la prueba
tde Student a cualquier par de medias, pero se debe usar solamente sien el
analisis de varianza el valor F del tratamiento es significativo; con esta
proteccién, la DMS se transformaen una de las mas poderosas técnicas de
comparacién multiple (Chew, 1976; 1980).
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Considerando que esta comparacién miiltiple es ampliamente conocida
por los investigadores de cultivos in vitro, solamente queda agregar que,
aparte de ofrecer la proteccién necesaria, esta prueba permite utilizar
tratamientos desigualmente repetidos y tamblén puede servir para la esti-
macién de intervalos. :

Prueba de rango miltiple de Newman-Keuls

Este método no requiere un valor F significativo en el analisis de
varianza y es utilizable cuando los tratamientos ést4n igualmente repeti-
dos. Para aplicarlo se organizan los promedios en forma ascendente, pero
en vez de comparar las diferencias entre cualquier par de medias contra un
valor constante, como: en la DMS, se utiliza una magnitud variable. A
pesar de que esta prueba es intuitivamente mds interesante que la DMS, no
ha sido muy aceptada y, ademads, tiene una tasa de error bastante confusa
(Chew, 1980).

Diferencia significativa de Tukey (HSD)

Esta prueba requiere un niimero igual de repeticiones por tratamiento.
Presenta la simplicidad de la DMS, en la cual una magnitud constante
permite probar todas las diferencias entre todos los pares de tratamientos;
dos tratamientos se declaran diferentes si la magnitud absoluta de la
diferencia entre sus medias excede el HSD.

El HSD de Tukey se puede usar también para construir intervalos de
confianza simultdneos para todos estos pares de tratamientos. En este
caso, se denomina prueba de rango multiple de Tukey, y el HSD tiene un
criterio altamente" conservador; sin embargo, ofrece la ventaja de su
aplicabilidad.

Método de Scheffé

El método de Scheffé, al igual que el HSD de Tukey, es aplicable a
contrastes generales y no solamente a comparaciones apareadas. Puede
tener una aplicacién especifica en el caso de que los promedios provengan
de observaciones de diferentes tratamientos con varianzas desiguales.

A pesar de esta restriccién, que inclusive involucra la prohibicién de
realizar el andlisis general de varianza, el método de Scheffé podria ser
utilizado en estos casos.
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Prueba de rango miltiple de Duncan

Esta prueba, que constituye el método de comparacién multiple mas
utilizado, suponhe que las medias de los tratamientos no estan correlacio-
nadas. El procedimiento es similar al de la prueba d¢ Newman-Keuls
excepto en el nivel de proteccién qué éste necesita, ya que segiin Chew
(1980) existe una mayor probabilidad de error del tipo 1. Esto hace que la
prueba de rango miiltiple d¢ Duncan sea muy poderosa, lo cual significa
una mayor probabilidad de detectar las diferencias cuando ellas existen.

Los investigadores estdn a menudo més interesados en encontrar dife-
rencias que en no encontrarlas, y por esta razén el procedimiento de
Duncan ha recibido una amplia aceptacion entre ellos.

Originalmente, esta prueba fue propuesta en el anélisis de varianza sin la
proteccion de un valor F significativo de tratamientos, pero ahora se exige
la significancia de la prueba F como una condicién necesaria para su
aplicacién. Una desventaja del método es que no posee capacidad para
estimar los intervalos simultdneos.

En determinados sentidos, las pruebas DMS, Newman-Keuls y Tukey
son casos particulares de la prueba de Duncan, y ésta se considera apro-
piada para comparaciones apareadas de medias no correlacionadas con
igual nGmero de repeticiones.

En contraste con la prueba DMS, en la cual se calcula solamente un
valor que se usa en todas las comparaciones, la prueba de rango multiple
de Duncan establece un conjunto de diferencias significativas que van
aumentando segln la distancia entre las posiciones o el ordenamiento de
las dos medias que se comparan. A pesar de que se necesitan operaciones
adicionales para la aplicacion de 1a prueba de Duncan, ésta se puede usar
para probar diferencias entre pares de tratamientos sin considerar el
numero de los mismos.

Se han cometido abusos con la prueba de Duncan al mostrar diferencias
sin la requerida proteccién de un valor F significativo en el ANDEVA, y
eso ha llevado al descrédito de la misma. Sin embargo, estudios estadisti-
cos detallados muestran que la prueba de rango miltiple de Duncan es una
herramienta itil, si se utiliza apropiadamente.

Comparaciones con el testigo

El procedimiento de Dunnett presenta unaforma de establecer interva-
los simultidneos o comparaciones multiples del testigo con cada uno de los
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otros tratamientos; en él se supone que los tratamientos tienen igual
namero de repeticiones,

Este procedimiento permite separar todos los tratamientos que son tan
buenos como el testigo o mejores que él (Chew, 1976; G6mez et al., 1976).
Tiene total validez cuando el investigador no desea ajustar una curvaa las
dosis, y le interesa comparar el testigo con cada uno de los otros niveles.
Este es el caso de algunos estudios de toxicidad donde el objetivo del
experimento es determinar la dosis mas baja a la cual todavia existe una
respuesta observable.

Hechas estas consideraciones, es importante recalcar que las pruebas de
comparaciones miultiples son totalmente inapropiadas si existe la posibili-
dad de repartir los tratamientos en sus sumas cuadradas especificas. Esta
alternativa siempre es factible si los tratamientos son de estructura facto-
rial, o si constan de varios niveles de unfactor cuantitativo. En este tltimo
caso, si existe una regresién significativa entre la respuesta y las dosis,
todos los niveles (incluyendo los intermedios) no utilizados en el experi-
mento son estadisticamente diferentes; se recomienda entonces utilizar
comparaciones multiples s6lo en el caso de factores cualitativos.

Se han realizado esfuerzos para determinar el grado de precision con
que cada comparacién multiple realiza la separaci6on de medias. Por
ejemplo, se ha comprobado que la DMS de Bayes es casi tan poderosa
como la DMS de Fischer, sin tener la alta probabilidad de errores de tipo I
que caracteriza a este Gltimo.

Heterogeneidad in Vitro

Generalmente, la heterogeneidad ambiental en experimentos in vitro se
subestima aduciendo que existe un control de las condiciones (ilumina-
cién, temperatura, HR) bajo las cuales se obtienen las respuestas. Esto no
estd suficientemente respaldado en las publicaciones y, generalmente, no
se indica la cantidad de variacién explicada por los tratamientos (coefi-
ciente de variacién).

Se sabe que tubos adyacentes en los cuales se siembra simultineamente
el mismo tipo de explante con el mismo medio producen resultados
diferentes; entre las causas de esa falta de consistencia figuran los gradien-
tes de iluminacién y de temperatura dentro de las cdmaras y los cuartos de
crecimiento. En estas condiciones es acertado caracterizar la heterogenei-
dad ambiental, lo que puede ser a veces un prerrequisito para la eleccién de
técnicas experimentales de alta precision.
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Muchas veces el investigador se enfrenta a un inapropiado disefio del
cuarto de cultivo por errores de construccién o de distribucién de los
equipos. Factores como la localizacién de puertas y unidades de aire
acondicionado, el calor desprendido por tubos, lamparas o equipo auxi-
liar, el tipo de estanterias, el sistemas de iluminacién, el aislamiento y las
dimensiones de los cuartos influyen en la creaci6on de gradientes en las
condiciones basicas. Si tales factores son modificables a un costo y tiempo
apropiados, el investigador no debe dudar en mejorar sus condiciones
ambientales; si no es posible, es oportuno conocer, por lo menos, con qué
heterogeneidad esta trabajando.

Elindice de heterogeneidad proporciona un valor de caracterizacién y es
menos complicado que realizar una prueba de uniformidad. Dicho indice
requiere s6lo de datos de experimentos con repeticiones donde se puedan
obtener distintos tamafios de unidades experimentales, y estd basado en la
relacién que existe entre la varianza de la parcela y el tamafio de la misma
(G6mez et al., 1976):

\'
Vy = —; logVy = logV, — blogx ?
Xb

Por consiguiente, renombrando los términos:
logVy = a+blogx A3)
siendo b el coeficiente de heterogeneidad.

Ejemplo: Se trata de un experimento con un disefio de parcelas dividi-
das, constituido por seis parcelas principales (niveles de citocinina) y 13 ge-
notipos (meristemas apicales de cultivares de fresa) como subparcelas; se
hicieron tres repeticiones. La unidad experimental consisti6 en 10 meris-
temas cultivados en un frasco de un litro, de seccién cuadrada, y que ocupa
un area de 80 cm2, La parcela principal ocupa un 4rea de 1100 cm? (los
frascos se ubican en fila dejando 5 cm entre uno y otro). El'drea de cada
bloque (repeticién) es de 6600 cm2,

Del analisis de varianza se obtienen los cuadrados medios (CM) corres-
pondientes a los bloques (M,), a la parcela principal [error a: (M;)] yala
subparcela [error b: (M,)] Con estos CM se pueden calcular las varianzas
entre parcelas de varios tamafios.
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Las exptesiohes para calcular las varianzas son: -

e V’x

T

,v,Z |

v,

@

= M
@) Myt DM, ko)
ra®)M,+r@hM+@hM, - 6
N (rat) — 1

El analisis se presenta numén.camente en el Cuadro 16 12

PR

‘Cuadro 16.12. Anlisis de varianza para un diseffo de parcelas divi~ - 2
didas con 6 parcelas principales y 13 subparcelas.

Fuente de variacién

CM

Bloques (M)
Parcela principal (PP)
Error a (My)
Subparcela (SP)
PP x SP
Error b (M;)

1,141,670
5,480,847
433,767
17,294,508
682,046
330,593

Las varianzas para ias dlsuntas pa:celas serianzl_:;,

1, l4l 6'70

V=

\ &

Vi oz

=i

488,325 -
344,197 ..

Sin embargo, antes de comparar esas varianzas es necesario conVefiirlas
a otras que estén en relacxén <on un-rea comparable asi:

vV, = V78"
V, = V313
vV, = V41

14,637 :

" 37,563
344,197

Con la férmula (3) se puede calcular una regresion lineal entre las
varianzas V y el tamafio de la parcela, en términos del nimero de unidades
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que la componen. Se obtuvieron un coeficiente de regresién b=10.74 y un
coeficiente de determinacién R2 = 0,984**,

El valor b .es una medida cuantitativa de la heterogeneidad en el
ambiente, y en valor absoluto indica el grado de correlacién entre parcelas
experimentales adyacentes. El valor de b varfa de +1 a 0. Cuanto més
grande (en términos absolutos) sea el valor de b, més baja serd 1a heteroge-
neidad ambiental. En casos en que se detecten coeficientes bajos (b =0.25),
ellos se pueden utilizar para reorientar los bloques, el tamafio de la parcela
experimental o el niimero de repeticiones para obtener un mayor control
experimental.
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