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Resumen

El género Coffea esta constituido por mas de 100 especies, todas diploides y aldgamas
con excepcion de Coffea arabica, la cual es la planta mas utilizada en el mundo debido
a sus caracteristicas agronémicas, asi como a la calidad de la bebida producida con
su semilla. Sin embargo, la baja diversidad genética de C. arabica ocasiona que sea
susceptible a plagas y enfermedades. Debido a lo anterior, surge la necesidad de
generar plantas de café resistentes a diferentes tipos de estrés bidtico. El aumento en
la ploidia del café es una herramienta que podria permitir obtener variedades con
mayor numero de cromosomas, asi como nuevos genes de resistencia. Una manera
novedosa de obtener plantas con mayor contenido de ADN es mediante Transferencia
Horizontal de genes (THG). Estudios recientes han demostrado que el movimiento de
material genético entre dos o mas organismos sexualmente incompatibles favorece la
formacién de nuevas especies con mayor variabilidad genética. El objetivo del
presente trabajo fue obtener plantas de café con mayor contenido de ADN. Se llevaron
a cabo mas de 200 injertos diferentes, utilizando como parentales a 19 cultivares de
C. arabica y uno de C. canephora. Posteriormente, la zona de cada injerto se regeneré
por medio de cultivo de tejidos, se probaron 36 combinaciones de reguladores de
crecimiento (citocininas y auxinas) en diferentes concentraciones. De acuerdo con el
analisis estadistico (Anova de dos vias y prueba t de student), la combinacién que tuvo
la mejor respuesta de regeneracion fue con TDZ (9.16 uM) y NAA (2.86 puM). Asimismao,
se establecié un sistema de embriogénesis soméatica (ES) con el propésito de obtener
plantas completas (con parte aéreay parte de raiz), la combinacién de reguladores de
crecimiento que permitié la mejor induccion de estructuras pre-embriogénicas fue 2-4-
D (12.5 uM) y Cinetina (0.75 uM), mientras que la combinacién con mejores resultados
en la regeneracion de estructuras como globular y corazon, fue 2-4-D (4.53 uM) y BAP
(17.76 pM). Para determinar el contenido de ADN en las plantas regeneradas, se
establecio un protocolo para la extraccidon y analisis de nucleos por Citometria de Flujo
(CMF). En primer lugar, se caracteriz6 el tamafio de genoma de los parentales con los
gue se hicieron los injertos, se obtuvieron valores de 2.56 a 3.16 picogramos (pg) y se
realizd un analisis estadistico LSD para establecer la variabilidad genética entre
cultivares de C. arabica. El tamafio de genoma de las plantas regeneradas se observé

en un intervalo de 2.26 a 5.69 pg.
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Abstract

The genus Coffea it is constituted of more than 100 species, all diploids and allogamas
with the exception of Coffea arabica, which is the most widely used plant in the world
due to its agronomic characteristics, as well as the quality of the beverage produced
with its seed. However, the low genetic diversity of C. arabica causes it to be
susceptible to pests and diseases. So it is necesary to generate coffee plants resistant
to different types of biotic stress. The increase in coffee ploidy is a tool that could allow
obtaining varieties with a greater number of chromosomes as well as new resistance
genes. A novel way to obtain plants with higher DNA content is by Horizontal Gene
Transfer (THG). Recent studies have shown that the movement of genetic material
between two or more sexually incompatible organisms favors the formation of new
species with greater genetic variability. The objective of this work was to obtain coffee
plants with a higher DNA content. More than 200 different grafts were carried out, using
19 cultivars of C. arabica and one of C. canephora as parentals. Subsequently, the
area of each graft was regenerated by tissue culture, 36 combinations of growth
regulators (cytokinins and auxins) were tested at different concentrations. According to
the statistical analysis (two-way Anova and student's t-test), the combination that had
the best regeneration response was TDZ (9.16 uM) and NAA (2.86 uM). Likewise, a
somatic embryogenesis (ES) system was established with the purpose of obtaining
complete plants (with aerial part and root part), the combination of growth regulators
that allowed the best induction of pre-embryogenic structures was 2-4- D (12.5 pM) and
Kinetin (0.75 pM), while, the best results in the regeneration of globular and heart,
structrues was 2-4-D (4.53 uM) and BAP (17.76 uM) combination. To determine the
DNA content in the regenerated plants, a protocol was established for the extraction
and analysis of nuclei by Flow Cytometry (CMF). First, the genome size of the parents
with which the grafts were made was characterized, values of 2.56 to 3.16 picograms
(pg) were obtained and an LSD statistical analysis was performed to establish genetic
variability between cultivars of C. arabica. The genome size of the regenerated plants

was observed in a range of 2.26 to 5.69 pg.
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1. Marco teérico

1.1 El género Coffea

El café pertenece a la familia Rubiaceae, conformada por cerca de 400 géneros y 5,000
especies, principalmente arboles o arbustos (Guzzo et al., 2009). El género Coffea es
el Unico de atractivo economico dentro de esta familia, por lo que actualmente hay un
abundante trabajo taxonomico del mismo. Estos estudios engloban a las especies de
Coffea de mayor interés para el mejoramiento genético en la seccion Eucoffea,
subseccion Erythrocoffea, donde estan contenidas C. arabica, C. canepahora, C.
congensis y C. eugenioides (Davis et al., 2005; Bremer & Eriksson, 2009). El café es
una planta perenne con 2x=22 cromosomas para las especies diploides y 2x=44 para
la especie tetraploide C. arabica, especie alopoliploide formado por la hibridacion entre
dos especies diploides cercanas: C. eugenioides y C. canephora (Lashermes et al.,

1999).

En las areas cultivadas con café en el mundo, C. ardbica y C. canephora sobresalen
por el valor comercial de sus granos. En México se cultivan principalmente C. ardbica
por las caracteristicas organolépticas de la bebida, mientras que C. canephora se
utiliza para la elaboracién de cafés solubles y su adaptacién a zonas de altitud baja

(Lopez-Morgado et al., 2013)

Las especies de café se distribuyen a lo largo de la region tropical de Africa Central,
particularmente en Madagascar y sus alrededores; algunas especies también estan
presentes en la India. Las poblaciones silvestres de café se encuentran conservadas

en condiciones ex situ en diversos bancos genéticos. Todas ellas favorecen una fuente
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importante de variabilidad genética para la generacién de variedades de café con

buenas caracteristicas agronémicas (Lashermes et al., 1997).

1.2 Consumo mundial de café

El grano del café es uno de los productos o “commodities” de mayor valor comercial
en el mundo, siendo el café el segundo producto mas comercializado después del
petréleo (Eskes & Leroy, 2004). México exporta alrededor del 64.4% de la produccion
nacional de café, de la cual el 63.14% se envia a los Estados Unidos de América, el

cual es el mayor consumidor en el mundo (Hernandez et al., 2011).

1.3 El café en México

La caficultura es una actividad muy importante en nuestro pais, ya que permite la
generacion de divisas y empleos. Entre los 10 paises principales productores de café,
Brasil es el principal pais productor de este grano con aproximadamente 47.2 millones
de sacos de 60 kg. Vietnam se encuentra como segundo productor de este grano con
el cultivo principalmente de café robusta, con una cosecha de aproximadamente 18.7

millones de sacos de 60 kg (ICO, 2018).

El café es cultivado en 10.2 millones de hectareas por 25 millones de productores en
50 paises. El 75 % de los cafetales son pequeiias fincas que van desde 1 hasta 10
hectareas, manipuladas principalmente mediante mano de obra familiar (Lopez-
Morgado et al., 2013). Cerca de 34% de la produccion mundial del grano de café, y 30

% de la superficie cultivada, se localiza en Latinoamérica (Ramirez, 2014).



1.4 Produccién de café en México.

Los cafetales se instauraron basicamente en las cadenas montafiosas del centro y sur
del pais, en terrenos con pendientes de suaves a muy profundas, y bajo la cubierta de
diversos arboles. Hoy en dia, se identifican cuatro grandes macro regiones con
peculiaridades y condiciones agroecoldgicas ajustadas para el cultivo, Principalmente
estas regiones estan localizadas en 12 estados del pais (figura 1). Asimismo, existe
café cultivado en el Estado de México, Michoacan y Morelos, entre otros (Lépez-

Morgado et al., 2013).
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Figura 1. Produccion de café en México. Principales cuatro macro regiones del pais

en donde se cultiva café.



1.5 Etapas en el desarrollo del café

En el cafeto se reconocen dos etapas: la etapa pre-productiva, que va desde la
germinacion de la semilla hasta la finalizacion del periodo juvenil, y se delimita por la
imposibilidad del cafeto para florecer; regularmente tiene una duracion de tres a cuatro
afios (Ramirez, 2014), y la etapa de madurez, en donde el cafeto tiene la capacidad
fisiologica de producir flores y frutos; este periodo dura aproximadamente ocho afos.
En ambas etapas, el crecimiento vegetativo es continuo (Farah & Dos santos 2015),
ademas, puede considerarse como una tercera etapa, el final de la capacidad de
produccion, seguido de la muerte de la planta. No obstante, el manejo del cafetal en la
etapa productiva puede determinar la vida atil de la plantacion. En la figura 2 se

muestran las diferentes etapas de crecimiento y desarrollo del cafeto.

b)

Figura 2. Etapas de crecimiento y desarrollo del cafeto en su ciclo de vida. a) etapa

de crecimiento b) etapa productiva.



1.5.1 Crecimiento y desarrollo del café

El café es un arbusto de crecimiento continuo, el tallo crece en altura, y las ramas, a
partir del eje central, hasta los lados. Las ramas laterales denominadas primarias,
empiezan a aparecer en la plantula del sexto al décimo par de hojas, cuya insercion al
tallo principal define los nudos y entrenudos del eje central cuyo resultado son arbustos
de forma mas o menos piramidal o conica (Davis et al., 2005). El crecimiento vertical
u ortotrépico abarca el tallo principal o eje central, brotes verticales y brotes laterales,
este crecimiento define la altura de la planta conforme a las caracteristicas del cultivar,
llegando a presentar ramificaciones solo si se suprime la dominancia apical, a fin de
estimular la formacién de un mayor niamero de ejes ortotrépicos (Eskes & Leroy, 2004).
En la figura 3 se observan las principales caracteristicas de la morfologia del cafeto y
las estructuras botanicas del desarrollo vegetal, haciendo énfasis en la estructura
anatomica de yemas seriadas y yemas de cabeza de serie como origen del crecimiento

tanto horizontal como vertical.
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Figura 3. Representacion esquematica de las yemas axilares del cafeto (modificado

de Lopez-Morgado et al., 2013).



1.5.2 Formacion y crecimiento del fruto

Existen tres procesos principales en la formacion del fruto de café: creacion, desarrollo,
y maduracion. La formacién del fruto se inicia con la polinizacion del ovario y la
fecundacion del 6vulo; ordinariamente se alcanza un grado de autofecundacion por
arriba del 94% (Davis et al, 2005). La manifestacion de temperaturas
congruentemente altas, déficit hidrico y el exceso de lluvia, inducen anormalidades a
la flor, ocasionando que ésta permanezca verde o atrofiada, ocasionando que la
polinizacion no se lleve a cabo. El crecimiento de los frutos después de la fecundacion
dura cerca de seis meses, con poca ganancia en peso y volumen (Eskes & Leroy,

2004).

El desarrollo del fruto consiste en dos periodos; en el primero hay un crecimiento rapido
en volumen y peso seco del fruto y consigue un contenido de humedad del 80 al 84%.
Los espacios donde se formaran las semillas se expanden a su tamafio definitivo,
llenandose de un liquido lechoso que formara el endospermo; asimismo se da el
crecimiento y lignificacién del endocarpio (pergamino), lo cual delimita la dimension
que va a tener el grano (Davis et al., 2006; Farah et al., 2014). El segundo periodo en
el desarrollo del fruto se origina posterior a cuatro meses de la fecundacién; en este
periodo el crecimiento exterior es paulatino y sucede el llenado del grano, lo cual

provoca un alto requerimiento de asimilados y nutrientes (figura 4) (Farah et al., 2014).
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Figura 4. Curva de crecimiento promedio del fruto de café (Modificado de Lopez-

Morgado et al., 2013).

1.6 Base genética del café cultivado en América

C. arabica se caracteriza por su baja diversidad genética, la cual se atribuido a que es
una especie autbgama, con un 90% de autopolinizacién, asi como al proceso evolutivo
de las especies. Otra razén de la variabilidad baja en C. arabica es la combinacién de
genes muy restringida de la especie, ya que la mayoria de los huertos de café en el
continente americano se han plantado con materiales provenientes de semillas
obtenidas de unos cuantos individuos de C. arabica cv. Typica (Fischersworring &

Robkamp, 2001).



1.6.1 Principales cultivares de café en México

La caficultura mexicana ha utilizado ampliamente el cultivar Typica por mas de 200
afos, este cultivar se ha adaptado a diferentes condiciones ambientales, exponiendo
capacidad de vida productiva. No obstante, se considera de rendimiento bajo y de
alternancia alta entre cosechas. La sustitucion del cultivar Typica empezoé en la década
de los 50, del siglo pasado; este sucedio con la introduccion de los cultivares de porte
alto Bourbon y Mundo Novo; después, cobré importancia la introduccion de cultivares

de bajo porte como Caturra en los 60 y Catuai en los 80 (L6pez-Morgado et al., 2013).

El proceso de introducciéon y expansion del nuevo material genético, a base de otros
cultivares comerciales, desde mas de medio siglo, ha sido diferente por regiones y
tipos de productores. Conforme con los cultivares disponibles en México, a
continuacion, se describen los cultivares mas utilizados por los caficultores del pais

(Hernandez et al., 2011).

Bourbon: Se considera como una mutacién del subtipo Typica. De Bourbdn se han
derivado otros cultivares como Caturra. En los afios 70 el 38% de los productores la
cultivaban. Se adapta mejor a latitudes de 1,000 m o mas; es susceptible al viento,

tolera la insolacion y es susceptible a roya (ICO, 2018).



Mundo Novo: Es una cruza o hibrido natural entre Bourbén y Sumatra, siendo esta
tltima una seleccion dentro de progenies de Typica. El cultivar Mundo Novo se
encuentra en la mayor parte de las regiones cafetaleras, ya que presenta rusticidad
alta y vigor prominente, aunque su manejo es mas dificil debido precisamente a su
porte tan alto, apartada en particular a zonas bajas, con tolerancia a sequia, pero
susceptible a roya. Se asemeja al cultivar Bourbén, sin embargo, algunas selecciones
presentan brotes bronceados. Tiene tendencia a emitir hijuelos en la base del tallo. Y
presenta porcentaje alto de frutos vanos; sin embargo, algunas selecciones en México
como Mundo Novo 23, 25, 26, 28, 254 y 443 presentan valores bajos (2.5 a 4.5%)

(Hernandez et al., 2011).

Caturra: Su nombre significa pequefio en guarani. Es una mutacién de Bourbdn que
se dio en Brasil, mas precoz y productiva que cualquier tipo de Bourboén y Typica, lo
cual conlleva a un mayor manejo agronémico, sobre todo fertilizacién y podas. De porte
bajo, con ramas secundarias abundantes, entrenudos cortos y estructura compacta,
debido a un mayor nimero de inflorescencias por axila y mas flores por inflorescencia,
presenta rendimientos altos. Similar a Bourbdn tanto en frutos como en semillas

(L6pez-Morgado et al., 2013).

Pacamara: Se origin0 en un cruce controlado, hecho en El Salvador, entre Pacas y
Maragogipe, a fin de obtener plantas de porte intermedio y grano grande. Pacamara
no es un cultivar estable, y todavia se encuentran plantas segregantes, distintas al tipo
original de planta seleccionada, sobretodo en el tamafio de la planta, color de los brotes

jovenes, rendimiento y tamafio del grano (Lépez-Morgado et al., 2013).



Catuai: Significa muy bueno en guarani. Se originé de la cruza Mundo Novo x Caturra,
y fue liberado en Brasil en 1964. Es de porte bajo muy parecido a Caturra, produce
bandolas abundantemente, con ramas secundarias, por lo que su crecimiento lateral
es importante. Muestra mayores rendimientos que Caturra y se acopla bien a zonas

por debajo de los 1,000 m de altitud (ICO, 2018).

Garnica: Esta formada por generaciones avanzadas de la cruza entre Mundo Novo y
Caturra, es el primer hibrido de café originado en México, por el ya desaparecido
INMECAFE en el Campo Experimental Garnica, en Xalapa, Veracruz. Se constituye
de 18 selecciones, es de produccion alta y vigor excepcional. La planta tiene forma
piramidal alargada, intermedia entre Mundo Novo y Caturra. Su tallo presenta
entrenudos de tamafio medio; las ramas son largas, con ramificacibnes abundantes

(Hernandez et al., 2011).

Garena: Es una mutacion del cultivar Garnica, encontrada en Xicotepec de Juérez,
Puebla. Es similar a Garnica, pero con un porte mucho mas pequefo. Las plantas no
superan 1.2 m de altura. Su tamafo la hace apta para establecerla en superficies
pequefias, sobretodo en huertos familiares, ya que permite su asociacion con arboles

frutales (ICO, 2018).

Pluma Hidalgo: Es un cultivar de Typica bastante adaptado a las condiciones
ambientales de Pluma Hidalgo, Oaxaca México. De acuerdo con Lépez-Morgado et al.
(2013), diversos autores describen a Mundo Novo y Typica como genotipos de
importancia notable en México, el primero por la produccion de superficie cultivada que

ocupa, y el segundo por sus cualidades organolépticas Lopez-Morgado et al., 2013.
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Geisha: es un cultivar originario de Etiopia, identificada dentro del subtipo Typica, y
una de los cultivares de porte alto mas exclusivas, ya que su grano se cataloga como
uno de los mas exoticos, y es altamente cotizado por su calidad; se le han encontrado
sabores con toques de mandarina, esencia de nueces, mora, mango maduro y canela.
Su aroma a jazmin y toda clase de flores, hacen de este cultivar un referente para

calidad a la taza en aspectos de catacion de café (ICO, 2018).

Maragogipe: otro cultivar de interés dentro de los portes altos es originada de una
mutacion de Typica en Bahia, Brasil. Normalmente los frutos de Maragogipe son
notablemente grandes, por lo que su grano se describe como una forma gigante del
grano de café de Typica; sin embargo, es poco productiva (Lépez-Morgado et al.,

2013).

Pacas: este cultivar se formo en el Salvador a partir de una mutacion de Bourbon; es
de entrenudos cortos y ramificaciones méas uniforme y compacta que Caturra. Proviene

de la cruza Maragogipe x Caturra (Lépez-Morgado et al., 2013).

Villa Sarchi: o Villalobos (mutacion de Bourbén), encontrada en Costa Rica, tiene un
sistema radical abundante y apariencia compacta, es vigorosa y de rendimiento alto,
si bien semejante a Caturra y a Pacas, sus granos son de tamafio menor comparados

con los Caturra y proviene de la cruza Maragogipe x Caturra (ICO, 2018).
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Las introducciones del Hibrido de Timor tienen origen en el Centro de Investigacion de
la Roya del Café (CIFC, por sus siglas en portugués) en Oeiras, Portugal, Este centro
tiene varios clones provenientes de tres recolecciones en el lugar del hibrido,
realizadas en los afios de 1955, 1960 y 1969; estos clones estan identificados como
CIFC-1343, CIFC-833 Y CIFC-2252, respectivamente (Pereira et al., 2008). Asi, a
través de cruzamientos controlados entre el hibrido de timor y otros cultivares
comerciales, se han generado progenies que han dado origen a hibridos. Al cruzar el
hibrido de timor con Caturra, Villa Sarchi y Catuai se originaron los Catimores,
Sarchimores y Cavimores, respectivamente (Capucho et al., 2012), los cuales poseen

caracteristicas agronémicas importantes (Silva et al., 2018)

ICATU: una cruza artificial entre C. arabica y C. canephora cv. Robusta. ICATU se
logro a través de la duplicacion de los 22 cromosomas del cultivar Robusta, mediante
el uso de colchicina, para hacerlo compatible con C. ardbica cv. Mundo Novo de 44

cromosomas (Eskes et al., 1990).

Oro Azteca: Su principal caracteristica es su resistencia a la roya anaranjada. La
primera accién fue la introducciéon de lineas avanzadas portadoras de genes
resistentes a la enfermedad. Posteriormente, durante 14 afos se caracterizaron,
seleccionaron y realizaron las pruebas de adaptacion en Chiapas, Veracruz, Puebla y
Oaxaca para obtener el nuevo cultivar (Lopez-Morgado et al., 2013). El cultivar Oro
Azteca es el resultado de la cruza Caturra Rojo x Hibrido de Timor; el cultivar caturra
le confiere caracteristicas de porte bajo y rendimiento alto, mientras que el Hibrido de
Timor le otorga la resistencia a H. vastatrix. Este cruzamiento fue efectuado en el

estado de Chiapas en el afio 1995 (Lopez-Morgado et al., 2013).
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Colombia: Este cultivar surgié en el pais de Colombia ante la ausencia de la
resistencia a H. vastatrix, se planeo6 la obtencién de un cultivar con resistencia a la
enfermedad a través de cruzamientos entre plantas que complementan sus atributos
agronémicos y la resistencia genética a roya. Los progenitores seleccionados fueron
el cultivar Caturra de C. arabica, y el Hibrido de Timor (CIFC 1343). La resistencia a la
roya esta vigente, luego de 20 afios en presencia de la enfermedad, gracias a la
diversidad genética existente en la misma, y al uso conjunto de las resistencias
completa e incompleta, mecanismo analogo al observado en las plantaciones del

Hibrido de Timor (CENICAFE, 2015).

Costa Rica : Es resultado de la hibridacion artificial entre Caturra rojo (Caturra rojo
cafeto CIFC 19/1 x Hibrido de Timor cafeto 832/1), realizada por el CIFC en 1959. Se
realizé la seleccion de los mejores individuos que conformaron las lineas mas
sobresalientes, para posteriormente evaluarse en diversas regiones cafetaleras de
Costa Rica. Los resultados de estas evaluaciones mostraron en promedio, una
superioridad en rendimiento de 18.2% respecto a Catuai, la cual fue considerada en

los ensayos regionales como cultivar testigo (CENICAFE, 2015).

IAPAR 59: El cultivar IAPAR-59 muestra rendimientos altos, prevaleciendo en algunas
veces a los cultivares comerciales regionales. Tiene buenas caracteristicas de grano
y respuesta ajustada a la poda. Es adaptable en altitudes mayores a 800 m. De porte
bajo, vigorosa, brotes color bronceado oscuro. La precocidad es alta, con marcada

bianualidad en la produccion (ICO, 2018)
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El fruto es rojo y la maduracién es de temprana a intermedia. Expresa resistencia a la
roya del cafeto; No obstante, es susceptible a otras enfermedades y plagas como 0jo
de gallo, broca del fruto y nematodos (Lopez-Morgado et al., 2013).Cabe mencionar
que en Costa Rica se ha generado una polémica en torno a la calidad organoléptica

de este cultivar.

De estos hibridos se han liberado gran parte de los cultivares resistentes a la roya en
Latinoamérica. De tal manera, que cuando la roya se detecté en Colombia en 1983,
este pais ya contaba con el cultivar Colombia, resistente a la enfermedad, liberada en
1982 (Hernandez et al., 2011). En la figura 5 se esquematiza el proceso de obtencion

de cultivares de café resistentes a roya.

{ Isla de Timor Costa de Marfil Brasil
\ Hibrido de Timor Arabusta Seteccion Hibrida
1 Hibndo natarsd Hibride artificiol Mutacidn artificial
T
/
4 f.;~.’¢(.«, /
artaficial — Oro Azteca

/7
i - Costa Rica 95

|— Lempira
- Catrenic
3212 Cruce
anificial Villa Sarchi
X /

lapar
Catimores:
— Limani
Colombia
Tabi
Castio

Figura 5. Principales cultivares de café con resistencia a roya (L6pez-Morgado et al.,

2013).
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1.7 Plagas y enfermedades del café

El cultivo del cafeto es atacado por varios cientos de insectos alrededor del mundo, sin
embargo, unos cuantos insectos pueden ocasionan pérdidas que ameriten su control;

incluso, solo unos pocos son considerados plagas globales del cultivo (Barrera, 2008).

Las enfermedades mas frecuentes en el café son causadas principalmente por
hongos. Ocasionan sintomas locales o generales en sus hospedantes y pueden
desarrollar sintomas separadamente en cada uno de ellos, En general los hongos
causan necrosis en los tejidos de las plantas, asi como caida de hojas, lesiones a

frutos, muerte de ramas, y pudricion de raices (Jones & Dangl, 2006).

1.7.1 Roya del café (Hemileia vastatrix.)

La roya de la hoja del café es la enfermedad méas importante de este cultivo, su primer
registro se hizo en Africa Oriental en 1861, y en 1869 fue descubierta en Sri Lanka
donde causo epidemias devastadoras, propagandose rapidamente a plantaciones de
India, Java y Filipinas, también con epidemias, en 1970 llego a Brasil, donde se
encontrd por primera vez en el estado de Bahia; de alli se propago a toda Sudamérica
y Centroamérica, hasta alcanzar todas las zonas cafetaleras de América Latina

(Kilambo et al., 2013).

La roya anaranjada del cafeto se detecto por primera vez en México en el ejido Felipe
Carrillo Puerto, entre los limites de los municipios de Tuxtla Chico y Tapachula en el
estado de Chiapas, el dia 11 de julio de 1981. En la actualidad, la roya es un

fitopatdgeno presente en todas las regiones del mundo donde se produce café, con
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excepcion de Hawai (Gonzélez et al., 2013). El agente causal es el hongo Hemileia
vastatrix, perteneciente a la clase Basidiomycetes, orden Uredinales y familia

Pucciniaceae (Silva et al., 1999).

Este hongo es un parésito obligado, ya que sélo puede crecer en los tejidos vivos de
la planta de café (APS, 2019), donde basicamente forma un tipo de esporas llamadas
uredosporas (Avelino, 2004), las cuales son esporas unicelulares, asimétricas y
angostas (Figura 6). La parte mas redondeada esta densamente con espinas erectas,
el otro lado plano o céncavo y normalmente liso, nacen en grupos sobre un pedicelo;
teliosporas unicelulares ovales redondeadas y con una pequefia prominencia en el
apice con poca o nada de espinas. Hemileia significa Hemi = mitad y Leios = lisa (APS,

2019).

Figura 6. Microscopia electrénica de barrido de uredosporas de Hemileia vastatrix

(bar= 10 pm) (Liberato & Silva, 2006).
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Las esporas germinan en presencia de agua y luego penetran al tejido foliar por a
través de los estomas de las hojas donde se da el proceso de patogénesis (Figura 7)

(Staples, 2000).
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Figura 7. Ciclo de la enfermedad del café causada por Hemileia Vastatrix (modificado

de Staples et al., 2000).

La cantidad de in6culo residual (hojas con roya) presente en las épocas de mayor
formacion de follaje y de frutos, determinan la tasa de crecimiento de la epidemia y su
severidad (Silva et al., 1999). Los sintomas empiezan con pequefios puntos de
manchas redondas, de 1 a 3 mm de didmetro, de color amarillo claro en el envés de la
hoja, luego estas manchas o pustulas crecen rapidamente hasta alcanzar unos 2 cm
de diametro (Staples, 2000), cubriéndose de un polvo anaranjado formado por las

esporas del hongo (figura 8).
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Figura 8. Manchas anaranjadas caracteristicas de la roya del café. Panel izquierdo,
esporas del hongo en el envés de la hoja. Panel derecho, acercamiento de las esporas

en la hoja de café.

1.7.2 Razas de H. vastatrix

Actualmente se han descrito méas de 50 razas del hongo, identificAndose 16 de estas
razas (I, 11, I, VII, X, X, XV, XVI, XVII, XXI, XXII, XXIII, XXIV, XXV, XXXI 'y XXXVII)
en América Latina (Capucho et al., 2012). De todas las razas conocidas solo dos de
ellas (VI'y XVIII) son inocuas a C. arabica y a hibridos tetraploides (Cabral et al., 2009)
Asimismo, se ha documentado que existen siete razas del hongo que atacan de menor
manera a especies diploides como C. canephora, aunque estas razas solo se

encuentran en una pequefia region del continente africano (Kilambo et al., 2013).

La raza Il es la de mayor espectro de infeccion y ha sido detectada en mas de 33
regiones de todo el mundo a lo largo de Africa, Asia y América. Su presencia
generalizada se debe probablemente a la homogeneidad genética de la mayoria de

los cultivos de C. arabica prevalentes en el planeta (Cabral et al., 2009).

18



1.7.3 Genes con resistencia aroya

De acuerdo con Eckardt, (2006) la resistencia contra este hongo es conferida por al
menos nueve genes aparentemente independientes llamados SH (desde SH1 a SH9);
de igual manera se conoce que existe la misma cantidad de efectores (V1-V9) en el
hongo. Hoy en dia se conoce que los genes SH3 estan presentes en genotipos de
Coffea liberica, mientras que los genes SH6, SH7, SH8, SH9 (los cuales confieren
resistencia completa a la roya) estan relacionados con Coffea canephora y también
con hibridos interespecificos incluyendo al Hibrido de Timor y sus derivados (Prakash

et al., 2004; Eckardt, 2006; Diola et al., 2011).

Asimismo, los genes SH1, SH2, SH4, SH5 confieren resistencia parcial a la plaga y
estdn presentes en genotipos de Coffea arabica. Sin embargo, actualmente se
conocen mas de 45 razas de Hemileia Vastatrix que evolucionan constantemente, por
lo que Coffea arabica ya no presenta resistencia contra este hongo (Diola et al., 2011;

Kilambo et al., 2013).
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1.8 Manejo integrado del café por medio de propagaciéon asexual

Una alternativa para el manejo de plagas y enfermedades del café es la propagacion
asexual, la cual consiste en la reproduccion de individuos a partir de porciones
vegetativas de las plantas. Esto es posible debido a que los 6rganos vegetativos de
las plantas tienen toda la informacion genética necesaria para regenerar al organismo
completo. Las porciones de tallo tienen la capacidad de formar nuevas raices y las
partes de raiz pueden regenerar un nuevo tallo. Se pueden tener plantas nuevas
partiendo de una sola célula. Las células (cultivadas en medio aséptico) de la médula
de tabaco y de la raiz de zanahoria, han regenerado plantas completas idénticas a

aguellas de donde procedio la célula inicial (Macias, 2001).

El injerto se ha usado ampliamente para mejorar la resistencia a plagas y
enfermedades. Por ejemplo, el injerto puede aliviar el desarrollo de enfermedades
posteriores a la cosecha en el aguacate Hass (Willingham et al.,2001). La antracnosis,
causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides, es la enfermedad postcosecha
mas grave del aguacate. Los portainjertos pueden afectar significativamente la
postcosecha, asi como la resistencia a antracnosis. Investigaciones en pimiento, han
demostrado que los injertos pueden conferir resistencia al tizon, enfermedad fangica
causada por diferentes especies del género Phytophthora (Jang et al., 2012).
Asimismo, un estudio en tomate reveld que los cultivares injertados obtuvieron
mayores rendimientos que los no injertados (Lopez-Perez et al.,, 2006). Resultados
similares se han encontrado en berenjenas (loannou, 2001), pepinos (Gu et al., 2006)

y pimientos (Oka et al., 2004).
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El injerto también puede afectar la tolerancia al estrés abiotico. Experimentos en
tomate cherry demostraron que los injertos tienen una mayor produccion de fruta
(Sanchez-Rodriguez et al.,2012). Varios estudios han demostrado que el estrés salino

en pepino se alivia injertando pepino en portainjertos de Calabaza.

El alivio del estrés salino puede deberse a retrasar la fotoinhibicién, causada por
cambios en el metabolismo del nitrdgeno durante la solubilizaciéon de solutos en la

célula. (Papadakis et al., 2004).

La capacidad de los portainjertos de ciertos arboles frutales para empequerfiecer a sus
injertos ha sido reconocida durante décadas. Una serie de portainjertos se han
desarrollado en manzanas para conferir enanismo y se han realizado analisis con
marcadores genéticos para vincular los rasgos del enanismo (Warschefsky et al.,

2015).

En la siguiente seccion se abordan los aspectos generales de los injertos, asi como de
algunas investigaciones en los que son utilizados con diferente finalidad. Como, por
ejemplo, la transferencia horizontal de genes. Con el objeto de obtener nuevas

variedades de plantas en menor tiempo.
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1.9 Injertos

El injerto se define como una técnica de propagacion asexual que consiste en unir
partes de plantas de tal manera que se liguen y continde su crecimiento como una sola
planta (Wang et al., 2011c). Comunmente consta de la union de dos segmentos; la
parte de la combinacion de injerto que va a constituirse en la parte superior de la nueva
planta se conoce como injerto o pua y aquella que va a formar la porcion baja o la raiz,
se le llama patrén o portainjerto (figura 9). Es importante mencionar que existen
diferentes tipos distintos de injertos de los cuales no todos cumplen estrictamente con

los términos de injerto y porta injerto (Flaishman et al., 2008).

Figura 9. Estructura de un injerto. Constituido por un injerto que posteriormente forma
el sistema aéreo y un portainjerto que forma el sistema radical de la planta (modificado

de Toogood, 1999).

Esta técnica ha sido usada desde hace afios utilizando algunos grupos de plantas,
incluyendo la mayoria de las especies que producen frutas, arboles de bosque,

ornamentales y hortalizas. El injerto tiene diversos objetivos, algunos de ellos son:
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proporcionar robustez a la planta, aceleracion del crecimiento, facilidad de
propagacion, aumentar la productividad o conferir resistencia a estrés biotico y
abidtico. De igual manera, hoy en dia tiene un papel relevante en diferentes tipos de
investigaciones fisiologicas (Corbesier et al., 2007; Buhtz et al., 2010; Wang et al.,

2011b).

1.9.1 Injerto Natural

Ademas de referirse al injerto como una técnica de propagacion asexual,
esporadicamente se observan ramas de arboles que se han unido por injerto de forma
natural después de un periodo largo de haber estado oprimidas sin interrupcion y sin
perturbarlas (Figura 10). También existen injertos de raiz que son comunes entre
raices del mismo arbol o entre raices de arboles de la misma especie (Mudge et al.,

2009).

Figura 10. Injerto natural entre la fusion de tallos de dos é&rboles afuera del
departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del CINVESTAV-Zacatenco.
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1.9.2 Métodos de injerto

De acuerdo con Wang et al. (2017a), existen diferentes tipos de injertos que se usan
en funcion del tamafio y especie de las plantas a injertar. Los injertos pueden ser
clasificados en dos amplias categorias: injertos de madera e injertos de corteza. En
los injertos de madera, la parte mas joven de la madera (albura) se abre o se corta y
el injerto es colocado en contacto cambial con el portainjerto y el injerto es mantenido
por la presion del lefio. En los injertos de corteza la madera no se corta, solamente se
levanta la corteza, permitiendo que las capas de cambium entren en contacto entre
portainjerto e injerto (figura 11). Existen diversos reportes en donde se describe a

detalle los diferentes tipos de injertos que son mas usados en la propagacion de

[
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Figura 11. Principales categorias de injertos. Entre los mas utilizados se encuentran

plantas (Wang et al., 2017a).
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a) injerto de corte; b) injerto hendido, c) injerto de corona, d) injerto de empalme, e)

injerto de lengua, f) injerto de aproximacion (modificado de Wang et al., 2017a).
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1.9.3 Unidn del injerto

Se han llevado a cabo diversos estudios detallados de la cicatrizacion de injerto, en su
mayor parte de las plantas lefiosas. Para llevar a cabo el injerto, se necesita el
establecimiento de contacto intimo de una porcidn considerable de las regiones
cambiales del portainjerto y del injerto bajo condiciones ambientales favorables (Yin et

al., 2012; Garner, 2013).

El nuevo tejido de callo que se origina en la region cambial estad formado por células
turgentes, de pared delgada, que se pueden desecar y morir con facilidad. Para la
produccion de esas células de parénquima es importante que cerca de la region
cambial de la union la humedad se mantenga elevada (Melnyk & Meyerowitz 2017).
Esto explica la necesidad de encerar minuciosamente la union del injerto o de usar
algun otro método para mantener un alto nivel de hidratacién del tejido (Goldschmidt,

2015)

También es importante que la regién de union del injerto se mantenga lo mas posible
libre de organismos patdgenos, asi como las células del parénquima de pared delgada
con la temperatura y la humedad relativamente elevada, proporcionan condiciones
favorables para el desarrollo de hongos y bacterias que son en extremo perjudiciales
a la cicatrizacion exitosa de la union de injerto. El pronto encerado del injerto impide la

infeccion de los cortes (Toogood, 1999; Yin et al., 2012).

Es esencial que los dos componentes originales del injerto se mantengan en contacto

estrecho por algun medio, como envoltura, atadura o clavado, de tal modo que las
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partes no se muevan y se perturbe a las células de parénquima que se estan

entrelazando cuando ha comenzado la proliferacion (Goldschmidt, 2014).

En ocasiones se indica que para el éxito del injerto es necesario hacer coincidir las
capas de cambium, aunque es poco probable que se logre una coincidencia perfecta
de las dos capas de cambium. De hecho, solo se necesita que las regiones cambiales
queden lo bastante cercanas para que puedan entrelazarse las células de parénquima
producidas en esa region tanto por el portainjerto como por el injerto. Es en esta region
del cambium donde la produccion de callo alcanza su mayor nivel. Si dos capas
cambiales no coinciden bien puede retardarse la unién, o si la coincidencia es nula, la

union no llega a formarse (Turnbull et al., 2010)

1.9.4 Produccién y entrelazamiento celular entre injerto y portainjerto

Durante la operacion de injerto, las células cortadas y dafiadas por la navaja de injertar
se vuelven de color pardo y mueren, formando una placa necrética. Se puede
desarrollar peridermo de lesiones y las capas que estan en contacto se vuelven muy
suberizadas. Yin et al., 2012; Melnyk & Meyerowitz 2015a). Debajo de estas células
muertas, en un periodo de uno a siete dias (dependiendo la especie de planta), se
forman células nuevas de parénquima tanto en el portainjerto como en el injerto, en
los radios del floema como en las partes inmaduras del xilema. Las capas cambiales
mismas parece que toman poca o ninguna parte del primer desarrollo del callo (Melnyk,
2017). Al injertar sobre patrones establecidos, el portainjerto produce la mayor parte
del callo. Las células de parénquima que forman la mayor parte del tejido esponjoso

de callo llenan el espacio entre los dos componentes originales del injerto,

26



entrelazandose intimamente y proporcionando cierto sostén mecanico, asi como
permitiendo el paso de una determinada cantidad de nutrientes del portainjerto al

injerto (figura 12) (Garner, 2013).

Peridermo

Corteza

Floema

Cambium vascular

Xilema secundario
Médula

Reparacion de floema y xilema, produccion de
cambium vascular
Cambium
vascular

Figura 12. Esquema longitudinal de la unién del injerto (Hartmann et al., 2010).

1.9.5 Produccién de un nuevo cambium a través del puente de callo

Después de algunas semanas de haberse realizado el injerto, en los bordes de la masa
de callo recién formada, las células de parénquima que estdn en contacto se
diferencian a nuevas células cambiales (Melnyk & Meyerowitz 2015b). Esta formacion
de cambium en la masa de callo sigue mas y mas hacia adentro, alejandose del
cambium original del portainjerto y del injerto. Posteriormente, se desarrolla a través
del puente de callo hasta que se forma una conexion cambial continua entre

portainjerto e injerto (Melnyk, 2017) (Figura 13).
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Figura 13. Seccion transversal de un injerto de tipo hendidura (Hartmann et al., 2010).

1.9.6 Formacion de nuevo floema y xilema a partir del cambium vascular

producido en el puente de callo

En el puente de callo, la envoltura de cambium recién formada comienza a tener
actividad cambial caracteristica, depositando nuevo xilema y nuevo floema al igual que
el cambium vascular original del portainjerto y del injerto (Hartmann et al., 2010; Yin et
al., 2012).En la formacién de nuevos tejidos vasculares que se efectia después de
establecerse la continuidad cambial, se observa que el tipo de células formadas por el
cambium puede estar influido por las células del portainjerto que estan adyacentes al

cambium (Melnyk & Meyerowitz 2015a).

Actualmente existen diferentes herramientas que permiten estudiar la formacion del
sistema vascular en injertos. Algunas de ellas se basan en tinciones con azul de

toluidina, utilizacién de genes reporteros unidos a genes implicados en la respuesta de
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auxinas o citocininas, asi como hibridaciones in situ que permiten ver las divisiones

celulares cerca de la zona del injerto (Melnyk et al., 2015b) (figura 14).

Figura 14. Herramientas empleadas en la biologia de formacion del injerto. Tincién
con azul de toluidina, hibridacion in situ y utilizacion de genes reporteros (GFP) (Melnyk

et al., 2015b).

Cabe mencionar que el nuevo tejido de xilema se origina principalmente de los tejidos
del injerto en comparacién de los del portainjerto. Esto se demuestra por medio del
injerto tipo anillo (en el cual de un arbol joven se remueve un anillo de corteza y se
reemplaza con un anillo de corteza de otro arbol (Goldschmidt, 2014). Hartmann et al.,
(2010) han encontrado que en manzano (variedad Scugog que tiene xilema purpura)
el xilema fue por completo purpura justo debajo del anillo de corteza, en tanto que en

el resto del arbol, el xilema permanecio blanco.
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Esta produccion de nuevo xilema y floema, permite establecer la conexién vascular
ente el injerto y el portainjerto. En condiciones de transpiracion elevada, esto se debe
realizar antes de que haya demasiado crecimiento de hojas nuevas en las yemas del
injerto. De otra manera, las superficies foliares crecientes de las ramas del injerto
tendrdn poca o0 ninguna provision de agua para compensar las pérdidas por

transpiracion y el injerto pronto se seca y muere (Yin et al., 2012).

Sin embargo, en ciertas condiciones en que no llega a formarse la conexion vascular,
puede haber a través de las células de parénquima del callo, suficiente translocacién
que permite la supervivencia. En injertos hechos en orquidea, la pua sobrevivié y
crecieron durante dos afios solo con la unién de parénquima (Toogood, 1999). En el
tabaco y algodén se presenta una secuencia de desarrollo algo diferente, en los
elementos traqueales del xilema de los tubos cribosos del floema, o ambos se forman
directamente por diferenciacion del callo en estos elementos vasculares.
Subsecuentemente se desarrolla una capa de cambium entre los dos elementos
vasculares. Al parecer las células de parénquima que forman el callo, pueden
diferenciarse con relativa facilidad en elementos de tipo traquedial (Hartmann et al.,

2010).

La induccion de tejidos vasculares en el callo, como el que se forma en la cicatrizacion
de unién de injerto, esta bajo el control de materiales que se originan en los puntos de
crecimiento de las ramas, ademas, el estimulo de esos apices de las ramas en la
formacion de xilema puede reemplazarse por concentraciones apropiadas de
hormonas como auxinas, citocininas giberelinas y azucares (Garner, 2013; Golan et

al., 2013; Spiegelman et al., 2015).
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1.9.7 Cicatrizacién del injerto

La cicatrizacion de la unién del injerto puede considerarse como la cicatrizacion de una
herida. Una herida como la que puede presentarse si se parte longitudinalmente la
punta de una rama, se cicatriza con rapidez si las partes cortadas se unen y se atan
estrechamente. La proliferacion de células en la region cambial de ambas partes
produce nuevas células de parénquima, formando tejido de callo (Melnyk & Meyerowitz

2015a)

Si entre las dos partes de la rama partida se interpone una tercera seccién que se ha
cortado en forma tal que un gran niumero de células de su regién del cambium pueden
colocarse en contacto intimo con las células cambiales de las dos porciones partidas,
la proliferacion de células de todas esas areas cambiales pronto conduce a una
completa cicatrizacion, y la porcion extrafia separada queda soldada por completo a
las dos porciones que originalmente se separaron formando una unidad. En lo
esencial, la unién del injerto es una herida cicatrizada en la que se ha quedado

incorporada una porcién adicional de tejido extrafio (Garner, 2013).

Sin embargo, como se ha comentado anteriormente esa porcién de tejido extrafio, el
injerto, no reasumird con éxito su crecimiento a menos que se haya establecido una
conexion vascular que le permita obtener agua y nutrientes. Ademas, el injerto debe
tener una region meristematica terminal, una yema, para que pueda reanudarse el
crecimiento de la ramay que finalmente produzca fotosintato que abastezca al sistema

radical (Toogood, 1999).
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1.9.8 Incompatibilidad en injerto

Uno de los sintomas de incompatibilidad en injertos entre plantas de parentesco lejano,
es la falta completa o un porcentaje muy bajo de uniones exitosas. Sin embargo, los
injertos entre algunas plantas que se saben son incompatibles, inicialmente forman
una unién satisfactoria, aunque a la postre desarrollan sintomas de incompatibilidad,
debido ya sea a una falla de la union o al desarrollo de patrones anormales de

crecimiento (Goldschmidt, 2014).

Aungue la incompatibilidad esta relacionada de manera clara con diferencias genéticas
entre el injerto y portainjerto, los mecanismos por los que se manifiesta en casos
particulares no se han aclarado. Se han propuesto diversas teorias en un intento de
explicar la incompatibilidad, pero las pruebas que las apoyan en general son

inadecuadas y a veces contradictorias (cambios epigenéticos) (Wu et al., 2013).

Uno de los mecanismos posibles es que existen diferencias en las caracteristicas de
crecimiento del injerto y portainjerto, esto es, si se presentan diferencias marcadas en
vigor o en la época de iniciacion o terminacion del ciclo vegetativo de la estacion, se
puede esperar que se presente incompatibilidad. Sin embargo, se han encontrado
combinaciones completamente compatibles en las cuales las diferencias de
crecimiento entre injerto y portainjerto son tan grandes como las que se encuentran en

combinaciones incompatibles (Wu et al., 2013).

32



1.9.9 Tipos de incompatibilidad en injertos

De acuerdo con Toogood (1999), la incompatibilidad de injertos se clasifica
principalmente en dos tipos: (1) incompatibilidad translocada e (2) incompatibilidad
localizada. La mayoria de los casos pueden situarse en uno u otro grupo.
Incompatibilidad translocada: Incluye aquellos casos en que la condicion incompatible
no es superada por la insercion de un injerto intermedio que sea compatible con
ambos, debido aparentemente a que alguna influencia labil puede moverse a través

de él.

Este tipo de incompatibilidad implica degradacién del floema y puede reconocerse por
el desarrollo de una linea o zona necrotica en la corteza. En consecuencia, se presenta
restriccion del movimiento de carbohidratos en la union del injerto, acumulacion arriba
y reduccion abajo. Las combinaciones reciprocas pueden ser compatibles. En las
diversas modalidades de esta categoria, la gama de descomposicion del tejido cortical
puede extenderse desde la falta virtual de unién o la union mecanicamente débil con

tejidos deformados (Toogod, 1999).

Incompatibilidad localizada: Aqui se incluyen combinaciones en las cuales las
reacciones de incompatibilidad aparentemente dependen del contacto mismo entre
portainjerto e injerto. La separacion de los componentes mediante la insercion de un
portainjerto intermedio mutuamente compatible supera las manifestaciones de
incompatibilidad. (Toogod, 1999). En la combinacion incompatible la estructura de la
unién en general tiene debilidad mecanica, estando rota la continuidad del cambium y

de los tejidos vasculares, aunque hay casos en que la union es fuerte y los tejidos se
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unen de modo normal. En ocasiones los sintomas externos se desarrollan con lentitud,
apareciendo en proporcion al grado de perturbacion anatémica que haya en la unién
del injerto. Al final se presenta el agotamiento de las raices, debido a las dificultades

de translocacion a través de la unién del injerto defectuosa (Toogod, 1999).

1.9.10 Limites del injerto

Uno de los requisitos para que tenga éxito una unién de injerto es la fusion de los
tejidos productores de callo que se encuentran cerca de las capas cambiales, en
general los injertos estan limitados a las dicotileddneas en las angiospermas y a las
gimnospermas, las plantas coniferas. Ambos grupos tienen una capa de cambium
vascular que se presenta como un tejido continuo entre el xilema y floema. En las
plantas monocotiledéneas de las angiospermas, que no tienen cambium vascular, el
injerto es mucho mas dificil y el porcentaje de prendimiento mucho méas bajo que en

las dicotiledoneas. (Goldschmidt, 2014).

Hay casos de uniones exitosas entre partes de tallos de monocotiledéneas haciendo
uso de las propiedades meristematicas que tienen los tejidos intercalares (situados en
las bases de los entrenudos), en donde se han logrado injertos exitosos en varias
especies de gramineas, asi como en la orquidea vanilla, una monocotiledénea tropical

de gran tamano (Garner, 2013).

1.9.11 Injerto entre especies de un género

En plantas de diferentes especies, pero del mismo género, la situacion no es clara. En

algunos casos el injerto puede hacerse con éxito y en otros no. Por ejemplo, el injerto
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entre la mayoria de las especies de Citrus tiene éxito y se practica con amplitud en
escala comercial. Las variedades de almendro (Prunus amygdalus), del albaricoquero
(Prunus armeniaca), del ciruelo europeo (Prunus domestica) y del ciruelo japonés
(Prunus salicina) son injertadas comercialmente usando la especie de durazno (Prunus

persica (Bryant, 2006).

Por otra parte, el almendro y el albaricoquero, ambos del mismo género, no se pueden
injertar con éxito entre si. La compatibilidad entre especies puede depender de la clona
especifica o de la planta procedente de la semilla a utilizar. En otro ejemplo, en algunos
cultivares de almendro (que son clonas) se tiene mucho éxito cuando se les injerta
sobre el ciruelo como clon, pero no sucede lo mismo cuando se emplean otros

cultivares (Hartmann et al., 2010).

En algunos casos un injerto interespecifico tiene éxito, pero no la combinacién
reciproca. Por ejemplo, aunque muchas variedades del ciruelo japonés pueden
injertarse con éxito sobre el ciruelo europeo, los injertos de ciruelo europeo sobre

ciruelo japonés no han sido satisfactorios (Hartmann et al., 2010).

1.9.12 Injertos entre Géneros de una familia

Cuando las plantas que se desea injertar son de diferente género, pero de la misma
familia, las probabilidades de que la union tenga éxito son remotas. Se pueden
encontrar casos en que esos injertos han tenido mucho éxito y se usan

comercialmente, pero en general tienden a fallar (Bryant, 2006).
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El naranjo trifoliado (Poncirus trifoliata) se usa en forma comercial como portainjerto
achaparrante para diversas especies del género Citrus. EI membrillero (Cydonia
oblonga) desde hace tiempo se ha usado como portainjerto achaparrante para ciertas
variedades de peral (Pyrus cmmunis). La combinacion opuesta no tiene éxito (Bryant,

2006).

1.9.13 Interacciones moleculares en el injerto

El desarrollo de la union del injerto es un proceso intrincado en el que hay cambios
fisiologicos tales como la regeneracion de organos e incluso se ha reportado

intercambio de material genético entre diferentes células (Stegemann & Bock, 2009).

Si bien los mecanismos moleculares de estos procesos no han sido totalmente
elucidados, indudablemente el uso de injertos en diferentes especies de plantas ha
disminuido considerablemente el progreso de la investigacion en esta area. La reciente
introduccién de la planta modelo Arabidopsis thaliana en el estudio de injertos ha
abierto camino a investigaciones crecidamente avanzadas Yy especificas en

sefalizacion a larga distancia (Bainbridge et al., 2005).

Por ejemplo, el descubrimiento de la proteina FT que induce la floracién en plantas
(Corbesier et al., 2007), el fenomeno de elongacion de tallo (Turnbull et al., 2002),
resistencia a enfermedades (Xia et al., 2004; Thatcher et al., 2009) o silenciamiento
génico post transcripcional por medio de sefales transmisibles de raiz a tallo y de tallo

a raiz (Brosnan et al., 2007; Molnar et al., 2010)
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El transporte a larga distancia de proteinas y ARN en floema, asi como su posible
papel en la sefializacion entre érganos se ha convertido de igual manera en una
importante area de investigacion en los ultimos afios (Golecki et al., 1998; Lough &
Lucas, 2006; Omid et al., 2007; Kalantidis et al., 2008; Harada, 2010; Kehr & Buhtz,

2013; Spiegelman et al., 2013).

De igual manera, el soporte directo del concepto de que las moléculas de ARN circulan
por toda la planta a través del floema, fue proporcionado a través de la caracterizacion
del ARNm de savia de floema de calabaza (Cucurbita maxima). El transporte del
ARNmM de CmNACP en el floema se demostré6 directamente por estudios de
heteroinjertos entre plantas de calabaza y pepino. CmNACP, es miembro de la familia
de genes NAC y se ha demostrado que los genes de esta familia estan invlolucrados

en el desarrollo del meristemo apical (Ruiz-Medrano et al., 1999).

También se ha reportado que algunas proteinas (como chaperonas) que son capaces
de unirse a ARNm como chaperonas durante el transporte desde la zona de
produccion en el parénquima clorofilico hasta los 6rganos de consumo (raices, frutos,
meristemos etc.). Estas proteinas de unibn a ARN pueden facilitar el transporte y
proteger el ARNm de la degradacion. CmPP16, la primera chaperona reportada, fue
detectada en el floema de Cucurbita maxima usando injertos, se demostré que
CmPP16 es transportada junto al ARNm del injerto al (Xoconostle-Cazares et al.,

1999).
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Aunado a esto, Toscano-Morales et al. (2014) demostraron el movimiento a larga
distancia en tabaco de un ARN mensajero (MARN) y de la proteina AtTCTP2,
utilizando heteroinjertos de tabaco (transgénico/WT y WT/transgénico). Los resultados
indicaron que tanto el ARNm de AtTCTP2 como la proteina son capaces de moverse
a larga distancia en ambas direcciones (injerto-portainjerto y portainjerto-injerto),

aunqgue con muy diferente eficiencia (figura 15).
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Figura 15. Movimiento a larga distancia del mMARN y la proteina del gen AtTCTP2. a)
Cuantificacion del movimiento a larga distancia del AtTCTP2-GFP mARN. b) la
proteina AtTCTP2-GFP se mueve a larga distancia en injertos de tabaco (Toscano-

Morales et al., 2014).

Todas estas investigaciones sugieren que el injerto puede tener una significancia
evolutiva. De manera general, en la figura 16 se muestra un esquema del transporte
de las sefiales moleculares que pueden existir en un injerto. La transferencia de genes

en injertos es mencionada en los siguientes parrafos.

38



F 4

Unién del injerto p

ADN
mMARN
sARN

/é& -“?’ Proteina

@ ,."" : 2 Hormona
- (c)

BN Injerto

I Portainjerto

Figura 16. Esquema de sefiales moleculares trasportadas entre injerto y portainjerto.
a) Transferencia horizontal de DNA en la zona del injerto via plasmodesmos. b)
Movimiento de pequefios ARNs (SARN) a través de la unién del injerto a tejidos
distantes y su funcién como sefiales de silenciamiento. ¢) movimiento a larga distancia
de ARN mensajeros (MARN). d) Sefiales hormonales juegan un papel importante en
la interaccion de injerto y portainjerto, los colores representan moléculas de diferentes
tejidos. Azul representa moléculas del injerto, y morado representa moléculas del

portainjerto (Modificado de Wang et al., 2017a).
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1.9.14 Significancia evolutiva de los injertos

El estudio del injerto como un potencial mecanismo evolutivo debe tomar en cuenta la
antigua creencia de que el injerto puede dar lugar a nuevas especies de plantas.
Algunas de las nuevas especies conocidas son atribuidas a quimeras de injertos, las
cuales no son verdaderos hibridos (Hartmann et al., 2010). Se pueden desarrollar
brotes adventicios a partir de la union del injerto; el desarrollo de estos brotes se
produce con frecuencia y un porcentaje considerable de ellos son quimeras estables

(Garner, 2013).

1.9.15 Transferencia horizontal de genes en injertos

Los cambios fenotipicos inducidos en el injerto sugieren que los procesos regulatorios
subyacentes a la comunicacion entre el injerto y portainjerto también envuelven la
transferencia de material genético (Taller et al., 1998; Tsaballa et al., 2013). De hecho,
la transferencia de material genético en el injerto coincide con la hipétesis del “injerto
hibrido de Lysenko”, que sugiere que la hibridacion del injerto tiene propiedades

similares a las de la hibridacién sexual.

Este concepto, que parece ser inconsistente con la genética mendeliana fue
inicialmente rechazado por cientificos occidentales, pero la investigacion en las tltimas
décadas ha proporcionado evidencia de la existencia de hibridacion genética en el
injerto. Pandey (1976) propuso que debido a la ruptura de células en la formacion del
injerto; fragmentos de cromatina pueden migrar a células vecinas a través de

plasmodesmos. Mas tarde, Ohta (1991) proporcioné evidencia de que la cromatina
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puede moverse a través de los haces vasculares del material lignificante, a través de

la unién del injerto, y hacia el punto de crecimiento del portainjerto.

Para demostrar el intercambio de material genético entre células en plantas injertadas,
Stegemann & Bock, (2009) crearon dos lineas transgénicas de tabaco que albergan
diferentes genes marcadores y reporteros en su genoma nuclear y de cloroplasto,
respectivamente. Estas dos lineas fueron injertadas reciprocamente y las regiones del

tallo injertadas fueron expuestas a seleccion de resistencia (figura 17).

Figura 17. Intercambio de material genético entre células de la zona del injerto

(Stegemann & Bock 2009).
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En experimentos posteriores de la expresion del reportero, se descubrio que los genes
de los plastidos se mueven a distancias cortas a través de la union del injerto, lo que
indica que existe transferencia de ADN en la zona del injerto debido a la transferencia

horizontal de genes (THG).

La transferencia horizontal de genes es definida como el movimiento de material
genético entre células que no estan relacionadas entre si por un vinculo de
descendencia directa. La THG tuvo una parte importante en la evolucion del genoma
eucariota (Bock, 2010; Stegemann et al., 2012). Para investigar si grandes fragmentos
de ADN u organelos enteros estan involucrados en la transferencia de genes,
Stegemann et al. (2012) generaron otras tres lineas de tabaco que se injertaron
reciprocamente ( una linea transplastémica N. tabacum, y dos lineas transgénicas: N.
glauca y N. benthamiana). Después, secuenciaron dos regiones polimorficas distantes
de las regiones transgénicas en los plastidos y descubrieron que no hubo
recombinacién del genoma entre injerto y portainjerto. Este hallazgo indicé que todo el

genoma de los plastidos viaja a través de la union del injerto (Stegemann et al., 2012).

De igual manera, Fuentes et al. (2014) demostraron la transferencia completa del
genoma nuclear en dos especies sexualmente incompatibles de Nicotiana. Estos
autores realizaron injertos con, N. tabacum y N. glauca, obteniendo una nueva especie
por medio de cultivo de tejidos, la cual llamaron tentativamente con el nombre de

Nicotiana tabauca.
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El andlisis de cariotipo revelo el estatus poliploide de esta nueva especie, ya que posee
72 cromosomas, es decir la suma del conjunto de cromosomas de sus progenitores.
Asi mismo, el fenotipo vegetativo de N. tabauca mostré6 mayor altura en comparacion
a sus progenitores y mayor pigmentacion en las hojas en comparacién a N. glauca. De
igual manera, se corrobor6 el estatus poliploide por medio de citometria de flujo,
indicando que el tamafio del genoma de N. tabauca es igual a la suma del tamafio de

los genomas de sus progenitores (figura 18).
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Figura 18. Transferencia Horizontal de genes en dos especies incompatibles de
Nicotiana, las plantas regeneradas de la zona del injerto contienen mayor nimero de
cromosomas, asi como un fenotipo diferente al de los parentales con los que se hizo

el injerto (modificado de Fuentes et al., 2014).
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Los recientes hallazgos sugieren que los injertos pueden tener un papel activo en la
evolucion y especiacion de plantas. Sin embargo, se necesitan méas estudios con otras
especies. Es dificil en la actualidad estimar la contribucion real de este camino asexual

en la evolucién de las plantas.

Aunque aparentemente depende de una secuencia de eventos, esta via asexual
podria haber sido utilizada por las plantas como un mecanismo de supervivencia en
condiciones extremas de presion selectiva (Hare, 2014). Es importante mencionar que
estos estudios muestran una alternativa viable y novedosa para producir nuevas

especies de Coffea poliploides con resistencia a diferentes plagas y enfermedades

La poliploidizacion se considera regularmente como una herramienta importante para
la generacion de germoplasma y el mejoramiento en diferentes especies de plantas.
La induccion de la poliploidia se ha aplicado con éxito en vegetales, plantas
ornamentales y medicinales, con el propdésito de obtener plantas con nuevas
caracteristicas agronémicas. Este procedimiento ha proporcionado plantas sin
semillas, frutos y flores significativamente mas grandes, flores de mayor duracion, asi
como mayor resistencia a las plagas y tolerancia al estrés fisico (Predieri, 2001)
aunque estos efectos pueden variar segun la especie, el grado de heterocigosidad y

el nivel de ploidia (Soltis et al., 1999).
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1.10 Poliploidia en plantas

La poliploidia es un fendmeno intrigante en las plantas que ha proporcionado un
importante camino para la evolucion y la especiacion. Aungue se descubrio el primer
poliploide hace mas de un siglo, las implicaciones genéticas y evolutivas de la
poliploidia siguen conociéndose. (Ramsey & Schemske, 2002). En un nivel mas
practico, hay muchas oportunidades para utilizar la poliploidia como una herramienta

valiosa en los programas de fitomejoramiento.

Un poliploide es un organismo que contiene mas de dos conjuntos completos de
cromosomas (Chen, 2010), en las plantas, la poliploidia ocurre naturalmente y es muy
comun. El término "ploidia" o "nivel de ploidia" se refiere al nimero de juegos
completos de cromosomas y esta anotado por una "x" (Chen, 2010). Un individuo con
dos conjuntos de cromosomas se conoce como diploide (2x), tres conjuntos serian un
triploide (3x), y asi sucesivamente con tetraploide (4x), pentaploide (5x), hexaploide
(6x), etc. Es importante identificar la diferencia al referirse al nimero reducido de
cromosomas que se encontraria en una célula después de la meiosis (denotado como

“n”) (Mable, 2004). Asi, por ejemplo, C. arabica se presentaria como 2n = 4x = 44.

La poliploidia puede surgir naturalmente de diferentes maneras. En algunos casos,
puede ocurrir una mutacion somatica debido a una interrupcion en la mitosis,
resultando en una duplicacibn de los cromosomas en una célula o células

meristematicas, dando lugar a un brote poliploide (Washburn & Birchler 2014).
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Los poliploides también pueden resultar de la unién de gametos no reducidos: que no
se han sometido a meiosis normal y todavia tienen una constitucién 2n (Tayalé &

Parisod 2013). La clasificacion general de los poliploides es mostrada en la figura 19.
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Figura 19. Vias naturales para la formacion de poliploides (Tayalé & Parisod, 2013).

Si un tetraploide surge de la duplicacion espontanea en un brote o de la unién de
gametos no reducidos de dos individuos diploides estrechamente relacionados (por
ejemplo, la misma especie), tendra cuatro versiones similares (homdélogas) de cada
cromosoma. A pesar de los diferentes origenes, ambos poliploides se comportan de
manera similar en la reproduccion y a menudo se los conoce como autotetraploides (o
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tetraploides polisémicos) (Ramsey & Schemske, 2002). Los autopoliploides pueden o
no ser fértiles, la infertilidad puede surgir en los autopoliploides debido al hecho de que
hay més de dos cromosomas homologos (Chen, 2010). La presencia de multiples
cromosomas homologos a menudo da como resultado un emparejamiento ilegitimo
entre multiples cromosomas, cromosomas no apareados y gametos con nameros de

cromosomas desequilibrados (aneuploides) (Moore, 2002).

Los alopoliploides se obtienen después de la hibridacion entre especies divergentes y
la poliploidizacion posterior, por lo tanto, combina dos genomas distintos (Lashermes
et al., 2014). Al igual que los organismos autopoliploides, los alopoliploides pueden ser
inducidos por dos mecanismos: poliploidizacién mitética, que se basa en la duplicacion
de tejidos somaticos, y poliploidizacién meiédtica, que genera 2n gametos (Chen, 2010;

Lashermes et al., 2014).

Dado que los gametos 2n pueden usarse inmediatamente en experimentos de cruce,
la poliploidizacion meiética puede reducir el proceso de reproduccion en una
generacion, ademas, los gametos 2n mejoran la variacion genética en la progenie
(Moore, 2002). Muchas flores y frutas propagadas vegetativamente, asi como
diferentes cultivos agricolas son alopoliploides (Tayalé & Parisod, 2013). Dado que la
poliploidia natural no existe en todos los géneros y debido a los interesantes efectos
obtenidos por la poliploidizacion, los poliploides de varios cultivos econémicamente
importantes han sido inducidos artificialmente en las tltimas décadas (Mable, 2004;

Osborn et al., 2003).
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1.10.1 Cambios en el genoma después de la poliploidizacion

Se ha reportado que en diferentes poliploides del género Brassica, Nicotiana,
Tragopogon o Triticum, existen eventos de reestructuracion del genoma como la
perdida de secuencias en el ADN, la amplificacion o reduccion de secuencias
repetitivas, asi como la redistribucion cromosodmica que implica delecion, insercion,
inversion y translocacion de segmentos de cromosomas (Oskan et al., 2001; Leitch et
al., 2008; Lysak et al., 2008; Braszewska-Zalewska et al., 2009; Tayalé & Parisod,
2013) Asimismo, existen ejemplos de cambios estructurales limitados en géneros

como Gossypium o Spartina (Salmon et al., 2005; Konan et al., 2007).

La pérdida de secuencias de ADN es comun después de la poliploidizacion y la
reduccion de tamarfio del genoma parece ser una respuesta general tanto para auto y
alopoliploides (Eilam et al., 2009; Yang et al., 2011). Sin embargo, algunos estudios
han informado que no hubo pérdida de secuencias ADN (Ozkan et al., 2006; Mestiri et
al., 2010; Zhao et al., 2010) o expansién del genoma (Leitch et al., 2008). En la figura
20 se muestra un esquema general de los principales cambios en el genoma durante

la poliploidizacion.
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Figura 20. Cambios en el genoma después de la poliploidizacion de plantas. Los
efectos aditivos se refieren a cambios en la dosificacion de genes y el nivel de
heterocigosidad en poliploides en comparacion con plantas de menor nivel de ploidia.
Los poliploides generalmente muestran cambios no aditivos (es decir, reorganizacion
del genoma) incluyendo reestructuraciones y modificaciones funcionales. Los genes
duplicados pueden seguir una sub- funcionalizacion o neo-funcionalizacion. La
reestructuracion del genoma puede involucrar reordenamientos de cromosomas,
pérdida y amplificacion de secuencias repetitivas. Algunos cambios funcionales
pueden ocurrir sin modificacién de la secuencia de nucleétidos a través de la metilacion
y el remodelamiento de la cromatina. Los elementos transponibles juegan un papel
importante durante la reorganizacion del genoma, induciendo la restructuracion y

cambios epigenéticos (modificado de Tayalé & Parisod, 2013).
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1.10.11 Poliploidiay mejoramiento de plantas

Considerando la profunda importancia de la poliploidia en la evolucién de las plantas,
es comprensible que exista un amplio interés en desarrollar poliploides inducidos
desde que los inhibidores mitéticos se descubrieron por primera vez en la década de
1930 (Chen, 2010). Sin embargo, a pesar del hecho de que los poliploides se han
desarrollado para muchos cultivos importantes, estas plantas son casi siempre
inferiores respecto a sus caracteristicas agronémicas en comparacion con sus
progenitores con menor nivel de ploidia (Moghe & Shiu, 20014). La duplicacién
somatica no introduce ningun material genético nuevo, sino que produce copias

adicionales de cromosomas existentes (Moore, 2002)

Este ADN adicional debe replicarse con cada division celular. Sin embargo, con el paso
del tiempo, las células con mayor contenido de ADN regresan a su nivel de ploidia
natural (Moore, 2002). Otros efectos nocivos pueden incluir porte erratico, madera
fragil o fruta acuosa (Mason et al., 2015). Los poliploides de alto nivel (por ejemplo,
Octaploides) pueden sufrir malformaciones, posiblemente como resultado de la
redundancia genética extrema, asi como inestabilidad soméatica que conduce al tejido
quimeral (Moore, 2002; Chen, 2010; Tayalé & Parisod, 2013). Histéricamente, el
trabajo con poliploides no ha progresado mucho mas alla de la duplicacién somética,
lo que resulta en una considerable redundancia genética (Mason et al., 2015). Segun
el conocimiento general de los sistemas naturales y la evolucion, parece que se
pueden lograr avances mucho mayores trabajando hacia una heterocigosidad

mejorada, incluido el desarrollo de alopoliploides por medio de THG.
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1.10.12 Confirmacion del aumento de la ploidia en plantas

Diferentes métodos pueden ser usados para determinar poliploidia, entre los mas
importantes se encuentra el conteo de cromosomas, citometria de flujo (CMF) y la
evaluacion de parametros morfologicos y anatomicos (Dhooghe et al., 2011). El conteo
de cromosomas es el método mas concreto porque determina el nimero efectivo de
cromosomas (Dolezel et al., 2007). Sin embargo, este método es muy laborioso e
involucra tratamientos enzimaticos especificos de la planta, asi como mediciones en
hojas jovenes, puntas de raices, brotes y anteras, teniendo como resultado, un nimero

limitado de células y errores durante el conteo (Dhooghe et al., 2011).

Asimismo, las plantas con niveles elevados de ploidia en ocasiones son evidentes por
su morfologia distintiva. EI aumento de la ploidia a menudo resulta en un aumento del
tamafo de la célula que a su vez da como resultado hojas mas gruesas o anchas, asi
como flores y frutos mas grandes. Los brotes a menudo son mas gruesos y pueden
tener entrenudos acortados (Zlesak et al., 2005). Otras medidas efectivas que indican
poliploidia, pero que requieren mas tiempo , incluyen un mayor tamafio de estomas,

polen y un mayor numero de cloroplastos (Dewitte et al., 2009; Zhang et al., 2010).

Por otra parte, se ha reportado que en diferentes especies de plantas con altos niveles
de ploidia (por ejemplo, octaploides), pueden tener un crecimiento distorsionado y
tasas de crecimiento reducidas (Dhooghe et al., 2011). De todas las medidas para
detectar poliploidia en plantas, CMF es una herramienta muy util y rapida para medir
el contenido de ADN que se puede correlacionar con el nivel de ploidia en plantas

(Dolezel et al., 2007).
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1.11 Citometria de Flujo (CMF)

La citometria de flujo (CFM) es una técnica que permite la estimacion del tamario del
genoma nuclear de las células, la evaluacion del nivel de ploidia y sus alteraciones
(mixoploidia, aneuploidia, etc.) mediante el analisis del ciclo celular (Shapiro, 2005). El
analisis del contenido de ADN Nuclear esta basado en el uso de fluorocromos
especificos de ADN que al tefir los nacleos les daran una intensidad de fluorescencia

relativa que sera analizada en un citdmetro de flujo (Sliwinska, 2018).

El citdmetro de flujo es un equipo compuesto por una fuente de luz, la camara de flujo
y el montaje 6ptico que consiste en fotodetectores y procesadores que detectan la
fluorescencia de los nucleos como sefales luminosas y lo convierten en impulsos
analdgicos eléctricos, que se convierten en sefales digitales y son analizadas

mediante un programa de computadora (figura 21) Dolezel et al., 2007.
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Figura 21. Componentes basicos de un citbmetro de flujo. Sistema de fluidos, sistema

optico y sistema electronico (modificado de Dolezel & Bartos, 2005).
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El centro del citometro de flujo es la cAmara de flujo en donde la suspensién de células
es analizada, se hace pasar un flujo de velocidad constante a través de un orificio con
un didmetro de 50- 100 um, asi se asegura que las células pasen de una en una
enfrente de una fuente de luz, la fuente de luz es un laser monocromatico de alto
voltaje, por lo general son utilizadas ldmparas de mercurio para producir esta luz, la
cual sera absorbida por los fluorocromos con los cuales fueron tefiidos los nucleos, las
emisiones fluorescentes de los nlcleos serén las sefiales que seran analizadas para

poder cuantificar el contenido de ADN nuclear (Dolezel et al., 2007).

Los citometros de flujo permiten realizar analisis multiparamétricos dependiendo del
namero de detectores 6pticos con los que cuente el equipo (Shapiro, 2005), por lo
tanto, los resultados pueden ser presentados en dos formas: citogramas y dot plot
(dispersion) (Sliwinska, 2018). Los citogramas representan la distribucion de una
propiedad celular especifica que es medida en términos de fluorescencia por célula
(figura 22a). Cada citograma contiene un pico predominante que representa los
ndcleos o las células que se encuentran en la fase GO/G1 del ciclo de division celular

(Ochatt, 2008).

Las gréficas dot plot muestran datos de dos parametros cualquiera en forma de
dispersion de toda la muestra analizada (figura 22b). Los datos también pueden ser
presentados en gréaficas 3D (figura 22c) presentando el nUmero de eventos o un tercer

parametro (Ochatt, 2008).
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Figura 22. Formas de presentar los datos en un citbmetro de flujo: a) citogramas, b)

dot plot, c) graficos 3D (modificado de Dolezel & Bartos, 2005).

Para llevar a cabo la cuantificacion del material genético en células vegetales es
necesario emplear un método de aislamiento de nucleos para su posterior tincién con
fluorocromos. Una vez elegido el explante, se lleva a cabo el aislamiento de los
ndcleos, el cual consiste basicamente en disgregar mecanicamente el tejido en un
buffer de extraccion; la composicion del buffer es esencial para facilitar la liberacion
del nucleo, mantener su integridad, proteger el DNA de las endonucleasas y facilitar la
tincion del DNA (Greilhuber, 2005a). Posteriormente se realiza un filtrado de la
suspension para eliminar las particulas grandes y por ultimo se tifien los nacleos con

el fluorocromo de eleccion (Ortega-Ortega et al., 2019).
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Existen diversos compuestos fluorescentes de tincion de DNA nuclear. El bromuro de
etidio (EB) se intercala cuantitativamente en el DNA de doble cadena, sin embargo, se
une también al ARN de doble cadena, por lo tanto, las muestras deben tratarse con
ribonucleasas para dar mediciones significativas (Shapiro, 2005). La mitramicina y
otros antibidticos fluorescentes (cromomicina, olivomicina) son altamente especificos
para el DNA de doble cadena ya que se une preferentemente a las regiones ricas en
Guanina Citocina (Van Dyke & Dervan, 1983). El 4’,6-diamono-2-fenilindol (DAPI) es
especifico para regiones ricas en Adenina-Timina y su unién no esta influenciado por
la estructura de la cromatina, lo que resulta en un coeficiente de variacién bajo y su
fluorescencia es particularmente facil de excitar y medir (Michaelson et al., 1991). El
yoduro de propidio (IP) tiene propiedades similares al EB, sin embargo, varios autores
confirman que PI produce histogramas con menor variacion comparado con EB (Noirot

et al., 2002).

Debido a que la CFM analiza la intensidad de fluorescencia relativa, el tamafio del
genoma de la muestra desconocida debe de compararse con un estandar de
referencia, es decir, una muestra bioldgica cuyo tamafio de genoma es conocido
ampliamente. Las condiciones de preparacion, evaluacion y tincion del estandar deben

de ser idénticas al de la muestra a evaluar (Praca-Fontes et al., 2011).

La calidad de la suspension nuclear se vera reflejada en los resultados obtenidos en
el histograma mediante el coeficiente de variacion (CV) de la fase GO/G1 del ciclo
celular. ElI CV refleja la variacion del aislamiento de los nucleos y su tincion. Mientras
menor sea el CV, mayor precision existira en el analisis del contenido de DNA (Singh,

2016).
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1.12 Ciclo celular

La célula se reproduce mediante una secuencia ordenada de etapas que se basan en
duplicar su contenido y la posterior divisidn en dos células hijas. (Alberts et. al 2013).
Estas etapas son: Interfase (Fase GO, G1, S y G2) y Mitosis (profase, metafase,
anafase, telofase y citocinesis) (Greilhuber & Dolezel 2009). La interfase es el periodo
gue ocurre cundo la célula esta lista para la division y es el inicio del ciclo celular. Es
el periodo mas largo del ciclo celular y durante él, se sintetiza constantemente el RNA,
se produce la divisién de los centriolos y la célula produce demasiadas proteinas y

aumenta su tamafio (Figura 23) (Darzynkiewicz et al., 2004).

La fase GO Es una etapa de reposo ya que las células estan inactivas y no se dividen,
puede ser permanente o temporal. En la fase G1, la célula comienza a crecer, produce
grandes cantidades de proteinas y aumenta de tamafio. Aqui se encuentra el primer
punto de control ya que la célula se evalGa a si misma y determina si esta lista para la
siguiente fase. Cuando se detecta demasiado dafio en el DNA, se inducira la muerte
celular programada. Una vez que la célula ha salido de la fase G1, se compromete a

completar el ciclo celular independientemente de las condiciones ambientales.

Durante la fase S, se lleva a cabo la replicacién del DNA y cada cromosoma consta de
dos cromatidas hermanas. Mientras que en la fase G2, la célula desarrolla y prepara
los organulos para dividirlos y compartirlos durante la citocinesis al final de la mitosis.
Aqui existe otro punto de control ya que, la célula no continuara por el ciclo de division

hasta que el DNA se encuentre totalmente replicado (Greilhuber & Dolezel 2009).
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1.12.1 El ciclo celular y el tamafio de genoma

Por medio del ciclo celular es posible conocer el tamafio de genoma de las plantas. Es
importante mencionar que el tamafio del genoma es incongruente con el nivel de
ploidia y el nimero de cromosomas béasicos de un organismo (Tatum et al., 2006;
Huang et al., 2013). El contenido de ADN nuclear (valor C) es un rasgo importante que
revela la correlacién entre el tamafio del genoma y el fenotipo (Greilhuber & Dolezel

2009).

Para un genoma haploide, las abreviaturas del valor C se representan como 1C,
mientras que para un genoma completo se representa como 2C. (Bennett & Leitch,
2003; Shapiro, 2005). Se han estimado hasta la fecha mas de 8500 valores C de
especies de plantas (Bennett & Leitch, 2012). El contenido de ADN en las plantas

angiospermas varia ampliamente, desde 1C = 0.165 pg en Arabidopsis thaliana hasta

57



1C =152.23 pg en la especie Paris japonica (Bennett & Leitch, 2003; Dodsworth et al.,
2015). Ademds, la variacion intraespecifica en los valores de C es a veces
notablemente divergente para la misma especie (Price et al., 1988; Leong-Skornickova

et al., 2007; Grover et al., 2008; Yan et al., 2016).

La citometria de flujo (CMF) se ha utilizado ampliamente para la determinacion del
contenido de ADN (Dolezel et al., 1992). Diversos autores han descrito la variaciéon
intraespecifica del tamafio del genoma en especies de Coffea utilizando CMF (Cros et
al., 1995; Noirot et al., 2000, 2003a; Razafinarivo et al., 2012). Sin embargo, algunas
de las diferencias observadas en el valor de 2C resultan de la interaccion de
compuestos citosolicos como la cafeina y los &cidos clorogénicos con el colorante, lo
que interfiere con su accesibilidad al ADN (Noirot et al., 2000, 2002, 2003b; Greilhuber

et al., 2005b).

Se han propuesto diferentes metodologias para reducir las variaciones no verdaderas
(errores estequiométricos) y estimaciones erréneas del tamafio del genoma (Shapiro,
2005; Noirot et al., 2005). Asimismo, algunas variaciones en el contenido de ADN
nuclear entre especies son posiblemente causadas por la incapacidad del tinte para
acceder al ADN, ya que los compuestos fluorescentes como IP y DAPI pueden producir
valores significativamente diferentes para la misma muestra (Noirot et al., 2002;

2003b).
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2. Justificacion

El cultivo del café es una actividad econdmica muy importante en el pais, mismo que
es afectado por diferentes plagas y enfermedades, entre las que destaca la roya.
Actualmente, no existe ningun cultivar de C. arabica que tenga resistencia completa a
esa enfermedad. Por lo que, la generacion de nuevas variedades de café por medio
de Transferencia Horizontal de Genes permitira la obtencion de plantas con mayor
contenido de ADN en su genoma. El aumento de material genético en las variedades
de café podria conferir resistencia a diferentes plagas y enfermedades en un futuro

cercano.

3. Hipotesis experimental

Mediante la transferencia horizontal de genes, se podran obtener nuevas variedades

de café con un tamafio de genoma diferente a los cultivares comerciales.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general
Obtener y caracterizar por medio de citometria de flujo y técnicas de citogenética,

plantas de café provenientes de eventos de Transferencia Horizontal de genes.

4.2 Objetivos particulares

v' Generar variedades poliploides de café, usando parentales contrastantes.
v" Conocer las principales caracteristicas citogenéticas de los parentales de café.
v' Analizar el tamafio del genoma y nimero de cromosomas de las plantas

regeneradas.
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5. Materiales y métodos

5.1 Generacion de variedades de café por via asexual

Se consiguieron cultivares certificados de C. arabica y de C. canephora provenientes
del vivero Catimor ubicado en Coatepec Veracruz, con resistencia parcial y
susceptibles a la roya del cafeto. Asimismo, se geminaron semillas certificadas de café

en el invernadero de Biotecnologia vegetal del CINVESTAYV Zacatenco (tabla 1).

Tabla 1. Cultivares de café utilizados en injertos.

Cultivares de C. arabica  Cultivares de C. canephora

Typica Robusta*
Maragogype

Pluma Hidalgo
Villa Sarchi
Geisha*
Bourbon
Caturra
Catuai
Mundo Novo
Blue Mountain
Garnica
Pacamara
Padang
Garena
Colombia*
Sarchimor*
IAPAR 59*

Costa Rica*
CR-56*
Oro Azteca*
ICATU*

" Resistencia parcial a roya.
* Resistencia completa a roya.
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Los injertos se llevaron a cabo por medio de la técnica de aproximacion (Wang et al.,
2017a). En lineas generales, se seleccionaron los parentales de café a injertar, se
rasparon los tallos de cada parental horizontalmente con ayuda de una navaja estéril.
Posteriormente, se pusieron en contacto la zona cambial de cada uno y se unieron los
tallos de los parentales con Parafilm, se adicion6 cera para injertos con el fin de evitar
deshidratacion o contaminacion en la zona de injerto, cada uno se hizo por triplicado

(figura 24).

Figura 24. Injerto por aproximacién. a) Seleccién de parentales de café a injertar, b)
Corte horizontal del tallo de cada parental, la zona cambial de cada uno se hace
coincidir. ¢) Unién de los parentales con cinta parafilm. d) Adicion cera con el fin de

evitar deshidratacion o contaminacion en la zona de injerto.
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Se injertaron cada uno de los cultivares susceptibles con los resistentes y también se
hicieron injertos solo entre cultivares resistentes (anexo 1). Las plantas de café
utilizadas en este trabajo son sembradas los caficultores en México y las que tienen
mejores caracteristicas organolépticas de acuerdo con Lépez-Morgado et al., (2013).
Se mantuvieron algunas plantas individuales de todos los cultivares, con la finalidad
de ser caracterizadas por citometria de flujo y ser utilizadas para ensayos in vitro de

regeneracion directa (organogénesis directa).

5.2 Establecimiento de cultivo in vitro de plantas de café

Se llevaron a cabo ensayos in vitro de organogénesis directa. Primero, se estudiaron
las mejores concentraciones de reguladores de crecimiento, utilizando 16 cultivares
sin injertar. Una vez conocidas las mejores condiciones, se regener¢ el tallo fusionado

de cada uno de los injertos.

5.3 Desinfeccion de tallos de café

Para llevar a cabo la desinfeccion de los tallos se siguieron los siguientes pasos: se
seleccionaron plantas sanas de café, se cort6 el tallo por arriba del primer nodo foliar
y se desprendieron las hojas con ayuda de tijeras para podar. Luego se limpiaron los
tallos cortados con papel humedecido de alcohol con la finalidad de hacer una
desinfeccién superficial. Después se cortaron los tallos en porciones de 10 cm y se
colocaron en un contenedor de plastico con tapa, donde fueron lavados con detergente
y agua destilada durante 5 minutos, pasado el tiempo se enjuag6 con agua destilada

hasta eliminar la espuma.
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Posteriormente se llevd el recipiente con los tallos a una campana de flujo laminar y
se sumergieron en una solucién de Tritén X-100 (Sigma-Aldrich) al 0.1%(p/v), se agitd
durante 5 minutos vigorosamente. Después, se agrego hipoclorito de sodio al 15% y
se dej6 actuar por 5 minutos, Al término de cada fase se lavaron los tallos con agua

estéril cinco veces.

5.4 Desinfeccidn de secciones de unidn en plantas injertadas

Se selecciond una planta con el injerto cicatrizado y se cortd desde 5cm antes del inicio
de la zona de union del injerto hasta 5¢cm arriba del final de la zona de unién del injerto
utilizando unas tijeras de podar previamente esterilizadas, posteriormente se siguio el
mismo procedimiento de desinfeccidn para tallos individuales. Por ultimo, se pusieron
los explantes en el antimicotico Nystatin 6 mL/L (Sigma-Aldrich) por 1 h en una
campana de flujo laminar. Al término de esta fase se lavaron los tallos con agua estéril

cinco veces.

5.5 Efecto de reguladores de crecimiento sobre la organogénesis directa de 16

cultivares de C. arabica

Los segmentos de tallo se cultivaron en medio MS con vitaminas (Murashige & Skoog
1962) y 30 g/L de sacarosa. Los medios fueron suplementados con reguladores de
crecimiento (citocininas y auxinas) en diferentes concentraciones y combinaciones.
Cada concentraciéon fue Illamada como: tratamiento alto, medio y bajo,
respectivamente. Las citocininas usadas fueron las siguientes: Thidiazuron (TDZ)
(9.16, 4.58 y 2.29 uM), 6-Benciladenina (BAP) (8.88, 4.44 y 2.22 uM) Cinetina (9.30,

465 y 2.32 uyM) y Zeatina (9.12, 456 y 2.28 uM), en combinacién con tres
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concentraciones diferentes de auxinas: Acido indol-3-acético (IAA) (2.85, 1.42 y 0.72
uM), Acido indole-3-butirico (IBA) ( 2.45, 1.22 y 0.61 uM) y Acido 1-naftaleneacético
(NAA) (2.68, 1.34 y 0.67 uM) Los reguladores de crecimiento utilizados fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich. El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,7 + 0,2 y se

solidificé con 2,8 g de L Phytagel (Sigma-Aldrich).

Se probaron 12 combinaciones de reguladores de plantas y se evaluo el crecimiento
celular y la regeneracion de plantas. El subcultivo se realizé cada dos semanas. Todos
los cultivos se incubaron a 26°C con 16/8 h de fotoperiodo bajo luz de lamparas
fluorescentes de color blanco frio (iluminacién fluorescente de 45 mol m? s) a una
humedad relativa del 60-70%. Algunos de los explantes se usaron como controles,

cultivados en las mismas condiciones sin reguladores de crecimiento.

El medio de cultivo que tuvo los mejores resultados se utiliz6 para regenerar los
injertos. Las plantulas bien enraizadas se separaron del medio MS mediante lavado
con agua corriente y se plantaron en macetas con una humedad relativa del 80% bajo

campanas de polietileno en el invernadero.

5.6 Preparaciéon de la muestra para Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La induccion de organogénesis directa se evalu6 mediante SEM de acuerdo con lo
reportado por Martinez et al. (2000) y Escobedo-Gracia Medrano et al. (2014). Se
colectd tejido fresco (0.5 cm?) de la superficie de los explantes, empleando una navaja
de bisturi. Para fijar el tejido, se incubd en un buffer de Glutaraldehido (Sigma-Aldrich)

al 2% disuelto en PBS por 2 h. Posteriormente se hizo un lavado con PBS por 15
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minutos. Se centrifugd a 2000 rpm por 5 minutos, se descart6é el sobrenadante y se
hizo otra vez el mismo lavado. Después, se llevd a cabo una deshidratacion en serie
utilizando una solucion de acetona (10 minutos por solucion) al 30%, 50%, 70%, 80%,
90% y 100%. Después, se seco la muestra a 38°C por 30 minutos. La muestra fue
puesta en recubrimiento por pulverizacién catédica para ser bafiada con Oro (10m
Amp por 2 minutos). Por ultimo, se analizé en el Microscopio Electronico de Barrido

del departamento de Fisica de CINVESTAV Zacatenco.

5.7 Andlisis estadistico del efecto de reguladores de crecimiento sobre la

organogénesis directa de 16 cultivares de C. arabica.

Cada experimento se repiti6 tres veces, con diez réplicas independientes. Todas las
réplicas de un experimento consisten en 15 explantes. Los resultados se representaron
como el promedio * desviacién estandar (DE). Para comparar las diferencias en los
promedios entre tratamientos se usé el analisis de varianza de Kruskal-Wallis
unidireccional en los rangos P < 0.05. Para los tratamientos altos y bajos se uso la
prueba de suma de rango de Mann-Whitney, P < 0.001. Entre cultivares se uso el
analisis de varianza de dos vias (ANOVA) y las medias de los tratamientos se
compararon mediante la prueba de Tukey, P < 0.05. Para todos los analisis se utilizd

el software Sigma Plot 14.0 (Systat Software, San Jose, CA, EE. UU.).
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5.8 Induccioén y regeneracién de embriones somaticos de café

Se llevé a cabo una estrategia alternativa para obtener plantas completas (con parte
aérea y parte radical) por medio de embriogénesis somatica. Se utilizaron explantes
de hojas. Los explantes fueron obtenidos de las plantas regeneradas provenientes de

injertos.

En condiciones de esterilidad se tomaron hojas cultivadas in vitro de una planta
regenerada. Los explantes se cortaron en pedazos de 1 cm? aproximadamente, y
fueron colocados (con el envés de la hoja en contacto con la superficie del medio de
cultivo) en diferentes medios con vitaminas Gamborg B5 (Sigma-Aldrich) y 30 g/L de
sacarosa. Los medios de induccion de embriones somaticos fueron adicionados con
Citocininas (BAP 4.44 pM, Cinetina 0.5 pM y TDZ 9.08 uM) asi como Auxinas (Acido
2,4-diclorofenoxiacético (2-4-D) 12.05 y 9.05 uM). Los medios de regeneracion
contenian Citocininias (BAP 4.44, 44.4 uyM y Cinetina 9.3 uM) o Auxinas( 2-4-D
4.52uM) (anexo 2).El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,7 + 0,2 y se solidificé con

8 g/L de agar noble (Sigma-Merck).

Los explantes se incubaron a 26°C en condiciones de oscuridad por dos meses,
haciendo traspases a medio fresco cada tres semanas. Durante el tiempo de
experimentacion se observo el crecimiento y se tomaron imagenes de las estructuras
formadas con un estereoscopio Nikon SMZ 745T y también fueron analizadas por
SEM, con el objeto de hacer una evaluacion de cual medio induciria estructuras pre
embriogeénicas (callos) de mejores caracteristicas y en menor tiempo. Los callos mejor

evaluados se separaron del explante (hoja) y se dejaron en incubacion por dos meses

66



mas para aumentar su tamafo. Se comprobo la estabilidad genética de los callos por

citometria de flujo (CMF).

Para el proceso de regeneracion, los callos se segmentaron en pequefias porciones y
se pusieron en los medios de regeneracion, aproximadamente 30 explantes
distribuidos por caja Petri: Se mantuvieron en incubacion a 26°C durante 2 meses en
condiciones de oscuridad y de luz de acuerdo con lo reportado por Yasuda et al.
(1985), Quiroz Figueroa et al. (2001) y Nic-Can et al. 2015. Se hicieron traspasos a
medio nuevo cada dos semanas. Después de 60 dias de incubacion, se analizaron los
explantes visualmente y con de SEM para buscar estructuras de tipo globular, corazon

y torpedo.

5.9 Andlisis de citometria de flujo

5.9.1 Material vegetal

Se recolectaron hojas de dieciséis cultivares sanos de C. arabica en consideracion a
su valor de producto, segun la Organizacion Internacional del Café (2018) y la
Organizacion Mundial de Investigacion del Café (ICO, 2018). Hojas de Glycine max
(soya) y C. canephora se usaron como estandares, ya que se conoce el peso de su
genoma. Las plantas se cultivaron en invernadero en condiciones de riego completo y
fotoperiodo de dia largo (16/8 h). Para el andlisis de las plantas derivadas de los
injertos, se utilizaron 2 hojas jévenes por cada una de las plantas regeneradas y para

los embriones somaticos se utilizaron 300 mg de biomasa fresca.
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5.9.2 Aislamiento de nucleos de café

El aislamiento de nucleos se llevo a cabo esencialmente como describe Noirot et al.
(2005). Se maceraron secciones de hojas jévenes (2 cm?) en una pequefia placa de
Petri de plastico usando una cuchilla de afeitar afilada, adiconando 400 pL de buffer
de extraccion de nudcleos (CyStain® UV Precise P, Partec, Gorlitz, Alemania); se
afiadieron 100 pL ditiotreitol 2 mM (DTT; Sigma-Aldrich) para minimizar la interferencia
de compuestos fendlicos con la tincion de DNA (Ortega-Ortega et al., 2019). Las
muestras se incubaron durante 2 horas en la oscuridad. Posteriormente, la mezcla se
paso a través de un filtro desechable de malla de nylon de 30 um (CellTrics®, Sysmex,

Milton Keynes, Reino Unido) y se transfirié a un microtubo de 2 mL.

Para evitar estimaciones erroneas del tamafio del genoma, la mezcla se centrifugé a
200 x g durante 15 minutos y se descarto el sobrenadante. Finalmente, los nucleos se
trataron con 50 pg/mL de RNasa A (Sigma-Aldrich). Para la tinciébn se usaron dos
compuestos diferentes, IP (50 pug / mL) (longitud de onda de excitacion / emision: 480-
575 / 550-740 nm) (Sigma-Aldrich), asi como un buffer de tincion de ndcleos que
contiene DAPI (longitud de onda de excitacion / emision: 320-385 / 415-520) (Shapiro
2005) (CyStain® UV Precise P, Partec, Gorlitz, Alemania). Ambos tratamientos se
complementaron con 2 mM de DTT, agente reductor que también contribuye a

mantener la integridad de la cromatina (Ortega-Ortega et al., 2019).
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5.9.3 Disefio experimental

El disefio experimental fue adoptado siguiendo las recomendaciones de Clarindo et al.
(2012) para la extraccion de nucleos de multiples hojas, a partir de dos estandares
como soya (2C =2.30 pg) y C. canephora (2C = 1.29 pg). Se determinaron parametros
de CMF, como ganancia y canal. para cada medicion del contenido de DNAA, basado
en evaluaciones FCM de estandar y muestras (control y objetivo) segun lo descrito por
Clarindo et al. (2013). Ademas, la prueba de presencia de inhibidores se realizo en

base a lo informado por Huang et al. (2013) y Choudhury et al. (2014).

El tamafio del genoma se determind usando un citdbmetro de flujo LSR Fortessa
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ). La fluorescencia IP se excité con un laser de
argon de 50 mW (Saphire, Coherent, Santa Clara , CA) a 488 nm usando un filtro de
paso de banda de 585 nm. La fluorescencia DAPI se excit6 a través de un laser de
argon de 65 mW (Genesis CX 355, Coherent, Santa Clara, CA) sintonizado a la

excitacion UV a 355 nm usando un filtro de paso de banda de 450 nm .

El andlisis de datos se llevé a cabo con el software Kaluza® (Beckman Coulter,
Indianapolis, IN) Se seleccionaron todos los nucleos de interés descartando las
sefales obtenidas pertenecientes a particulas no deseadas como restos celulares, Se
realizaron tres repeticiones independientes de mdltiples hojas, que representan mas
de 5,000 nucleos, en cada analisis. La relacion del tamafio del genoma se calcul6
mediante la siguiente ecuacion: contenido de DNA nuclear = (Canal de fluorescencia
de muestra) / (Canal de fluorescencia de estandar) * Contenido de DNA del estandar

en Picogramos (pg) (Dolezel & Greilhuber, 2010). El promedio de los valores del
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coeficiente de variaciéon (CV) se utilizé para evaluar los resultados obtenidos. CV se
define como CV =D/ M x 100%, D es la desviacion estandar de la distribucion celular

y M es el promedio de la distribucién celular. (Huang et al., 2013).

5.10 Composicion de pares de bases

El porcentaje de pares de bases (pb%) se estimo de acuerdo con la siguiente ecuacion:
porcentaje de adenina timina (AT%) = AT% del estandar interno [(estandar de
fluorescencia media DAPI / muestra de fluorescencia media DAPI) / (estandar de
fluorescencia media IP / muestra de fluorescencia media IP)] (1 / longitud de unién)
(Godelle et al., 1993; Contreras & Shearer, 2018), donde AT% del estandar primario
es 63.6 y la longitud de unién de DAPI es 3.5 (Meister & Barow, 2007). Los valores se

calcularon como GC% = 100-AT%.

5.11 Analisis estadistico del tamafio de genoma obtenido por CMF

Para realizar el andlisis estadistico se usé el software Sigma Plot 14.0 (Systat
Software, San José, CA). Para evaluar las diferencias significativas entre los valores
de tamafio del genoma, se empled la prueba de diferencia minima significativa de
Fisher (LSD), se calcul6 LSDo.os = 0.13356 para determinar el limite méas alto permitido
entre cada media de tratamiento y considerar si pertenecen a la misma poblacién. Se
realizd una pruebat de student para conocer la diferencia significativa de utilizar ambos
estandares. Por medio de la misma prueba estadistica , se compararon los valores del
tamafio de genoma de los cultivares obtenidos con los dos compuestos de tincion

utilizados.
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5.12 Conteo de cromosomas en raices y estructuras pre-embriogénicas de café

En condiciones asépticas, se cortaron tejidos meristematicos apicales de raiz de
aproximadamente 2mm de largo. Por cada muestra, se colocaron de 10 a 15
meristemos de raiz en microtubos de 1.5 mL. Para las estructuras pre-embriogénicas
se tomaron porciones de callo embriogénicas en condiciones asépticas con ayuda de

una espatula. Por cada muestra se pesaron 300 mg de callo en microtubos de 1.5 mL.

A cada una de las muestras se les agregé 1000 pL de hidroxiurea 1.75 mM, se
incubaron 24 h a 28°C, en oscuridad con agitacion. las muestras fueron tratadas con
diferentes antimitoticos como Colchicina 2.5 mM y Oryzalin 3 uM (Sigma-Aldrich), asi
como agua desionizada por 24 h, a 4°C. Las muestras se lavaron dos veces con agua
desionizada y se colocaron en 1000 pL de solucion fijadora etanol:acido acético (3:1)
por 24 h a 4°C. Se lavaron las muestras con etanol al 70% tres veces y se transfirieron

a 400 pL de etanol al 70% y se guardaron a 4°C.

Para la disgregacion de la pared celular se realizaron 3 lavados con agua desionizada,
con KCI 75 mMy EDTA 7.5 mM (pH 4). Cada muestra se coloc6 en una caja Petri, con
un escalpelo se fragmento en porciones pequefias y se traspas6 a un microtubo de 1.5
mL. Posteriormente se probaron diferentes tipos de disgregacion celular. En primer
lugar, se hizo con cada una de las enzimas mostradas en la tabla 2 por separado. Se
colocaron 400 puL de mezcla enzimatica A, B, C o D (tabla 2) y se incubé la muestra

por 60 min, 30°C.
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Tabla 2. Componentes de las mezclas enzimaticas.

Mezcla Mezcla Mezcla Mezcla

Componente | enzimatica | enzimatica | enzimatica | enziméatica

A B C D
Pectinasa 1:30 1:30 1% 5%
Celulasa - 1:10 0.5% 2%
Pectiolasa - - 0.5% -

Posteriormente se llevd a cabo la disgregacion con HCI a diferentes concentraciones.
Se agreg6, a cada muestra, 400 pL de HCI 1N o HCI 5N por 1 h a temperatura
ambiente. Se prob6 una mezcla entre la disgregacion enzimética y HCI. Se agregaron
400 pL de mezcla enzimatica A, B, C o D (tabla 2) y se incubaron por 60 min, 30°C.
Se realizaron 2 lavados con agua desionizada o con KClI 75 mM y EDTA 7.5 Mm (pH
4). A continuacién, se agregaron 400 pL de HCI 1N o HCI 5N y se incubaron por 2 h,

a temperatura ambiente.

Finalmente, se probd la disgregacion con el buffer de extraccion de ndcleos debido a
que este buffer nos permite disgregar la pared celular vegetal y obtener nucleos
intactos. Se agregaron 400 pL de buffer de extraccion del kit Sysmex CyStain© UV
Precise P y 10 uL de solucion 1M de DTT, mecanicamente se disgrego el tejido con
un escalpelo. Se agregé 50 pg / mL de RNasa A y la muestra se incubd 1 hora en

oscuridad a temperatura ambiente. Terminado el proceso de disgregacion se
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realizaron dos lavados con agua desionizada o con KCI 75 mM y EDTA 7.5 Mm (pH

4), se agité con vortex 30 segundos.

Después de la disgregacion celular, cada muestra se colocd sobre un portaobjetos
enfriado previamente, con un escalpelo se disgregé la muestra en partes finas. Una
vez que el portaobjetos se encontré completamente seco, se llevo a cabo el proceso
de tincidn para microscopia Optica y confocal. Las muestras fueron fijadas en nitrégeno
liquido por 10 segundos previo a su tincion. Para microscopia éptica se utilizaron tres
compuestos diferentes: acetocarmin, Giemsa y reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich). Se
coloco Acetocarmin Con ayuda de un gotero hasta cubrir la muestra. Se probaron dos
tiempos de tincion: 30 min y 1h. Al terminar el tiempo establecido, la muestra se lavo
ligeramente con agua desionizada o acido acético para eliminar el exceso de colorante

y se secaron a temperatura ambiente.

Para Giemsa se usaron dos soluciones preparadas en PBS al 3% y al 5% (pH 7). Se
cubrié la muestra con la solucion Giemsa, se probaron dos tiempos de tincién: 5 miny
25 min. Terminado el tiempo establecido, se lavaron las muestras ligeramente con
agua desionizada para eliminar el exceso de colorante y se secaron a temperatura
ambiente. Por ultimo, el reactivo de Schiff se utiliz6 como especifica el fabricante, Se
cubrié la muestra con el colorante sin diluir por 12h a temperatura ambiente,
posteriormente se realizé un lavado con agua desionizada. El montaje para observar
las muestras en microscopia oOptica y confocal, se llevé a cabo con 3 soluciones
diferentes: acido acético al 45% (s6lo para microscopia o6ptica), glicerol al 75% y
glicerol al 10% en buffer de fosfatos (pH 7). Finalmente se colocd el cubreobjetos

cuidadosamente para no formar burbujas y se sell6 con barniz.
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6. Resultados y discusién

6.1 Injertos entre cultivares de C. arabicay C. canephora

En la primera etapa del proyecto se llevaron a cabo injertos entre diferentes cultivares
de C. arabica y un cultivar de C. canephora. Se utilizaron plantas certificadas de café
(con calidad organoléptica) como parentales de los injertos. Se hicieron tres tipos
diferentes de injertos por el método de aproximacion. Los primeros fueron realizados

sin quitar hojas de la planta y utilizando el tallo sin nudos (figura 25).

Figura 25. Injertos representativos de Cultivares de café. a) Oro Azteca x Robusta; b)
ICATU x Mundo Novo; c) lapar 59 x Typica; d) Colombia x Garena; e€) Costa Rica x

Bourbon y f) Oro Azteca x ICATU.
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Después de tres meses de realizados los injertos, se observo que la union de estos se
llevd a cabo (figura 26). Se observo la generacion de parénquima al rededor del xilema
de los dos parentales de cada injerto. Turnbull et al. (2010) mencionan que en la region
cambial de los parentales que conforman el injerto, las capas exteriores de células
expuestas producen células de parénquima que pronto se entremezclan y enlazan,
teniendo por nombre tejido de callo. Algunas de las células del callo recién formado
que se encuentran en la misma linea con la capa intacta de cambium de los parentales
se diferencian hasta formar nuevas células cambiales. Estas nuevas células de
cambium producen tejido vascular nuevo, xilema hacia el interior y floema hacia el

exterior, estableciendo asi la conexion vascular del injerto (Yin et al., 2012).

Figura 26: Corte transversal de la unién de diferentes injertos de café (magnificacion
3x). a) IAPAR 59 x Costa Rica; b) ICATU x Typica; c) Colombia x Catuai d) Robusta

x Garnica.
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Es importante mencionar que los injertos tardaron en unirse debido a la naturaleza
perenne del café o posiblemente se debidé a que estos injertos se realizaron con la
parte inferior del tallo, por lo que los parentales no estuvieron forzados a regenerar el
area del injerto rapidamente debido a que las hojas quedaron por encima de la zona
del injerto. Por consiguiente, la transferencia de nutrientes fue menor y muy
probablemente la regeneracion del sistema vascular se retrasd. Melnyk & Meyerowitz,
(2015b) argumentan que en ciertas condiciones en que no llega a formarse la conexion
vascular, puede darse suficiente translocacion que permite la supervivencia a través
de las células de parénquima del callo. En injertos hechos en orquidea, el injerto
sobrevivié y crecié durante dos afios solo con la unién de parénquima (Hartmann et

al., 2010).

Asimismo, se germinaron semillas de café en invernadero. Cuando las plantulas de
café estuvieron al inicio y posterior a la fase soldado (4 meses) se hicieron injertos por
aproximacion. La etapa “soldado” es aquella en la cual la semilla ha germinado, el
hipocotilo se ha desarrollado pero el pericarpio no se ha desprendido, obstaculizando
la salida de los cotiledones (L6pez-Morgado et al., 2013). Esos autores mencionan que
a partir de la fase de crecimiento soldado es recomendable injertar plantas de café
debido a que la planta ya desarrollé su primer nudo (conteniendo células cambiales)
gue permiten una mejor cicatrizacion del injerto (figura 27). no obstante, con el paso
del tiempo los injertos fueron perdiendo viabilidad debido a que no cicatrizaron y no

hubo fusion de tallos, por lo que no fue posible su regeneracién por cultivo de tejidos.
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Figura 27. Germinacién y elaboracién de injertos a partir de semilla de café a) plantulas
de café crecidas en el invernadero de CINVESTAV-Zacatenco; b) Injertos de café en

etapa soldado y cotiledonar.

El tercer tipo de injerto se hizo manteniendo hojas arriba y abajo en los dos parentales.
Se quitaron las hojas intermedias (localizadas en la zona de injerto), con el propdsito
de que el injerto dependa totalmente de los nutrientes conferidos por las hojas que se
encuentran en los extremos distales y proximales de cada parental, forzando a una
temprana cicatrizacion del injerto y regeneracion del sistema vascular (figura 28)

(Lough & Lucas, 2006).
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Figura 28. Injertos representativos de Cultivares de café a) Oro Azteca x Robusta; b)
ICATU x Mundo Novo; c) lapar 59 x Typica; d) Colombia x Garena; e) Costa Rica X

Bourbon y f) Oro Azteca x ICATU.

Al usar el tallo intermedio de los cafetos en los injertos, los nudos de los parentales
favorecen la regeneracion de la zona del injerto debido a que hay presencia de células
indiferenciadas con capacidad de regeneracion (Melnyk & Meyerowitz. 2015a). A
diferencia de la primera serie de injertos, se observé una pronta cicatrizacion posterior
a un mes de su union, asi como la formacién de callo y el inicié de la regeneracion del

sistema vascular. En la figura 29 se muestra el proceso general de union del injerto.
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Figura 29. Esquema general del proceso de cicatrizacion de los injertos de café. a)
Inicio de la union del injerto; b) cicatrizacion del injerto posterior a un mes de su
elaboracion (magnificacion 3x). c¢) Injerto después de dos meses de union
(magnificacion 3x). d) fusién de tallos de los parentales y formacion de callo después

de tres meses. 1= parental 1; 2= Parental 2.

Se observo que, pasados 3 meses del inicio de la union del injerto, los tallos de los
parentales se fusionaron casi por completo. Cuando el cambium de un parental se une
totalmente con el del otro, las células intactas se dividen y proliferan en callos, que
eventualmente se diferencian en tejido vascular y plasmodesmos (Melnyk &
Meyerowitz, 2015b). Algunos estudios han encontrado que los reguladores de
crecimiento , como las Auxinas, citocininas y el Acido giberélico (GA), desempefian un

papel fundamental en la regulacion de las interacciones en el injerto (Aloni et al., 2010).
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Andlisis histologicos y de micro-arreglos en Arabidopsis thaliana han identificado a
Auxinas, Etileno y acido jasmonico como moléculas importantes que participan en el
desarrollo del injerto y se ha propuesto un modelo para interpretar mejor este

fenémeno (Aloni et al., 2010; Golan et al., 2013).

Después de que las paredes celulares se fusionan en la unién del injerto, los
plasmodesmos se estiran en pequefios grupos sobre los espacios de la pared celular
interior, interconectado los protoplastos de células contiguas (Kollmann &
Glockmann,1985). Se ha reportado que los plasmodesmos proporcionar tineles para
moléculas pequefias e incluso permitir selectivamente el movimiento de
macromoléculas, como proteinas y acidos nucleicos. Ademas, la reconstruccion
vascular en la union del injerto permite el transporte de macromoléculas (Harada,
2010). En afios recientes, se ha hecho un esfuerzo creciente para determinar cémo
las macromoléculas se transfieren en la zona del injerto, asi como los cambios

inducidos por el injerto en la planta (Paultre et al., 2016).

En sintesis, se hicieron méas de 200 injertos por 3 métodos diferentes. El tipo de injerto
que se realizé6 manteniendo hojas arriba y abajo, fue el que cicatrizé en menor tiempo.
En virtud de los resultados obtenidos en la primera etapa, los cultivares de los que no
se obtuvieron ningun injerto viable (Blue Mountain, Geisha, Sarchimor, CR-56 y
Padang), fueron omitidos de los ensayos in vitro de regeneracion directa y del analisis
principal del tamafio de genoma por CMF. No Obstante, su caracterizacion del tamafio

de genoma se puede encontrar en el anexo 3.
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6.2 Pruebas de regeneracion en explantes de café sin injertar

En la segunda etapa del proyecto, se llevaron a cabo pruebas de regeneracion para
conocer las mejores concentraciones de reguladores de crecimiento vegetal que
permitieran regenerar de manera directa (organogénesis directa) la zona del injerto.
Primero, se utilizaron tallos sin injertar de 16 cultivares de C. arbica. Se probaron
diferentes medios de cultivo que contenian una mayor proporcion de citocininas que

de auxinas (Tabla 3).

Diferentes estudios sobre la regulacién quimica del crecimiento y la formacion in vitro
de 6rganos vegetales mencionan que una proporcién alta de citocininas sobre auxinas
favorece la formacion de brotes (Traas et al., 2002; Chandler & Werr 2015; Ikeuchi et
al., 2016.). Moubayidin et al. 2009 reportan que los efectos aditivos y sinérgicos de la
combinacion de estos dos reguladores de crecimiento se deben principalmente a que,
en la induccion del meristemo apical, las Citocininias promueven la proliferacion de
células meristematicas, pero inhiben su diferenciacion, mientras que las auxinas
dirigen la diferenciacion de las células de primordio mediante la represion de la

biosintesis de citocininas.

Por el contrario, en la induccién de meristemo de raiz, las auxinas inducen la division
celular, mientras que las citocininas hacen que la célula cambie del estado
meristematico al estado diferenciado mediante la inhibicion de la sefializacién de las
auxinas. Sin embargo, el mecanismo molecular de la interaccién entre citocininas y

auxinas en la formacion in vitro de meristemos no ha sido elucidado por completo.
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Tabla 3. Efecto de la concentracion y combinacion de reguladores de crecimiento en la regeneracion directa de 16 cultivares de

C. arabica.
IAA IBA NAA

Cultivar | Concentracion [[gap [Cinetina| TDZ | Zeatina | BAP | Cinetina| TDZ | Zeatina | BAP |Cinetina| TDZ | Zeatina
Bajo 10.88 9.77 12.66| 7.77 1.55 1.6 2.2 1.77 ]10.22 7.77 18.88| 6.44
Typica Medio 21.33| 20.88 |21.77 18 4.88 577 5.55 4 19.33| 11.11 [35.56| 11.11
Alto 50.44| 40.66 |46.44| 37.77 |10.22 9.11 12.88| 9.33 |31.55| 19.33 |69.55| 20.44
Bajo 11.78 9.78 12.44| 6.88 1.56 1.77 2.88 2.22 9.78 8.22 17.78| 6.44
Maragogype Medio 20 20.89 [22.00| 17.11 | 5.56 6.00 556 | 4.44 |18.88| 11.56 |36.22| 12.44
Alto 50.44| 39.33 |45.78| 38.00 |10.67 8.22 13.77| 9.33 |31.11| 20.00 |70.22| 20.22
Bajo 9.77 9.56 12.22| 7.56 1.56 1.78 3.11 2.22 |10.22 7.56 18.44| 6.89
Pluma Hidalgo Medio 21.56| 20.00 |22.44| 18.00 | 4.44 4.89 4.89 3.78 |18.44| 10.89 |36.89| 11.33
Alto 50.67| 38.67 |46.44| 38.00 |10.67 8.89 12.44| 9.78 |30.44| 19.78 |70.00| 21.56
Bajo 10.67| 10.22 |12.44| 6.67 1.33 2.00 2.89 1.78 [10.00 7.11 1755 5.77
Villa Sarchi Medio 20.44| 20.22 |21.56| 18.22 | 4.22 6.88 5.56 3.33 |19.11| 10.67 |37.33| 12.00
Alto 50.00 42 46.67 | 39.77 |10.88 8.67 13.10| 9.77 30 22 68 20.44
Bajo 11.11| 10.22 |12.67| 6.22 1.56 1.78 2.44 2.00 9.78 8.00 17.78| 7.33
Bourbon Medio 20.44| 20.00 |23.11| 18.89 | 5.11 4.44 6.22 6.44 |17.78| 11.33 |36.22| 10.89
Alto 50.00| 40.44 |45.33| 38.22 |11.11 9.11 13.11| 8.89 |30.00| 19.11 |70.00| 19.11
Caturra Bajo 9.55 8.88 12.22| 6.44 1.56 1.77 2.44 1.77 (10.89 8.00 17.77| 5.11
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Medio 2177 244 (2422 178 | 3.78 6.89 556 | 511 |20.22| 11.78 |37.55| 9.33

Alto 48.44| 4.00 |46.22 38 12.22| 9.33 |12.44| 11.33 |31.11| 20.44 |67.78 18

Bajo 9.11 10 13.33| 844 | 155 1.22 2.89 1.78 | 9.11 6.00 |20.11| 5.78

Catuai Medio 21 19 22.22| 16.44 | 5.55 5.78 511 | 511 |22.00| 10.44 |36.22| 9.11
Alto 50.44| 38.66 [44.77| 38.77 | 9.78 9.56 |13.78| 10.22 [29.44| 20.22 |67.33| 20.22

Bajo 9.78 9.11 |11.11| 533 | 156 1.78 244 | 156 | 9.56 6.89 |17.11| 6.67

Mundo Novo Medio 18.67| 19.56 |22.89| 17.11 | 4.67 4.67 6.44 | 4.89 |18.67| 10.89 |34.67| 9.33
Alto 48.44| 39.78 |44.22| 36.67 |10.00| 8.22 |11.56| 7.78 |29.11| 18.00 |68.00| 19.33

Bajo 1156 9.33 |12.22| 8.22 | 2.22 2.67 133 | 267 |10.22| 7.56 |16.00| 5.56
Garnica Medio 24.00| 18.44 |21.33| 17.78 | 4.89 5.33 6.67 | 4.00 |18.22| 9.78 |34.00| 10.44
Alto 47.56| 39.33 |45.78| 37.78 | 9.11 8.89 |12.67| 7.78 |30.00| 18.22 |67.00| 19.11

Bajo 10.67| 9.56 |12.00f 7.78 | 1.33 1.78 178 | 1.56 | 9.78 7.78 |18.00| 6.22
Pacamara Medio 20.89| 20.22 |21.56| 18.44 | 4.44 5.78 556 | 4.67 |19.11| 11.33 |35.11| 10.89
Alto 49.78| 40.22 |46.44| 37.56 |10.67| 9.56 |12.00| 9.78 |29.78| 19.56 |69.78| 19.78

Bajo 9.11 8.00 |11.11| 444 | 133 1.33 2.89 1.33 | 8.67 6.22 |16.00| 7.11

Garena Medio 17.33| 18.22 |21.33| 16.44 | 4.22 4.67 556 | 400 |17.33| 9.33 |34.22| 911
Alto 47.78| 38.67 |43.56| 34.89 | 9.11 733 |12.44| 7.11 |28.00| 17.11 |68.22| 18.44

Bajo 12.00| 10.44 |13.78| 8.22 | 2.67 2.44 356 | 2.67 |(11.56| 8.44 |20.00| 7.78
Colombia Medio 2222 | 2222 |23.11| 16.44 | 6.22 6.67 6.67 | 533 |20.44| 1222 |36.67| 12.44
Alto 5156 | 41.78 |47.56| 38.44 |11.11| 10.00 |14.22| 10.22 |32.44| 20.44 |70.67| 21.56
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Bajo 14.67| 1356 |16.44| 9.56 | 5.11 511 578 | 533 |12.89| 11.33 |21.11| 10.67

IAPAR 59 Medio 24.00| 23.33 (26.44| 22.22 | 8.44 7.78 956 | 9.78 |21.11| 14.67 |39.56| 14.22
Alto 53.33| 44.00 |48.67| 41.56 |14.44| 12.44 |16.67| 12.22 |33.33| 22.44 |73.33| 22.44

Bajo 12.44| 11.78 |13.78| 8.00 | 4.22 4.44 5.11 | 4.22 1222 956 |19.78| 9.33

Costa Rica Medio 21.33| 22.22 |25.56| 20.67 | 7.33 7.56 9.11 | 756 |21.33| 13.56 |37.33| 12.00
Alto 51.11| 42.44 |46.89| 39.33 |12.67| 10.89 |12.67| 10.44 |31.78| 20.67 |70.67| 22.00

Bajo 13.11| 12.00 |15.11| 8.44 | 511 5.56 6.89 | 556 |12.67| 10.22 |20.00| 11.11

Oro Azteca Medio 21.33| 20.89 |25.33| 20.44 | 8.22 8.67 9.56 | 8.00 |21.33| 13.33 |38.22| 13.11
Alto 5156 | 42.67 |47.56| 38.89 |12.67| 11.33 |17.26| 11.11 |32.00| 21.11 |72.22| 22.44

Bajo 12.22| 11.11 |13.11| 7.56 | 4.22 511 444 | 333 |11.56| 8.67 |19.11| 8.67

ICATU Medio 20.89| 21.33 |24.89| 19.33 | 6.67 6.67 8.44 | 7.11 |20.67| 12.89 |36.67| 11.33
Alto 50.22| 42.44 |46.22| 38.67 |12.00| 10.67 |13.56| 9.56 |[31.11| 20.00 |70.00| 21.33

Baja = 1AA (0.72 uM), BAP (2.22 uM); IAA (0.72 uM), Cinetina (2.32 uM); 1AA (0.72 uM), TDZ (2.29 uM); IAA (0.72 uM), Zeatina (2.28 uM); IBA (0.61 uM), BAP (2.22 uM); IBA (0.61 uM), Cinetina
(2.32 uM); IBA (0.61 uM), TDZ (2.29 uM); IBA (0.61 uM), Zeatina (2.28 uM); NAA (0.67 uM), BAP (2.22 uM); NAA (0.67 uM), Cinetina (2.32 uM); NAA (0.67 uM), TDZ (2.29 uM); NAA (0.67 uM),
Zeatina (2.28 pM).

Media= IAA (1.42 uM), BAP (4.44 uM); IAA (1.42 uM), Cinetina (4.65 uM); IAA (1.42 uM), TDZ (4.58 uM); IAA (1.42 uM), Zeatina (4.56 uM); IBA (1.22 uM), BAP (4.44 uM); IBA (1.22 uM),
Cinetina (4.65 uM); IBA (1.22 uM), TDZ (4.58 uM); IBA (1.22 uM), Zeatina (4.56 uM); NAA (1.34 uM), BAP (4.44 uM); NAA (1.34 uM), Cinetina (4.65 uM); NAA (1.34 uM), TDZ (4.58 uM); NAA
(1.34 uM), Zeatina (4.56 pM).

Alta = IAA (2.85 uM), BAP (8.88uM); IAA (2.85 uM), Cinetina (9.30 uM); IAA (2.85 uM), TDZ (9.16 uM); IAA (2.85 uM), Zeatina (9.12 uM); IBA (2.45 uM), BAP (8.88uM); IBA (2.45 uM), Cinetina
(9.30 uM); IBA (2.45 pM), TDZ (9.16 uM); IBA (2.45 uM), Zeatina (9.12 uM); NAA (2.68 uM), BAP (8.88uM); NAA (2.68 uM), Cinetina (9.30 pM); NAA (2.68 uM), TDZ (9.16 uM); NAA (2.68 uM),
Zeatina (9.12 pM).
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Los explantes fueron monitoreados periédicamente, los datos fueron obtenidos
después de 8 semanas de cultivo cuando los explantes parecieron haber alcanzado
su maximo nivel de regeneracion de nuevos brotes. En la figura 30 se presenta un
esquema representativo de la regeneracion de explantes 16 cultivares de C. arabica,
el proceso de regeneracion fue monitoreado por SEM. En la figura 30,a-b se muestra
de manera representativa un corte transversal, asi como las secciones de tallo (0.5 cm
de longitud), colocadas en los diferentes medios de cultivo suplementados con
diferentes combinaciones y concentraciones de citocininas y auxinas. Se observo que,
al inicio de la regeneracion, los explantes no han formado estructuras meristeméticas,

asi como callo alrededor de todo el explante (figura 30,c).

Posterior a dos semanas de incubacion, inicid la formacion de aglomerados de células
fotosintéticas observandose células isodiamétricas pequefias, no diferenciadas a
diferencia del control (figura 30,d-f). Sridevi et al. (2014) han reportado la presencia
de estructuras similares en la organogénesis directa de explantes de hipocotilo de C.
dewevrei, asi como embriones somaticos globulares. A las cinco semanas se empez6
a formar el meristemo apical, se observé en todos los cultivares el domo apical y los
primordios foliares que emergen de las células corticales fotosintéticas en comparacion
al control (figura 30,h-i). lo anterior, permitio la diferenciacion de los explantes para
formar plantas completas después de 11 semanas de cultivo, incluyendo el desarrollo
de laraiz (figura 30j-k). La aclimatacion de estas plantas en el invernadero fue posible
colocandolas bajo la sombra de otras, hasta que alcanzaron el desarrollo completo,

incluyendo la ramificacion y la floracion (figura 30,1).
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Los resultados son similares a los publicados por Sridevi et al. (2010), ellos obtuvieron
un tiempo de regeneracion de 12 semanas en explantes nodulares de C. canephora,
utilizando un medio similar al reportado en este trabajo, y suplementado con BAP/ IAA,
ademas de Nitrato de Plata (AgNO3) como regulador de la actividad del etileno. En
comparacion a estos autores, en este trabajo no se utilizdé ningun tipo de inhibidor de
etileno, obteniendo resultados similares a ese trabajo. Se ha reportado que AgNOs es

un compuesto que puede ser toxico en cultivo de gtejidos (Vishwakarma et al., 2017).

Igualmente, Al-Azab et al. (2015) reportaron un método de propagacion de 8 semanas
en yemas axilares de diferentes cultivares de C. arabica como Benan, Burai y Odayni
Bayat. Es importante mencionar que existen pocos reportes respecto a la regeneracion
directa de explantes de tallo en cultivares de C. arabica, debido a que se necesitan
probar gran cantidad de combinaciones de reguladores de crecimiento en diferentes
concentraciones, ademas de la naturaleza recalcitrante de esta planta (Santana-Buzzy

et al., 2007).

La estrategia mas utilizada para la regeneracion in vitro de C. arabica es por medio de
embriogénesis somética. Sin embargo, el tiempo requerido para la regeneracion
completa varia de 1 a 2 afios (Kumar et al., 2006). Por lo tanto, los datos obtenidos en
este trabajo pueden ser de gran ayuda en estudios de regeneracion y mejoramiento

genético de C. arabica.
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10 P

Figure 30. Organogénesis directa de explantes de tallo de cultivares de C.
arabica. a) Un explante de tallo en el inici6 del estudio. b) Experimento representativo
con 15 explantes por caja Petri. ¢) Imagen de SEM de un explante de tallo con cero

dias de cultivo (bar 100 um). d) Explante usado como control en medio sin reguladores
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de crecimiento, después de dos semanas de cultivo. e€) Aglomerado de células
fotosintéticas en medio MS suplementado con 9.16 uM TDZ y 2.86 uM NAA después
de 2 semanas de cultivo f) Imagen de SEM de aglomerados de células fotosintéticas
después de 2 semanas de cultivo. g) Explante usado como control en medio sin
reguladores de crecimiento, después de cinco semanas de cultivo. h) Regeneracion
directa de brotes después de 5 semanas de cultivo. i) ) Imagen de SEM de un
meristemo vegetativo ya diferenciado después de 5 semanas de cultivo (bar100 pum).
j) Formacion y elongacion de mdltiples brotes después de 8 semanas de cultivo. k)
Una planta regenerada con sistema radical bien desarrollado después de 12 semanas

de cultivo. 1) Planta aclimatada creciendo en invernadero.

La eficiencia de la regeneracion de explantes por organogénesis directa se cuantificd
mediante ensayos que combinaron en pares, cuatro citocininas y tres auxinas como
se describe en los materiales y métodos. Cada concentracion fue llamada como:
tratamiento alto, medio y bajo, respectivamente. En total, se probaron 36
combinaciones para cada cultivar de C. arabica. Los resultados indican que la
combinacion de ciotcininas con auxinas es esencial para la induccion de brotes. Esta

observacion fue independiente de la citocinina utilizada.

El porcentaje de regeneracion se vio afectado por una mayor concentracién de
citocininas y de auxinas en todos los tratamientos, con una menor regeneracion en los
tratamientos medio y bajo. En la figura 31 se muestra una grafica comparativa que
contrasta las diferencias de porcentajes de regeneracién entre los extremos de
respuesta (tratamiento “alto” versus tratamiento “bajo”) asi como la diferencia
significativa entre tratamientos (anexo 4).
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Figura 31. Extremos de respuesta de los porcentajes de regeneracion de 16 cultivares
de C. arabica. Las barras de error representan las medias de regeneracion + DE. Los
valores indicados por la misma letra dentro de las variables de respuesta no son

significativamente diferentes (suma de rangos de Mann-whitney, P < 0.001).

ZEA=Zeatina. CIN=Cinetina.

De las 12 posibles combinaciones de reguladores de crecimiento, en todos los
cultivares se observaron diferencias significativas (analisis ANOVA de dos vias) entre
los tratamientos: alto con medio, alto con bajo y medio con bajo (anexo 5). Cada uno

de los 16 cultivares tuvieron una respuesta de regeneracién similar para cada
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combinacion y tratamiento probado. Las ocasiones en las que se observo diferencia

significativa son descritas en los siguientes parrafos.

Entre las diferentes combinaciones probadas. Los mejores resultados se obtuvieron
con el tratamiento “alto” de TDZ (9.16 uM) y NAA (2.86 uM), con porcentajes de
regeneracion de 73.33% para IAPAR 59 y 72.22% para Oro Azteca, respectivamente.
En presencia del mismo medio, se observd una respuesta similar en todos los
cultivares de C. arabica, con valores entre 67% y 70.66%. No hubo diferencia
significativa del porcentaje de regeneracion entre cultivares (anexo 5). Se han
reportado resultados similares en diferentes especies de plantas al usar esta
combinacion de reguladores de crecimiento a las mismas concentraciones (Cogbill et

al., 2010; Ghimire et al., 2012; Guo et al., 2012; Aremu et al., 2016).

Se ha reportado que TDZ, es una citocinina sintética, que estimula la induccion de la
regeneracion de brotes y embriogénesis somatica en algunas especies de plantas
(Akasaka et al., 2000; Shan et al., 2000; Ouma et al., 2004). Concentraciones muy
bajas de TDZ pueden no proporcionar un estimulo suficiente para generar una

respuesta optima en el explante (Ahmed et al., 2012).
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Mientras que la exposicidon prolongada a este compuesto tiene efectos adversos como
la inhibicién del crecimiento y multiplicacién de los brotes (Ahmad & Anis, 2007). Tanto
la concentracién como la duracién de la exposicion a TDZ influye directamente en la
frecuencia de regeneracion y alargamiento del brote (Ahmad & Anis., 2007; Liu et al.,
2016). En algunas especies, se ha demostrado que la actividad de TDZ es
aproximadamente 30 veces mayor que la de BAP, zeatina, y Cinetina (Murch et al.,

1997).

Se observé que el tratamiento “medio” y “bajo” de la combinacion TDZ/NAA tuvieron
mejores porcentajes de regeneracion (tratamiento “medio”. de 34% a 39.56% vy
tratamiento “bajo”: de 16% a 21.11%) en comparacién a los tratamientos altos de
BAP/IBA (de 9.11% a 14.44%), Cinetina/IBA (de 8.22% a 12.44%), TDZ/IBA (de
11.56% a 17.26%) y Zeatina/IBA (de 7.78% a 12.22%), observandose diferencias
significativas (anexo 5) (tabla 3). Conjuntamente, el tratamiento “medio” de TDZ/NAA
fue mejor que el tratamiento “alto” de BAP/NAA (28% a 33.33%), Cinetina/NAA (de
17.11% a 22.44%) y Zeatina/NAA (de 18% a 22.44%), en donde también se

observaron diferencias significativas.

Diversos autores han mencionado que NAA es la Unica auxina que tiene la ventaja de
penetrar facilmente la membrana plasmatica sin la necesidad de una absorcion activa,
asegurando asi un rapido aumento del nivel de auxinas dentro de la célula (Nordstrom
et al., 2004). Por lo que esto podria ser una explicacion a los resultados obtenidos al

utilizar esa auxina (Aremu et al., 2016).
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Respecto a las demas combinaciones en donde se utiliz6 NAA, los porcentajes de
regeneracion no fueron tan prometedores como los obtenidos con la combinacion
TDZ/NAA (tabla 3). La sinergia entre la citocinina y auxina usada tiene un efecto
significativo en el porcentaje de regeneracion de los explantes, el tratamiento que
obtuvo mejores resultados (NAA/TDZ), combina a la auxina que mas facilmente
penetra a la célula (Nordstrom et al., 2004), con la citocinina con mejor respuesta para
inducir organogénesis directa (Murch et al., 1997). Sin embargo, faltan investigaciones
al respecto que permitan corroborar la asociacion entre estos dos reguladores de

crecimiento.

Al analizar los porcentajes de regeneracion de las demas combinaciones de
reguladores de crecimiento, encontramos que la segunda mejor fue la de BAP/IAA con
porcentajes entre 7.78% y 53.33% para los 16 cultivares. El tratamiento “alto” (53.33%)
es similar al reportado por Sridevi et al. (2014), quienes obtuvieron un porcentaje de
regeneracion del 60% en C. deweri, utilizando la misma combinacién y concentracion

de reguladores de crecimiento (8.87 uM, BAP/ 1AA, 2.85 uM).
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El tratamiento “medio” de BAP/IAA presentd valores de 17.33% a 24% vy el “bajo” de
9.11% a 14.67%. Los valores de estos dos tratamientos fueron mejores a los
tratamientos “altos” de las combinaciones BAP/IBA (de 9.11% a 14.44%), IBA/Cinetina
(de 8.22% a 12.44%) e IBA/Zeatina (de 7.78% a 12.22%). Se corrobord que estas
diferencias fueran significativas mediante el analisis estadistico correspondiente
(anexo 5). Conjuntamente, el tratamiento “medio” de IBA/BAP fue significativamente
mejor al compararlo con los tratamientos “medio” de todas las combinaciones en las
que se uso IBA, asi como en la combinacién NAA/Cinetina (de 10.22% a 14.67%) y

NAA/Zeatina (de 9.33% a 14.22%).

En relacion con las otras combinaciones donde se utilizé IAA, se observaron
porcentajes de regeneracion en los tres tratamientos que oscilaban entre el 2.44% y
41.56% para la combinacién IAA/Cinetina, la combinacién IAA/TDZ mostro porcentajes
de 11.11% a 48.67% y para |IAA/Zeatina la respuesta de regeneracion oscil6 entre el

1.78% y 41.56%.

Las combinaciones que tuvieron los resultados menos favorecedores en los tres
tratamientos fueron aquellas en las que estuvo presente IBA, el tratamiento IBA/BAP
tuvo porcentajes del 1.33% al 14.44%, IBA/Cinetina de 1.22% a 12.44%, IBA/Zeatina
de 1.33% a 12.22% e IBA/TDZ de 1.33% a 17.26%. A pesar de que en este ultimo
tratamiento estuvo presente TDZ, el porcentaje de regeneracion fue menor en
comparacion a cuando se utilizd en combinacion con NAA (tratamiento “alto”, de 67%
a 73.33%, “medio”, 34% a 39.56% y “bajo”, de 16% a 21.11%) o IAA (tratamiento “alto”,

de 43.56% a 46.67%, “medio”, 21.33% a 26.44% y “bajo”, de 11.11% a 16.44%).

93



Lo anterior indica que la auxina utilizada en cada combinacion tuvo un papel
fundamental en la respuesta de la organogénesis directa en tallos de café, la mejor
combinacion fue la de NAA/TDZ. Sin embargo, el mejor grupo de combinaciones fue
aquel en el que se utlizd IAA, Omitiendo a la combinacion NAA/TDZ, las
combinaciones de los cuatro citocininas con IAA, presentaron los porcentajes mas
altos de regeneracion. En la figura 32 se muestran juntos los porcentajes de

regeneracion de los 16 cultivares usados en este estudio.

Por ultimo, Se observé que los cultivares que tienen un origen hibrido (Costa Rica,
Colombia, IAPAR 59, Oro Azteca e ICATU) tuvieron en general, mejor respuesta de
regeneracion en comparacion a los demas cultivares. El vigor hibrido es una fuente de

variacion genética y fenotipica en poliploides (Feldman & Levy, 2005).

Se ha reportado que, en diferentes especies de plantas, los hibridos poseen
caracteristicas diferentes en comparacion a sus parentales (Osborn et al., 2003, Chen,
2007). Generalmente, apunta a aumentos en la biomasa, el crecimiento, la estatura,
la tasa de regeneracion de brotes, los niveles de fertilidad tolerancia a estrés
biotico/abidtico y se ha considerado uno de los aspectos mas importantes para la

mejora de los cultivos (Chen, 2010).
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Figura 32. Efecto de 12 combinaciones y tres diferentes tratamientos de Auxinas/Citocininas, en la regeneracion de brotes a
partir de explantes de tallo de 16 cultivares de C. arabica. La organogénesis es favorecida a concentraciones altas de reguladores

de crecimiento. Concentraciones bajas muestran un menor porcentaje de regeneracion en todos los cultivares.
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6.3 Regeneracion de injertos de café por medio de organogénesis directa

Una vez que se conocio el mejor medio de regeneracion, se procedidé a regenerar cada
uno de los injertos que cicatrizaron y crecieron satisfactoriamente. El experimento
consistié en dos cajas Petri por injerto, con 15 explantes de aproximadamente 0.5 cm?,
el medio de regeneracion contenia medio MS suplementado con TDZ (9.16 uM) y NAA
(2.86 uM). se detectaron 443 brotes provenientes de los segmentos de injerto, en total

se obtuvieron 28 plantas in vitro, de las cuales seis fueron pasadas a tierra (tabla 4).

Tabla 4. injertos regenerados en medio MS suplementado con TDZ (9.16 uM) y NAA

(2.86 pM).
Explantes Explantes
Brotes por
Injerto regenerado para con brotes
explante
regenerar regenerados
lapar 59 x Typica 30 8 2
Costa Rica x Typica 30 7 3
Oro Azteca x Pluma Hidalgo 30 6 2
IAPAR 59 x Bourbon 30 7 2
Robusta x Caturra 30 8 2
Robusta x ICATU 30 7 3
Robusta x Mundo N 30 7 2
Robusta x Catuai 30 6 2
Costa Rica x Villa sarchi 30 7 2
Oro Azteca x Caturra 30 8 3
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Colombia x Bourbon 30 6 2

Oro Azteca x Bourbon 30 6 2
Robusta x Garena 30 8 3
Robusta x Oro Azteca 30 8 2
ICATU x Pacamara 30 8 2
Robusta x Oro Azteca 30 6 3
Costa Rica x Colombia 30 7 2
Robusta x Typica 30 6 2
Robusta x IAPAR 59 30 6 3
Oro Azteca x Garena 30 8 2
ICATU x Garnica 30 6 2
IAPAR 59 x Villa sarchi 30 5 3
IAPAR 59 x Garena 30 6 3
Oro Azteca x Maragogype 30 6 2
Oro Azteca x Pacamara 30 7 2
Robusta x Colombia 30 6 3
IAPAR 59 x Oro Azteca 30 7 2
ICATU x Garena 30 6 3

(Continuacion)

Cabe mencionar que con el paso del tiempo algunos de los brotes fueron perdiendo
viabilidad, a pesar de que tuvieron las condiciones necesarias para su crecimiento
como temperatura (26 °C), luz (16/8 h de fotoperiodo) y medio fresco (el traspase se

hizo cada dos semanas para evitar oxidacion del medio de cultivo y proporcionar
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nutrientes frescos, asi como reguladores de crecimiento necesarios). Se ha reportado
ampliamente en hibridacion somatica de protoplastos, que cuando se fusionan dos
genomas completos, puede surgir un fenémeno llamado "conflicto genético”, este
fenémeno puede ocasionar que ciertos cromosomas se repelen entre si, debido a que
se introduce una cantidad significativa de material genético no deseado por la célula

(Schluter, 2009; Sobel et al., 2010).

Estas limitaciones resultan en: crecimiento anormal (Sherraf et al., 1994), regeneracion
de hibridos con baja fertilidad (Spangenberg et al., 1994; Kisaka et al., 1998; Hu et al.,
2002), brotes no enraizados (Wakita et al., 2005 ; Sonntag et al., 2009), callos
recalcitrantes (Liu et al., 2005; Pati et al., 2008; Han et al., 2009) y crecimiento hibrido
lento (Zhou et al. 2006; Wang et al. 2011c). Posiblemente, un fenédmeno similar podria

estar ocurriendo en las plantas provenientes de la zona de injerto.

En otro orden de ideas, después de cuatro semanas de incubacion, se observo el inicid
de la formacion de aglomerados de células fotosintéticas observandose células
isodiamétricas pequefas (Figura 33,c-d). En los tallos de café no injertados, este
proceso se llevo a cabo en dos semanas. A las 12 semanas se observo la formacion

de meristemos apicales y subsecuentemente la formacion de hojas (33, e-g).

Las plantulas regeneradas presentaron diferentes patrones de crecimiento, se
observaron plantulas que crecieron de en medio del explante, otras que crecieron solo
en donde habia nudos y otras que crecieron solo de la parte lateral del explante (33,

h). Se encontré que en cada explante habia de 2 a 3 brotes regenerados (33, i-j).
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Figure 33. Organogénesis directa de injertos de café. a) Injerto de café previo al
proceso de regeneracion. b) Explante representativo de un corte transversal del injerto
al inicio del ensayo. c) Explante en medio MS suplementado con 9.16 uM TDZ y 2.86
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uM NAA, después de dos semanas de cultivo. d) Aglomerado de células isodiamétricas
no diferenciadas después de cuatro semanas de cultivo. €) Imagen de SEM de un
meristemo vegetativo y primordios de hoja ya diferenciados, posterior a 12 semanas
de cultivo (bar 100 um). f) Regeneracién directa de un brote proveniente de la zona
del injerto, posterior a 13 semanas de cultivo. g) Imagen de SEM del inicio del
desarrollo de las primeras hojas (bar 100 um). h) Elongacién de brotes creciendo de
diferentes maneras. i) Imagen de SEM de dos brotes creciendo en un explante,
posterior a 15 semanas de cultivo (bar 100 um). j) Imagen representativa de dos brotes
creciendo en un explante, posterior a 15 semanas de cultivo k) Planta regenerada con
sistema radical, posterior a 20 semanas de cultivo. |) Planta aclimatada creciendo en

invernadero.

El proceso de organogénesis para formar plantas completas ( con parte aérea y de
raiz) tarddé 20 semanas de cultivo (33, k). A diferencia de las plantas provenientes de
los injertos, las plantas sin injertar tardaron 11 semanas en regenerar la parte aérea y
el sistema radical. La diferencia en el tiempo de regeneracion posiblemente se deba a
qgue al fusionarse los dos parentales en el injerto, las células de la zona del injerto
adquirieron un aumento de ploidia debido a la THG y por lo tanto, tuvo una respuesta

de regeneracion diferente a las plantas sin injertar.

Se hareportado que en la zona del injerto existen células con diferente nivel de ploidia
(mixoploides), resultado de la fusion de protoplastos durante el proceso de
cicatrizacion y de la union del injerto (Yin et al., 2012; Wang et al., 2017a). Nilanthi et
al. (2009) mencionan que los organismos mixoploides pueden llegar a retrasar su

crecimiento debido a que diferentes tipos de células tienen un desarrollo asincronico
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basado en el ciclo celular de la planta. No obstante, a pesar del prolongado periodo de
regeneracion, las plantas se desarrollaron gradualmente (33,I) En la figura 34 se

muestran algunas plantas regeneradas provenientes de la zona del injerto.

Figura 34. Plantas regeneradas de la zona del injerto. a) C. canephora cv. Robusta
x C. arabica cv. Oro Azteca. b) C. arabica cv. Costa Rica x C. arabica cv. Colombia. c)
C. canephora cv. Robusta x C. arabica cv. Garena. d) C. arabica cv. IAPAR 59 x C.
arabica cv. Typica. e) C. arabica cv.ICATU x C. arabica cv. Garnica. f) C. arabica
cv.lAPAR 59 x C. arabica cv. Bourbon. g) C. canephora cv. Robusta x C. arabica cv.
Caturra h) C. canephora cv. Robusta x C. arabica cv. IAPAR 59 i) C. canephora cv.

Robusta x C. arabica cv. Catuai.
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6.4 Andlisis del tamafio de genoma de plantas de café por Citometria de Flujo

Para conocer el contenido genético de los parentales usados en los injertos, asi como
de las plantas regeneradas, se necesita hacer una comparaciéon con el tamafio de
genoma de alguna planta de la cual se conozca su contenido genético, ésta planta es
conocida como estandar. En este trabajo se realiz6 una comparacion con dos

estandares de tamafo de genoma reportado previamente.

6.4.1 Contenido de ADN nuclear de los estandares utilizados

El primer paso en el analisis FCM, fue definir los valores 2C de los estandares para
posteriormente llevar a cabo la cuantificacion del contenido de ADN de los cultivares
de C. arabica. Cuando se us6 IP como compuesto de tincién, los nucleos
pertenecientes a la fase GO/G1 de soya fueron localizados en la grafica de dispersion
(dot plot), con un valor de fluorescencia de 163 y de 70.48 con DAPI (figura 35). El
tamafo del genoma de soya fue de 2C = 2.30 £ 0,030 pg. Estos valores son similares
a los reportados por Arumuganathan et al. (1991) (2C = 2,31 pg) y Vilhar et al. (2001)

(2C = 2.34 po).

Dolezel & Greilhuber (2010) sugieren que, para utilizar una planta como estandar esta
debe poseer diversas caracteristicas entre las que destacan: un tamafio del genoma
similar pero no idéntico a la planta de estudio, el pico GO/G1 del estandar no debe
solaparse con el pico GO/G1 de la muestra. Ademas, el estandar debe ser
genéticamente estable, los nlcleos deben obtenerse en cantidades suficientes para el
analisis y el tamafio de genoma del estandar debe ser ampliamente reportado en

literatura con un AT% similar al de la planta a analizar. La soya tiene todas estas
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caracteristicas y es uno de los ocho mejores estandares primarios segun Praca-Fontes

et al. (2011).
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Figura 35. Analisis del tamafio de genoma de soya. a) Grafica dot plot, nacleos
tefiidos con IP. b) citograma, nucleos tefiidos con IP. c) Grafica dot plot, nucleos

tefidos con DAPI. d) citograma, nucleos tefidos con DAPI.
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En la figura anterior se muestran los citogramas y graficas dot plot de soya, con un
total de 3162 nucleos tefidos con IP y 4888 con DAPI, el CV tuvo valores de 4.09 y
6.82% respectivamente. Dolezel & Bartos (2005) mencionan que un CV menor a 5%

es el adecuado para poder considerar una muestra de buena calidad.

El coeficiente de variacion puede verse afectado por la centrifugacién de los nucleos y
la correcta eliminacion del sobrenadante, la adicion de antioxidantes, las condiciones
ambientales de crecimiento entre las muestras, las repeticiones en diferentes periodos,
y la presencia de metabolitos secundarios como lo son los compuestos fendlicos

(Clarindo et al., 2011).

En ese mismo contexto, Clarindo et al. (2013) mencionan que es necesario utilizar un
estdndar secundario para evitar pseudo-variaciones asi como consecuentes
estimaciones imprecisas del tamafio de genoma en C. arabica En este trabajo, C.
canephora fue utilizado como segundo estandar debido a la cercana relacién con C.
arabica. Cuando se utilizé IP, El pico GO/G1 de C. canephora se observo en el canal
de fluorescencia 92 al usar IP y al usar DAPI en el canal de fluorescencia 49 (Figura
36), se obtuvo un valor de 2C=1.29 + 0.051 pg. Se ha reportado que el contenido del
genoma de C. canephora se encuentra en el intervalo de 1.20 a 1.40 pg (Cros et al.,

1995; Noirot et al., 2003a, 2003b).
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Figura 36. Analisis del tamafio de genoma de C. arabica. a) Grafica dot plot de
nucleos tefidos con IP; b) citograma de nucleos tefiidos con IP; ¢) Grafica dot plot de

nucleos tefiidos con DAPI; d) citograma de nucleos tefiidos con DAPI.

En otros estudios han seleccionado a C. canephora como estandar para determinar el
contenido nuclear de ADN en diferentes especies de Coffea (Clarindo et al., 2009,
2013). De acuerdo con los datos obtenidos, se corroboro que el contenido de ADN de
C. canephora es menor en comparacion a la especie C. arabica. Esto se debe a que
C. canephora es una especie diploide mientras que C. arabica es la Unica especie de

Coffea con 2n = 44 cromosomas, se ha considerado un alotetraploide segmentado
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natural que contiene dos sub-genomas, originados de un cruce entre dos especies
diploides, 2n = 22 (Lashermes et al., 1993; Orozco-Castillo et al., 1996, Baruah et al.,
2003). Se ha considerado que algunas especies de Coffea diploides son los posibles
progenitores, como C. eugenioides (Orozco-Castillo et al., 1996; Raina et al., 1998;
Lashermes et al., 1997) y C. canephora (Lashermes et al., 1997, 2000; Ruas et al.,

2003).

Es importante mencionar que ademas de utilizar los dos estdndares previamente
descritos, se utilizaron otras plantas modelo como Arabidopsis thaliana, Nicotiana
tabacum, Solanum lycopercicum y Zea mays. pero el tamafio de su genoma no es
similar al de los cultivares de C. arabica y se tuvieron dificultades para el célculo del
contenido de ADN, Incluso el tamafio de genoma de Solanum lycopercicum resultd
idéntico al de algunos cultivares analizados en este trabajo. No obstante, los datos
obtenidos de esas plantas modelo pueden servir en futuros estudios relacionados con

el ciclo celular, nivel de ploidia y tamafio de genoma de plantas (anexo 6).

6.4.2 Histogramas de fluorescencia de cultivares de C. arabica

Se analizo el ciclo celular de 16 cultivares de C. arabica. Se localizo el pico GO/G1 de
cada cultivar en las gréficas de dispersion celular (dotplot) (anexo 7 y 8). Se obtuvieron
valores de fluorescencia en un intervalo de 181.7 a 216.91 con IP y de 90.83 a 104.96

con DAPI (tabla 5).
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Tabla 5. Valores de fluorescencia pertenecientes a 16 cultivares de C. arabica. Como

estandar primario se utilizo soya, C. canephora fue usado como estandar secundario.

Media de

NUmero de nucleos

Coeficiente de

Cultivares fluorescencia variacion (%)

DAPI IP DAPI IP DAPI IP
Typica 90.83 181.7 2173 3549 5.85 5.23
Maragogype 93.79 185.49 6118 5580 5.85 5.65
Pluma Hidalgo 93.86 188.91 9193 2924 5.55 5.43
Villa Sarchi 94.19 196.07 7570 3072 6.22 4.21
Bourbon 94.35 202.97 5910 4504 5.88 5.66
Caturra 95.49 204.37 7357 4738 5.44 6.13
Catuai 95.61 204.83 9121 5505 5.44 4.44
Mundo Novo 95.72 205.67 7229 3213 5.48 4.29
Garnica 95.95 208.11 4834 4474 5.65 5.65
Pacamara 97.5 212.63 6267 3246 5.64 6.32
Garena 97.77 214.95 5950 3606 5.55 4.97
Colombia 98.15 216.6 6908 3354 4.87 5.15
IAPAR 59 98.42 216.91 3628 2716 5.09 4.96
Costa Rica 99.12 221.9 8102 3700 5.42 5.73
Oro Azteca 104.26 224.04 5237 2833 5.4 5.22
ICATU 104.96 224.35 6404 4896 5.09 6.02
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Se obtuvo un conteo de nucleos entre 3500 y 5500 con IP, al usar DAPI se obtuvo un
conteo de nucleos entre 2000 y 9000 nucleos, Asi como un CV del 4 al 6%. Clarindo
et al. (2012) describieron que en algunos cultivares de C. arabica es dificil obtener

valores de CV menores al 5% (nivel recomendado por Dolezel & Bartos 2005).

En el presente trabajo se realizaron pruebas de presencia de inhibidores (Huang et al.,
2013; Choudhury et al., 2014) y se desarrollé6 un protocolo para el aislamiento de
nucleos para evitar estimaciones erréneas del tamafio del genoma. Los resultados
anteriores sugieren que los datos obtenidos de los histogramas fueron apropiados para
el andlisis del tamafio del genoma, se observaron sefiales de fluorescencia bien
definidas pertenecientes a la fase GO/G1 del ciclo celular. De manera representativa

en la figura 37 se muestran 16 citogramas de los cultivares de C. arabica.
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Figura 37. Citogramas representativos de la intensidad de fluorescencia de nucleos
de cultivares de C. arabica y estandares. 1) Soya (canal 163.6) y 2) C. canephora
(canal 92.85). 16 cultivares representativos son mostrados: 3) Typica; 4) Maragogype;
5) Pluma Hidalgo; 6) Villa sarchi; 7) Bourbon; 8) Caturra; 9) Catuai; 10) Mundo Novo;
11) Garnica; 12) Pacamara; 13) Garena; 14) Colombia;15) IAPAR 59;16) Costa Rica,;

17) Oro Azteca; 18). ICATU.
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Es importante mencionar que los valores de fluorescencia obtenidos con DAPI fueron
utilizados para conocer el %AT y GC% presente en el genoma de los cultivares de C.
arabica y para llevar a cabo una comparacion indirecta con los valores 2C obtenidos
con IP como compuesto de tincion. los valores obtenidos con DAPI solo pueden
considerarse como relativos debido a que este compuesto se une preferencialmente a
regiones De ADN ricas en A-T. Por lo tanto, se generan estimaciones incorrectas de
las cantidades absolutas de ADN (Dolezel & Bartos 2005). Debido a lo anterior, los
resultados obtenidos con IP fueron usados para calcular el contenido de ADN absoluto,
debido a que este compuesto se intercala en el surco menor de la doble hélice del

ADN evitando la interaccién con pares de bases especificas como en el caso de DAPI.

En términos de fluorescencia, Los cultivares de C. arabica analizados se clasificaron
en dos grupos que estan de acuerdo con otros trabajos en donde utilizaron técnicas
como amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP) y polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) (Anthony et al., 2002; Steiger et al., 2002; Machado et al., 2017). En
el primer grupo se encuentran aquellos que provienen de los cultivares Bourbon y
Typica y fue nombrado “typica related”, mientras que el segundo grupo es llamado
“Introgression” e incluye aquellos que poseen algunos rasgos genéticos de otro cultivar
como cruces artificiales o hibridos, asi como de otras especies, principalmente C.

canephoray C. liberica (figura 38).
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Figura 38. Citogramas del contenido de ADN relativo de nacleos de 16 cultivares
de C. arabica tefiidos con IP. a) Familia de cultivares relacionados con Typica. Soya
y C. canephora fueron usados como controles. b) Familia de cultivares relacionados

con cultivares provenientes de cruzas artificiales o hibridos. Los controles fueron

similares a los empleados en panel a).
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Los cultivares méas importantes del primer grupo son Pluma Hidalgo y Maragogype,
gue son mutaciones naturales de Typica. Villa Sarchi y Caturra son mutaciones
naturales de Borbon, ademéas de hibridos como Mundo Novo (Typica x Bourbon) y
Catuai (Mundo Novo x Caturra). Estos cultivares estan asociados con una alta calidad
de lataza, pero son susceptibles a las principales enfermedades del café, como la roya
del café. Debido a la presencia de esta enfermedad, se han introducido cultivares que
muestran cierto grado de resistencia. El segundo grupo incluye cruces artificiales entre
diferentes cultivares de C. arabica, por ejemplo, Garnica (Mundo Novo x Caturra) y su
mutacion natural Garena. Este grupo también incluye hibridos, como IAPAR 59 (Villa
Sarchi x Timor Hybrid 832/2), Colombia (Caturra x Timor Hybrid 1343), Costa Rica
(Timor Hybrid 832/1 x Caturra), Oro Azteca (Timor Hybrid 832/1 x Caturra) e ICATU,
cultivar generado entre el hibrido Bourbon x C. canephora y Caturra. En la figura 39
se muestra la genealogia de cultivares de C. arabica previamente descritos. Se

distinguen diferentes linajes que dan origen a los cultivares mas utilizados en el mundo.

Estos cultivares son importantes a nivel mundial debido a su resistencia parcial a las
razas de roya que afectan a los arboles de C. arabica en todo el mundo. Sin embargo,
actualmente no hay cultivares que alberguen todos los genes de resistencia
identificados hasta la fecha (Anthony et al., 2001) (Diola et al., 2013); por lo tanto, las
técnicas que aumentan la diversidad genética seran muy importantes para el control o

la mitigacion de la roya del café, entre otras enfermedades de este cultivo fundamental.
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Typica | Robusta

Timor Timor

Pluma | ________ _| :| ________ 3 Hybrid Hybrid
Hidalgo . Typica Bourbon Caturra 832/1) (1343)
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Azteca Rica
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ICATU

:

-

Villa Sarchi Timor Hybrid
(832/2)

| IAPAR 59

.

--------- = Matural mutation

Figura 39. Genealogia de cultivares de C. arabica analizados en este trabajo. Se distinguen diferentes linajes que dan origen
a los cultivares mas utilizados en el mundo. Los cultivares indicados con una flecha punteada se originaron como mutaciones
naturales Del cruce genético Typica y Robusta, se generaron diferentes hibridos. Los cultivares que muestran resistencia parcial
a la roya del café se resaltan en cuadros sombreados. El codigo internacional para las accesiones de cultivares de Timor se
indica entre paréntesis.
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6.4.3 Andlisis del tamafio de genoma en cultivares de C. arabica

A partir de los datos de fluorescencia obtenidos, se calculd, tal y como se indica en
materiales y métodos, el contenido de ADN de los 16 cultivares de C. arabica usando
a soya como estandar primario. Se observo un contenido de ADN nuclear entre 2,56 +
0,016 y 3,16 + 0,033 pg. Typica tuvo el tamafio de genoma mas pequefio, mientras
que ICATU tuvo el tamafio de genoma mas grande. Los valores de contenido de ADN
nuclear de Bourbon (2C = 2.86 + 0.010), Maragogype (2C = 2.61 £ 0.049 pg), Pluma
Hidalgo (2C = 2.66 £ 0.007 pg), Villa Sarchi (2C = 2.76 £ 0.065 pg) y Caturra (2C =
2.88 + 0.040 pg) (la familia genética tipica) son congruentes con la genealogia de los

cultivares de café analizados en este estudio como se mostré en la figura 39.

El tamafio de genoma de Catuai y Mundo Novo (2C = 2.88 £ 0.053 y 2.90 £ 0.031 pg
respectivamente) fueron similares a los cultivares brasilefios Catuai Vermelho IAC 15
(UFV 2237 cova 148 EL7), asi como a Mundo Novo IAC 376-4-32 (UFV 2150) Cova
39 (Bourbon Vermelho x Sumatra) reportados por Clarindo et al. (2009, 2013) y Fontes
(2003). Garnica (2C = 2.93 £ 0.021 pg) y Garena (2C = 3.03 = 0.035 pg) mostraron
valores similares, mientras que Colombia (2C = 3.05 + 0.022), IAPAR 59 (2C =3.05 +
0.080 pg) Costa Rica (2C = 3.12 + 0.125) y Oro Azteca (2C = 3.15 + 0.021 pg)
mostraron valores 2C mayores en comparacion a los demas cultivares, posiblemente

debido a su naturaleza hibrida (tabla 6).
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Tabla 6. Contenido de ADN nuclear de cultivares de C. arabica tefiidos con DAPI y

IP como estandares.

2C Contenido de ADN (pg)

Cultivares Soya C. canephora

DAPI IP DAPI IP
Typica 3.03+0.042 2.56 + 0.016 2.85+0.031 2.52+0.026
Maragogype 3.13+0.049 2.61 +0.049 2.94+0.012 2.58+0.019
Pluma Hidalgo 3.13+0.05 2.66 = 0.007 2.94+0.056 2.62+0.034
Villa Sarchi 3.14+0.33 2.76 £ 0.065 2.95+0.073 2.72+0.004
Bourbon 3.15+0.027 2.86 +0.010 2.96+0.040 2.82+0.029
Caturra 3.18+0.031 2.88 +£0.040 2.99+0.066 2.84+0.016
Catuai 3.19+0.029 2.88 + 0.053 3.00+£0.25 2.85+0.055
Mundo Novo 3.19+0.032 2.90 £ 0.031 3.00+£0.015 2.86+0.064
Garnica 3.20+0.027 2.93 +£0.021 3.01+0.084 2.89+0.042
Pacamara 3.25+0.025 2.99 +0.025 3.06+0.035 2.95+0.028
Garena 3.26+0.026 3.03 £ 0.035 3.06+0.041 2.99+0.010
Colombia 3.27+0.019 3.05+0.022 3.08+0.097 3.01+0.031
IAPAR 59 3.28+0.022 3.05 + 0.080 3.08+0.026 3.01+0.086
Costa Rica  3.30+0.015 3.12+0.125 3.11+0.038 3.08%0.050
Oro Azteca  3.48+0.033 3.15+0.021 3.27+0.075 3.11+0.062
ICATU 3.50+0.030 3.16 +0.033 3.45+0.043 3.12+0.037
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Cuando se utilizé C. canephora como estandar, los valores 2C fueron ligeramente
menores a los obtenidos con soya. Se llevo a cabo una prueba t para comparar ambos
conjuntos de valores, no se encontré diferencia significativa en la mayoria de
cultivares. (anexo 9). La figura 40 muestra una comparacion lineal de los valores 2C
obtenidos con soya y con C. canephora. Se observé una pendiente similar en todos
los cultivares con un valor de R? = 0.98. este parametro reproducible nos permitié
estimar que el contenido de ADN nuclear es muy similar, independientemente de cual
estandar se utiliz6. la variacion es consistente, lo que nos permite confiar en las

estimaciones obtenidas.

3.2

y=0.014x+0.0124
R'=0 l‘l')“]

* pg Glycine max pg Coffea canephora

29

28 1

2C DNA amount (pg)

170 180 190 200 210 220 230

Propidium iodide fluorescence

Figura 40. Comparacion lineal del contenido nuclear de ADN de cultivares de C.
arabica, utilizando dos estandares. Se encontré una pendiente similar (R? = 0.98)

en todos los cultivares evaluados, los nlcleos se tifieron con IP.
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Se puede considerar que los valores 2C son similares utilizando dos estandares. Sin
embargo, la soya es una planta considerada como uno de los mejores ocho estdndares
para CMF, debido a su bajo contenido de compuestos citosolicos, asi como otras
propiedades inherentes que tienen un efecto significativo en el momento del
procesamiento y tincion de la muestra. Praca-Fontes et al. (2011). De igual manera, el
tamafio de genoma de soya ha sido ampliamente reportado en literatura

(Arumuganathan et al., 1991; Vilhar et al., 2001; Bennett & Leitch 2012).

En contraste, se ha reportado que C. canephora contiene metabolitos secundarios
como acidos clorogénicos y cafeina que interaccionan con el compuesto de tincion,
disminuyendo la accesibilidad al ADN, generando estimaciones erroneas del tamafo
de genoma (Noirot et al., 2000, 2002, 2003a, 20005; Greilhuber et al., 2005b; Dolezel
et al., 2007). Ademas, el tamafio de genoma de C. canephora esta reportado en un
intervalo de 1.20 a 1.40 pg (Cros et al., 1995; Noirot et al., 2003a, 2003b), lo que podria
ocasionar una variacion al momento de calcular los valores 2C. Atendiendo a estas
consideraciones, en este trabajo se propone que las mejores estimaciones del
contenido de ADN nuclear fueron las obtenidas al usar soya como estandar y IP como

compuesto de tincion.
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6.4.4 Andlisis estadistico del tamafio de genoma de 16 cultivares de C. arabica

Se realiz6 un analisis estadistico (LSDo.os = 0.13356) con los valores 2C obtenidos con
soya como estandar y IP como compuesto de tincion (anexo 10). El analisis LSD es
una herramienta es particularmente til para el estudio de rasgos agronémicamente
importantes. En el caso de C. arabica, es importante determinar la variabilidad genética
entre diferentes cultivares (incluido el tamafio del genoma), ya que la mayoria de ellos
no son especies biologicamente definidas, sino el resultado de mutaciones somaticas

e hibridacion artificial.

Esto ha generado plantas con incompatibilidad sexual, una fase juvenil prolongada,
alta homocigosidad, patrones de hibridacién complejos y baja tasa de germinacion de
semillas. Por lo tanto, el analisis de citometria de flujo aplicado para estimar el
contenido total de ADN nuclear puede ayudar a identificar aquellos cultivares con
mayores posibilidades de tener compatibilidad sexual y, por lo tanto, la hibridacion a
través de la mejora convencional. El analisis de LSD que se muestra aqui nos permitio
distinguir variaciones de 0.133 pg en el contenido de ADN nuclear. El cultivar con
menor contenido de ADN fue Typica con 2.56 pg, en el cual 0.133 pg corresponde a
5% de sensibilidad. Sin embargo, en algunos cultivares, la diferencia detectable es

menor de lo que permite el andlisis estadistico.
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Aunque algunos de estos cultivares surgieron como resultado de mutaciones
naturales, las plantas que resultaron de estas mutaciones tienen un contenido de ADN
diferente en relacion con sus parentales (como es el caso de Pacamara y
Maragogype). Otros cultivares tienen un origen genético diferente, pero poseen un
contenido de ADN similar, como Pacamara y Garena. En general, los cultivares
resultantes de mutaciones espontaneas tienen un mayor contenido de ADN que los
cultivares de los que se originaron. Este es el caso del cultivar Typica que dio origen a
Maragogype, Pacamara y Pluma Hidalgo. Una situaciéon similar se encuentra en el
caso del cultivar Caturra con un mayor contenido de ADN que su parental Bourbon. La
estimacion del genoma con IP utilizando el estandar primario muestra dos grupos, que

son significativamente diferentes (LSDo.os = 0.13356).

El primero grupo representa cultivares relacionados con Typica, con menor contenido
del genoma (Maragogype, Pluma Hidalgo, Villa Sarchi, Bourbon, Caturra, Catuai y
Mundo Novo), mientras que el segundo incluye los cultivares Colombia, IAPAR 59,
Costa Rica, Oro Azteca e ICATU. No se encontraron diferencias significativas (LSDo.os
= 0.13356) entre los hibridos naturales (Garnica, Pacamara, Garena) y los hibridos

sintéticos (Colombia, IAPAR 59, Costa Rica, Oro Azteca e ICATU).
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Marques et al. (2011) mencionaron que una posible explicaciéon para esto es que los
individuos estudiados de las poblaciones hibridas representan generaciones tardias,
que habrian experimentado cambios sustanciales en el tamafio del genoma en
comparacion con la F1, o posiblemente son una mezcla de genotipos hibridos, no

necesariamente de las Ultimas generaciones.

Se sabe que las variaciones en el tamafio del genoma se ven afectadas principalmente
por retrotransposones, reordenamientos estructurales, deleciones en el nivel
cromosomico y recombinacion ilegitima (Williams et al., 2002, Bennetzen et al., 2005
y Grover et al., 2010). Los mecanismos subyacentes a la variacion del tamafio del
genoma intraespecifico e interespecifico en plantas, particularmente a nivel evolutivo,

no se conocen bien; por lo tanto, se requiere mas investigacion al respecto.

6.4.5 Comparacion del tamafio de genoma utilizando DAPI y IP como

compuestos de tincién

Se observé que en todos los cultivares, los nucleos tefiidos con IP tuvieron menor
tamafio de genoma, difiriendo significativamente (P <0.001) (anexo 11) en

comparacion a cuando fueron tefiidos con DAPI (figura 41).
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Figura 41. Tamafio de genoma de 16 cultivares de C. arabica. Valores 2C (pg)

ordenados de manera ascendente cuando los nucleos se tifieron con IP y DAPI. Soya

fue usado como estandar. IP= Yoduro de propidio. DAPI= 4', 6'-diamino-2-fenilindol

dihidrocloruro de hidrato.
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La menor diferencia se encontrd en el cultivar de Costa Rica (0.18), mientras que la
mayor diferencia se observo en el cultivar Maragogype (0.52) (tabla 7). Clarindo et al.
(2012). Han reportado discrepancias en el tamafio de genoma de C. canephora y C.
arabica usando IP y DAPI. Sisko et al. (2003) encontraron una correlacion (R2 = 0,82)

entre los valores obtenidos con IP y DAPI en especies del género Cucurbita.

En géneros como Magnolia, Narcissus, Cotoneaster y Acer (Parris et al., 2010;
Marques et al., 2011; Rothleutner et al., 2016; Contreras & Shearer 2018), se han
reportado valores 2C mayores con DAPI en comparacion a cuando se usé IP. Noirot
et al. (2002) y Dolezel et al. (1992) encontraron en diferentes plantas una
sobreestimacion de los valores 2C al utilizar DAPI. Factores como la diferencia de AT%
entre la muestra y el estandar, asi como las propiedades de unién del compuesto de
tincion, contribuyen a afectar la sobreestimacion del tamafio de genoma al usar DAPI.
Sin embargo, es un compuesto practico para estimar la relacion de AT/GC al usarlo

junto con un compuesto de tincién intercalarte como IP (Contreras & Shearer 2018).
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Tabla 7. Comparacién del tamafio de genoma y porcentaje de pb de 16 cultivares de

C. arabica tefiidos con DAPI, asi como IP. Soya fue utilizado como estandar.

2C Contenido de ADN (pg)

Cultivares DAPI-IP YGC% YAT%
DAPI IP
Typica 3.03+0.042 2.56 +£0.016 0.47* 39.02 60.98
Maragogype 3.13+0.049 2.61 +0.049 0.52* 39.22 60.78
Pluma Hidalgo 3.13+0.05  2.66 + 0.007 0.47* 38.91 61.09
Villa Sarchi 3.14+0.33  2.76 £ 0.065 0.38* 38.32 61.68
Bourbon 3.15+0.027 2.86 +£0.010 0.29* 37.74 62.26
Caturra 3.18+0.031 2.88 +£0.040 0.30* 37.83 62.17
Catuai 3.19+0.029 2.88 + 0.053 0.31* 37.81 62.19
Mundo Novo  3.19+0.032 2.90 £ 0.031 0.29* 37.76 62.24
Garnica 3.20+£0.027 2.93+£0.021 0.27* 37.59 62.41
Pacamara 3.25+0.025 2.99+0.025 0.26* 37.5 62.5
Garena 3.26+0.026  3.03 £ 0.035 0.23* 37.35 62.65
Colombia 3.27+0.019 3.05 £ 0.022 0.22* 37.29 62.71
IAPAR 59 3.28+0.022 3.05 £ 0.080 0.23* 37.31 62.69
Costa Rica 3.30+£0.015 3.12+0.125 0.18* 37.03 62.97
Oro Azteca 3.48+0.033 3.15+0.021 0.33* 37.76 62.24
ICATU 3.50+0.030 3.16 + 0.033 0.34* 37.85 62.15

*Diferencia significativa (P<0.001) basada en la prueba t de student comparando los valores 2C estimados con
DAPly IP.

YGC% = 100 — {AT% del estandar - [(media de fluorescencia del estandar DAPI/ media de fluorescencia de la
muestra DAPI) / media de fluorescencia del estandar IP/ media de fluorescencia de la muestra IP)] (1/ binding
length)} (Godelle et al., 1993; Contreras & shearer et al., 2018), donde AT% del estandar = 63.6 y el binding length
de DAPI = 3.5 (Meister & Barow 2007).
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El AT% y GC% se determinG de acuerdo con la ecuacion descrita en materiales y
métodos, los célculos completos son mostrados en el anexo 12. El AT% en los
cultivares evaluados en un intervalo de 60.78% a 62.97%. El contenido de GC% fluctu6
de 37.03% a 39.22% (tabla 7). Clarindo et al. (2013) han reportado AT% = 63.84, en

el cultivar de C. arabica Catuai vermelho.

El GC% obtenido en este trabajo es similar al reportado por Clarindo et al. (2012).
Barow & Meister (2002) argumentan que no existe una correlaciéon general entre el
tamafio del genoma y la relacion AT/GC en plantas superiores y que la fluorescencia
de los compuestos de tincion especificos de bases nitrogenadas esté influenciada por
la distribucién no aleatoria de las pares de bases en la molécula de ADN. Por lo tanto,

puede existir una sobre o subestimacion de los valores experimentales.
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6.5 Andlisis del tamafio de genoma de plantas regeneradas de injertos de café

Se llevdé a cabo el analisis del tamafio del genoma de 28 plantas regeneradas
provenientes de injertos de café. El objetivo de esta etapa fue conocer si las plantas
analizadas contienen mayor contenido de DNA en comparacion al tamafo de genoma

de los parentales (cada una de las diferentes plantas usadas para hacer los injertos).

Se establecieron los ajustes necesarios en el citdmetro de flujo BD LSR Fortessa
utilizando el laser de Argdn para leer yoduro de propidio: FSC 308, SSC 236, Espectro
de emision 587 y Threshold 10,000, de acuerdo con lo reportado por Clarindo et al.

(2012).

Para conocer el contenido genético de las plantas regeneradas, se necesita hacer una
comparaciéon con el tamafio de genoma de alguna planta de la cual se conozca su
contenido genético, esta planta es conocida como estandar. En este trabajo se realiz6

una comparacion con dos estandares de tamafio de genoma reportado previamente.

Como estandar primario se utilizé a la especie Glicine max (soya). La gréfica de
dispersion celular (dot plot) de este estandar, mostré el agrupamiento de poblaciones
caracteristico de esta planta, de acuerdo con lo reportado por Vilhar et al. (2001),
Dolezel & Greilhuber (2010) y Bennet & Leitch, 2012 (figura 42). Mientras que el pico
GO0/G1 de soya fue observado en el canal de fluorescencia 163 (figura 42), el tamafo
del genoma se obtuvo siguiendo las formulas previamente reportadas en la seccion de
material y métodos, obteniendo un contenido de DNA de 2C=2.30 + 0.030 picogramos

(pg). Soya fue elegido como estandar primario debido a que cumple con las
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caracteristicas requeridas de un estandar. De acuerdo con Dolezel & Bartos, (2005) y
Praca-Fontes et al. (2011), el estandar de referencia ideal debe ser genéticamente
estable con un tamafio de genoma constante y disponible en suficiente cantidad. Es
importante también que los citogramas del estandar y la muestra a analizar no se

sobrepongan.

Para dar mayor robustez al analisis por CMF, se utilizé a C. canephora (2C=1.29 +
0.051 pg) como estadndar secundario. Clarindo et al. (2012) mencionan que es
necesario comparar las plantas de estudio con dos o mas estandares diferentes para
evitar falsos positivos en cuanto al andlisis de tamafio de genoma y evitar problemas
de variacion especifica en plantas de café. Ademas, C. canephora ha sido
caracterizada ampliamente por el equipo de trabajo, por lo cual representa un estandar
confiable. En la figura 42 se puede observar la grafica de dispersién celular y
citogramas e correspondientes a C. canephora. Se eligié la zona de la poblacion

celular en GO/G1.
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Figura 42. Analisis por CMF de los estandares utilizados. a) Grafica dot plot (dispersion

celular) de ndcleos de soya. b) Citograma representativo de la distribucion de nucleos
de soya en fase GO/G1. Canal de fluorescencia 163 (2C= 2.30 = 0.030 pg). c) Grafica
dot plot de nucleos de C. canephora. d) Citograma representativo de la distribucién de

ndcleos de C. canephora en fase GO/G1. Canal de fluorescencia 92 (2C=1.29 + 0.051

Pg).

Una vez analizado el tamafio del genoma de los dos estandares, se realizé la
caracterizacion de las 28 plantas regeneradas con el fin de conocer el tamafio de su
genoma Yy verificar la THG. Cada planta fue analizada por triplicado, los datos de
fluorescencia se analizaron con el programa Kaluza version 2.1 para obtener graficas

dot plot y citogramas de cada una de las 28 lineas de estudio.
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El canal de fluorescencia en donde se observan los nudcleos pertenecientes a los
parentales varié de 181.70 a 224.35 para los cultivares de C. arabica y de 92 para C.
canephora. Por lo que, los valores de fluorescencia superiores a 100 (en los injertos
entre C. canephora cv robusta y C. arabica) y a 225 (para los injertos entre dos
cultivares de C. arabica) se deban posiblemente al intercambio de material genético
presente entre organelos celulares como mitocondrias (Gurdon et al., 2017),

cloroplastos (Thyseen et al., 2012) y genes ribosomales (Mahelka et al., 2017).

La tabla 8 muestra la caracterizaciéon por CMF de las 28 plantas regeneradas, es
importante mencionar que cada una es denotada por niumeros del 1 al 28. Se observo
una dispersion celular caracteristica para todas las plantas regeneradas, se seleccion6
a la poblacion celular més uniforme y compacta (figura 43), esta poblacién pertenece
a los nucleos que se encuentran en la fase GO/G1 del ciclo de division celular ya que,
en esa fase, el material genético se encuentra mas estable (Dolezel & Greilhuber,

2010).
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Tabla 8. Contenido genético de 28 plantas regeneradas de café, usando IP como
compuesto de tinciéon. Soya (A) y C. canephora (B) fueron utilizados como

estandares.

Ciclo celular (G0O/G1) IP

. Coeficiente Estandares
Numero
. Canal de de A B
Injerto . de o
fluorescencia variacion n
ucleos %) Contenido
de DNA (pQ)
(1) lapar 59 x Typica 190.89 2547 7.27 2.69 2.65
(2) Costa Rica x Typica 180.15 3605 9.28 254 2.50
(3) Oro Azteca x Pluma Hidalgo 188.58 3869 7.60 2.66 2.62
(4) 1APAR 59 x Bourbon 182.87 2927 11.52 257 254
(5) Robusta x Caturra 167.81 2567 10.59 2.36 2.33
(6) Robusta x ICATU 160.67 3824 11.01 226 2.23
(7) Robusta x Mundo N 178.41 3809 8.70 251 248
(8) Robusta x Catuai 168.46 3157 10.39 237 234
(9) Costa Rica x Villa sarchi 195.75 3967 9.04 276 2.72
(10) Oro Azteca x Caturra 205.60 3524 7.32 2.89 2.86
(11) Colombia x Bourbon 201.59 2872 7.79 2.84 2.80
(12) Oro Azteca x Bourbon 201.28 813 9.26 2.83 2.80
(13) Robusta x Garena 222.86 2202 7.40 3.14 3.10
(14) Robusta x Garnica 222.05 3203 5.64 3.13 3.09
(15) ICATU x Pacamara 212.51 2255 5.37 299 295
(16) Robusta x Oro Azteca 261.00 2188 6.33 3.67 3.63
(17) Costa Rica x Mundo Novo 221.65 2303 7.53 3.12 3.08
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(18) Robusta x Typica
(19) Robusta x IAPAR 59
(20) Oro Azteca x Garena

(21) ICATU x Garnica

(22) IAPAR 59 x Villa sarchi
(23) IAPAR 59 x Garena
(24) Oro Azteca x Maragogype
(25) Oro Azteca x pacamara
(26) Robusta x Colombia
(27) IAPAR 59 x Oro Azteca

(28) ICATU x Garena

241.85

238.99

217.29

211.50

195.16

187.70

186.38

186.50

172.19

403.81

231.70

3166

1413

2612

2463

4822

2958

2253

2385

3024
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2.39
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(continuacién)

Se obtuvieron valores de fluorescencia en un intervalo de 160.67 a 403.81 para las 28

plantas regeneradas. En los 10 injertos entre robusta y C. arabica los valores de

fluorescencia fueron de 160.67 a 261. Mientras que en los 18 injertos entre cultivares

de C. arabica los valores de fluorescencia fluctuaron entre 180.15 y 403.81 (figura 44).
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Figura 43. Dot plot de nucleos tefiidos con IP, correspondiente a 28 plantas regeneradas de café.
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La planta con el mayor valor de fluorescencia, entre injertos de cultivares de C. arabica
fue la niamero 27 (canal de fluorescencia 403.81). Asimismo, entre injertos de C.
canephora cv. Robusta con C. arabica La planta con el mayor valor de fluorescencia
fue la nimero 16. Lo anterior puede indicar que hubo THG entre los nucleos de los dos
diferentes parentales con los que se realizé el injerto. Fuentes et al. (2014) encontraron
que en plantas regeneradas entre diferentes especies de Nicotiana, se llevé a cabo
transferencia de genomas nucleares completos, creando plantas con mayor ploidia y

generaciones fértiles.

Haciendo uso de las ecuaciones descritas en materiales y métodos, se consiguieron
los tamafios genémicos en pg de cada una de las plantas regeneradas, destacando,
como previamente se describid, la planta 27 con un tamafio genémico de 5.61 pg
utilizando soya como estandar primario y 5.69 pg con C. canephora como estandar

secundario (tabla 8).

Con el objetivo de conocer si existid una diferencia significativa entre el uso del
estandar primario y secundario, se realiz6 una regresion lineal (figura 45) entre el
namero de nucleos en funcion del canal de fluorescencia de ambos estandares en
donde los coeficientes de determinacién (R?) se encontraron muy cercanos a 1. Soya=
0.98971 y para C. canephora= 0.98977. Con ayuda del programa Sigma Plot se
elabor6 una prueba de t de Student compuesta de una prueba de normalidad y otro de
varianzas los cuales fueron aprobados, demostrando que no existe diferencia

significativa entre un estandar y otro (figura 46).
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primario y secundario que comprueba que no hay varianza significativa entre ellos.
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Posteriormente se realizd una gréfica overlay (figura 47) en donde se puede observar
los citogramas del parental 1 y parental 2, seguido por el pico GO/G1 de la planta
regenerada 27. De manera tedrica, el sumatorio total del tamafio de genoma de ambos

parentales es de 6.20 pg, mientras que experimentalmente, el valor correspondio a

5.61 pg.
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Figura 47. Grafica overlay de la planta 27. a) citogramas representativos de los
nacleos en fase GO/G1 de los parentales injertados: IAPAR 59 =3.05 pg (1), Oro Azteca
=3.15pg (2) y la planta 27=5.61 pg (3). b) Analisis del ciclo celular de la planta 27 por

medio del algoritmo Michel H. Fox.
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Se analizo el ciclo celular de la planta 27, con el fin de corroborar que el pico utilizado
para calcular el contenido de ADN pertenecia a la fase GO/G1 y que el calculo del

tamafio de genoma no fue erréneo.

La distribucion del contenido de ADN de una poblacién celular tipica se compone de
dos picos (células en las fases G1/G0 y G2/M) y un valle de células en la fase S. Las
células de fase G2/M tienen el doble de cantidad de ADN que las células de fase
G1/GO0, y las células de fase S contienen cantidades variables de ADN entre las que

se encuentran en las células G1 y G2 (Freeling et al., 2015).

La mayoria de los métodos de citometria de flujo del analisis del ciclo celular no
pueden distinguir entre las células G1y GO o las células G2 y M, por lo que se agrupan
como G1/G0 y G2/M. Sin embargo, existen métodos de citometria de flujo que pueden
distinguir cuatro o incluso las cinco subpoblaciones del ciclo celular: GO, G1, S, G2y
Fox (1980) propuso un modelo para obtener las distribuciones de células en el ciclo
celular mediante andlisis informatico de datos de citometria de flujo. El modelo puede

analizar distribuciones de poblaciones celulares asincronas y sincronicas.

El analisis demostro que el 75.08% de los nucleos analizados de la planta 27 estaban
en la fase GO/G1 con una media de fluorescencia de 397.89, mientras que solo habia
13.46% de nucleos en fase Sy 11.46% en fase G2 con una media de fluorescencia de

768.33 con un CV de 7.87% y un conteo de nucleos de 2423.
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6.6 Embriogénesis somatica de plantas regeneradas de café

6.6.1 induccién de callo

Debido a la baja induccion de raiz de las plantas regeneradas provenientes de los
injertos, Se establecio un sistema de embriogénesis somatica con el fin de obtener
plantas completas (con parte aérea y parte de raiz), a partir de hojas de la planta
regenerada del injerto C. arabica cv. IAPAR 59 x C. arabica cv.Oro Azteca (planta 27),
que fue la que tuvo mayor contenido de ADN en comparacion a las demas plantas

estudiadas.

Se hicieron pruebas de induccién de callo utilizando 4 medios con diferentes
reguladores de crecimiento a diferentes concentraciones. (previamente descritos en
materiales y métodos) y posteriormente se hicieron pruebas de regeneracion con

medios que contenian mayor proporcion de citocininas.

Se hizo una valoracién éptica de la induccion de estructuras pre-embriogénicas (callo)
en los cuatro medios de induccion. Se tomaron imagenes a los 15, 30 y 60 dias de la
incubacion. Los resultados obtenidos se registran en orden cronolégico en la figura

48.
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Medio
Callo

M1

CiM

Ind
Callo

Figura 48. Induccién de embriones somaticos de hojas de café en diferentes medios

de cultivo.

A los 60 dias se obtuvieron resultados diferentes para cada medio, redondeados en
color azul se muestran aquellos explantes que no indujeron ningun tipo de callo,
mientras que en color verde claro se visualizan aquellos que si lograron inducir la
formacién de callo. A primera vista se observa que hubo mayor induccién para

“Induccién Callo” y “Medio Callo” respectivamente.
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Posteriormente se tomaron fotografias con ayuda de un estereoscopio para hacer un
andlisis mas detallado y poder tener una visualizacion 6ptima de las caracteristicas de

los callos que se formaron para cada uno de los medios de induccién.

De acuerdo a Ibrahim (2013) para inducir un callo de mejores caracteristicas y en
menor tiempo es necesario el empleo de una mayor concentracidn de auxinas en
comparacion con la de las citocininas, dicha condicioén se cumple en “medio Callo” (2,4-

D 2.75 mg/L, Cinetina (KIN) 0.1 mg/L) y en “CIM” (2,4-D 2 mg/L, BAP 1 mg/L).

Sin embargo, para el caso particular de “CIM”, el callo que se formé fue en un periodo
de aproximadamente de 20 a 30 dias, esta estructura ya no crecia en tamafio
ocasionando que eventualmente el callo muriera, era un callo compacto y dependiente

del tejido del explante (figura 49).

Medio Callo cIM Ind. Callo
(2.4-D 2.75 mg/L: KIN M1 (BAP 1 mg/L) (2,4-D 2 mgiL; (2,4-D2mglL;
0.1 mgiL) BAP 1 mgiL) TDZ 2 mglL)

Figura 49. Efecto de reguladores de crecimiento en la induccion de callo de diferentes

caracteristicas a 60 dias.
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De acuerdo con Momoko et al. (2016) un callo de buenas caracteristicas debe ser
aquel que sea friable, que presente células independientes del tejido y de color amarillo
brillante, dichas caracteristicas se cumplen con el callo formado en “medio callo”, y

obteniendo este tipo de resultados en periodos de 60 dias.

La concentracién de TDZ (2 mg/L) junto el 2,4-D (2 mg/L) tuvieron como resultado la
formacién de un callo de un buen tamafio y en poco tiempo de experimentacion, a
pesar de ello, las células del callo comenzaron a presentar un color verduzco, como
se muestra en la figura 49, lo que indica que dichas células comienzan a fotosintetizar,
sugiriendo una posible re-diferenciacion celular, tal efecto se atribuye a la combinacion

del TDZ con el 2,4-D (Rojas-Martinez et al., 2010).

Los callos en “M1” demoraron casi 60 dias en formarse y por lo tanto el tamafio de
este era considerablemente menor en comparacién con los antes mencionados, este
hecho se atribuye a la Unica concentracién de BAP (1 mg/L) incluida en el medio de

cultivo (Ibrahim, 2013).

Para identificar al medio de cultivo que promoviera la mejor formacion de callo

embriogénico, se procedio a calcular el porcentaje de induccién en diferentes medios

de cultivo. Los resultados se presentan en la figura 50.
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Figura 50. Efecto de reguladores de crecimiento en el porcentaje de produccién de
estructuras pre-embriogénicas (callo). Total de explantes por medio de cultivo= 60,
Numero de explantes con callo: Medio Callo=54; M1=33, CIM=42, Induccién Callo=
52. Porcentaje de formacion de callo : Medio callo= 90%, M1= 55%, CIM= 70%,

Induccién Callo= 87%.

Con los datos presentados, y tomando en consideracion el porcentaje de produccion
junto las caracteristicas de los callos obtenidos en “Medio Callo”, este ultimo fue el
seleccionado para continuar con la experimentaciéon y se volvieron a sembrar en este
medio, con la finalidad de que los callos aumentaran su tamafio. Después de 120 dias

de incubacion, se obtuvieron estructuras como las que se muestran en la figura 51.
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Figura 51. Estructuras pre-embriogénicas en medio de Callo a 120 dias.
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6.6.2. Regeneracién de estructuras pre-embriogénicas de café

Después de mantener los callos en medio de induccion, se procedio a transferirlos a
medios de regeneracion. Se tomaron imagenes para hacer el registro visual de su
evolucion a lo largo de 30 y 60 dias de incubacion, respectivamente. Los resultados se

presentan en la figura 52.

A los 60 dias, los callos en medio de regeneracion se segmentaron en callos mas
pequefios para ser colocados nuevamente en medio de regeneracion. Al ser ya callos
friables, las células se van a encontrar compitiendo por los nutrientes del medio. Por
lo tanto, el flujo de nutrientes entre ellas no es similar por lo que los callos méas grandes
deben segmentarse en pedazos mas pequefos y ser distribuidos a lo largo de la caja

Petri.

RM M2 Embryo SED

30 dias

60 dias

Figura 52. Estructuras pre-embriogénicas a 30 y 60 dias de incubacién en distintos

medios de regeneracion (RM, M2 Embryo y SED).
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Se tomaron imagenes al estereoscopio para hacer el analisis de una posible formacion
de estructuras embriogénicas, con el fin de observar el inicio de la etapa regenerativa
de los callos en los cuatro medios distintos de regeneracion. Los resultados obtenidos

para estos andlisis se presentan en la figura 53.

torpedo
N>
N

torpedo

5 !/"
i

globutar

N .

"1

Figura 53. Diferentes etapas de la embriogénesis somatica en callos de café después
de 60 dias de cultivo. a) Formacion de estructuras globulares en medio RM. b)
Formacion de estructuras globulares y torpedo en medio M2. c¢) Formacion de
estructuras globulares y torpedo en medio embryo. d) Formacién de estructuras

globulares y torpedo en medio SED.
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De acuerdo con Loyola-Vargas et al. (2016), la induccién de las etapas regenerativas
en la embriogénesis somatica debe limitarse por la eliminacién o reduccion de la
concentracion de auxinas, mientras que, por el contrario, la concentracion de
citocininas debe aumentarse o debe mantenerse en la misma concentracion. “RM”,

“‘Embryo” y “SED” cumplen con lo anteriormente expuesto.

No obstante, en el medio “RM” no se logro localizar alguna estructura del tipo torpedo,
que indicara una etapa regenerativa mas avanzada. Es posible que la baja
concentracion de BAP (1 mg/L) haya contribuido a tal hecho. Mientras que, en
“‘Embryo” y “SED” se lograron observar estructuras globulares y de torpedo en la
superficie de todos los explantes observados, el uso de citocininas en mayor

concentracion, puede que haya sido la causa de este resultado.

En algunos callos no se observé ningun tipo de estructura relacionada con la
regeneracion del embrion somatico. Fehér (2019) describe que esto se debe a la
hiperhidricidad, fenémeno fisioldgico que se presenta en los cultivos in vitro de plantas
y se refiere al exceso de agua que adquieren algunos tejidos. En el caso particular de
este trabajo, el callo adquirié6 una forma redonda de color brilloso con superficie lisa,

por lo que se complicé encontrar estructuras regenerativas.

El porcentaje de regeneracion que presentaron los callos cultivados en los diferentes

medios de regeneracion se calcularon después de 60 dias de incubacion (figura 54).

Siendo “SED” el que obtuvo un mayor porcentaje de regeneracion con un 95%.
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Figura 54. Porcentaje de regeneracion en diferentes medios de cultivo después de 60
dias de incubacion. Total de explantes analizados por medio de cutlivo= 20. NUmero
de callos con estructuras globular/ torpedo: RM= 10, M2= 13, Embryo= 17, SED= 19.

Porcentaje de regeneracion: RM= 50%, M2= 65%, Embryo= 85%, SED 95%.

6.6.3 Embriogénesis somatica directa

Después de 60 dias también se observo la formacion de estructuras que sugirieron la
induccién de embriogénesis somatica directa. A diferencia de la via indirecta
(formacion de callo), la planta se va a regenerar a partir del propio explante (hoja) sin
la necesidad de utilizar diferentes medios de cultivo para la regeneracion. Se tomaron
imagenes a los 60 dias de incubacion de las estructuras formadas, dichos resultados

se exponen en la figura 55.
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Figura 55. Imagenes representativas de la Induccion de embriogénesis somatica
directa en los 3 medios de induccion de callo. a) Estructuras corazén en medio de callo.
b) Estructuras globulares en medio de callo. c) Estructura globular y corazén en medio
de callo. d) Estructuras globulares y de corazén en medio CIM. e) Estructuras
globulares y de corazon en medio M1. f) Inicio de la formacion de estructuras
globulares en medio M1. g) Estructuras globulares en medio CIM. h) Estructuras

corazon en medio de callo.

Los explantes en “medio de Callo” presentaron estructuras de tipo globular y corazén
a los 60 dias de incubacion, como se observan en las imagenes de la figura 55.
Mientras que en los explantes en “CIM”, se observo la formacién igualmente de este
tipo de estructuras. Asimismo, en “M1” se presentaron estas mismas etapas en el

mismo explante.
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La via directa es menos comun en el género Coffea, y esta regulada por medios
suplementados Unicamente con citocininas (Campos et al., 2017). “M1” suplementado
Unicamente con BAP como el Unico regulador de crecimiento, fue fundamental para

inducir embriogénesis somatica directa.

No obstante, no queda claro la respuesta de los explantes en “medio Callo” y en “CIM”
para inducir la via directa, ya que estos dos medios contienen distintas
concentraciones de auxinas. Atta et al. (2009) y Sugimoto et al. (2011) han reportado
que las auxinas pueden presentar un efecto inhibitorio en la inducciéon de la
embriogénesis somética directa, mientras que las citocininas son el factor esencial

para la formacién de embriones.

6.7 Conteo de cromosomas en raices y estructuras pre-embriogénicas de café

Una vez obtenidos los histogramas de las 28 plantas regeneradas se utilizo la técnica
de conteo de cromosomas utilizando raices y estructuras pre-embriogénicas de café,

con el fin de conocer su nivel de ploidia.

La visualizacibn correcta de los cromosomas en prometafase requiere la
estandarizacion de un protocolo especifico para cada especie debido a que los
componentes presentes en la pared celular y en el citoplasma pueden variar entre cada
especie vegetal (Pierozzi et al., 2001). Por lo que se probaron diferentes protocolos y
concentraciones de compuestos que promovieran la interrupcidon de mitosis,
degradacion de la pared celular y tincion del material genético, reportadas en literatura,

las cuales se presentan en la tabla 9.
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En los primeros ensayos se probaron Unicamente los antimitéticos colchicina, orizalin
y agua a 4°C por 24 en tejidos meristeméticos de raiz y en estructuras pre-
embriogénicas sin realizar una degradacion de pared celular, pero aplicando gran
presion al colocar el cubreobjetos sobre las placas (técnica de squash) y
posteriormente se tifieron las células con acetocarmin por 2 h. Esto dio como resultado
tejidos meristematicos completos y células con pared celular como se observa en la

figura 56, a-b.

En cambio, al incubar las muestras con enzimas a 30°C por 2h, se logro la disgregacion
del tejido como se observa en la figura 56,c, ya que las enzimas logran romper los
enlaces de la pectina que conforman la laminilla media que mantiene unidas a las
células, con ello se pudieron observar protoplastos presentados en la figura 56,d. Con
el uso de este tratamiento fue posible ver diferentes fases de la mitosis, presentadas

en la figura 56,e apreciando células en prometafase, telofase y metafase.
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Tabla 9. Metodologia utilizada para establecer el protocolo de conteo de cromosomas en raices y estructuras pre-

embriogénicas de café.

Metodologia
Recoleccion | Meristemos apicales de raiz Con hidrdlisis (HCI 1N)
1 6 Hidrélisis
de tejidos | Estructuras pre-embriogénicas Con hidrdlisis (HCI 5M)
Colchicina Acetocarmin
Orizalin Reactivo de Shiff's
Sincronizacion | Agua fria 7 Tincién Giemsa
2
celular Hidroxiurea DAPI
Hidroxiurea-Colchicina IP
Hidroxiurea-Orizalin
Disgregacion | Sin disgregacion
3 Protocolo de extracciéon de nucleos 8
mecanica |Con disgregacion

152



Acido acético/Etanol 4°C Sin lavado
Fijacion ) )
Acido acético/Etanol -20°C 9 | Lavado final | Acido acético 45%
Agua
Sin digestién Acido acético 45%
Pectinasa 1:30 Glicerol 75%
Digestion
Pectinasa-Celulasa (5%-2%) 10 Montaje | Glicerol 10% en PBS
enzimatica

Pectinasa-Celulasa-Pectiolasa

(1%-0.5%-0.5%)

Fijacion con nitrdgeno
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Figura 56. Tejido meristematico de raiz con un pretratamiento de colchicina a 4°C por
24h y tefiido con acetocarmin por 2h. a) y b) Sin disgregaciéon enzimética. c) y d) Con
disgregacion enziméatica pectinasa 5%-celulasa 2% a 30°C por 1h. e) Células en

diferentes etapas de mitosis.

Se realizd el mismo procedimiento utilizando Agente de Shiff obteniendo nucleos
tefiidos sin el uso de enzimas (figura 57,a) y con el uso de la mezcla enziméatica (figura
57,b). Sin embargo, la nitidez de las imagenes es menor que las presentadas con
acetocarmin, esto puede deberse a la interaccién del compuesto de tincién con otros
compuestos celulares. El uso de reactivo de Shiff en raiz de café no fue eficiente para
observar los nucleos debido a los compuestos presentes en la pared celular. El uso de

raiz de café no fue eficiente para realizar el conteo de cromosomas debido a los
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compuestos presentes en la pared celular, por lo cual, se procedié a usar tejidos pre-

embriogénicos que poseen un alto indice de mitosis al ser células no diferenciadas.

Figura 57. Tejido meristematico de raiz de café con un pretratamiento de colchicina a
4°C por 24h y tefiido con Agente de Shiff por 12h. a) Sin disgregacion enzimatica. b)

Con disgregacion enzimatica pectinasa 5%-celulasa 2% a 30°C por 1h.

El mejor tratamiento de tincion para microscopia Optica se obtuvo con Giemsa al 3%
en PBS. Al utilizar solo colchicina como inhibidor de mitosis y se pudieron observar
ndcleos como el que se presenta en la figura 58,a. Posteriormente se cambid el
protocolo afiadiendo hidroxiurea 1.75mM como sincronizador celular, colchicina como
antimitético y pectinasa 5%-celulasa 2% para degradar la pared celular y promover la

dispersion celular en las placas, esto obtuvo los mejores resultados (figura 58, b).
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Figura 58. Estructuras pre-embriogénicas de café, disgregadas con pectinasa 5%-
celulasa 2% a 30°C por 1h y tefiido con Giemsa (3% en PBS) por 25 min. a)
Pretratamiento con colchicina a 4°C por 24h. b) Con un pretratamiento de hidroxiurea

28°C por 24h y colchicina a 4°C por 24h.

En contraste con los resultados anteriores, Fuentes et al. (2014), realizaron la
caracterizacion genética de plantas regeneradas a partir de injertos de diferentes
especies de Nicotiana, de esta manera se comprob6 el aumento de ploidia y la
visualizacion de cromosomas en prometafase siendo posible su cuantificacion. Debido
a la interaccién de los compuestos de tincién con diferentes estructuras celulares se
propuso utilizar microscopia confocal para obtener imagenes de alta resolucion y
facilitar el conteo de los cromosomas. Para ello, se puso en practica la mejor
metodologia antes descrita (hidroxiurea y colchicina como pretratamiento y pectinasa-
celulasa para la disgregacion de pared celular). En este protocolo se probaron dos
compuestos de tincion, DAPI y IP. El yoduro de propidio posee una naturaleza

intercalante en el material genético, por lo cual, las muestras se observaron
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sobresaturadas del compuesto y se opt6 por utilizar DAPI, con el cual se logré ver

cromosomas tefiidos como los que se presentan en la figura 59.

Figura 59. Cromosomas deestructuras pre-embriogénicas de café, con pretratamiento

de hidroxiurea y colchicina, disgregadas con pectinasa-celulasa y tefiido con DAPI.

Para evitar falsos positivos por interferencia de otros tejidos celulares y verificar que

realmente se tifiera el material genético, se realiz6 una proyeccion 3D de la muestra

en la cual se aprecia la imagen de un cromosoma (figura 60).
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Figura 60. Proyeccion 3D de un cromosoma de café mediante microscopia confocal.

Una vez asegurada la correcta tincion de los cromosomas, se aplicé esa metodologia
a estructuras pre-embriogénicas de la planta 27 y se obtuvieron las imagenes que
fueron procesadas por el programa Leica ASF e Image J para mejorar la calidad de
esta (figura 61). Posteriormente se realizd su conteo, obteniendo alrededor de 88
cromosomas, siendo la suma total de los cromosomas de sus parentales que formaron
el injerto. Estos resultados verifican la transferencia de material genético nuclear de
los dos parentales y refleja que el nivel de ploidia del tejido de donde fue obtenida la

muestra es octaploide.
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Figura 61. Conteo de cromosomas de la planta regenerada 27 (88 cromosomas). a)
Imagen de cromosomas de C. arabica cv. IAPAR 59. b) Imagen de cromosomas de C.
arabica cv.Oro Azteca. ¢) Imagen de cromosomas de la planta regenerada 27. d)
Conteo de los cromosomas de la planta 27, el conteo se realiz6 a través del programa

Image J.
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Sanglard et al. (2017) utilizaron colchicina para promover la generacion de plantas
hexaploides a partir de embriones somaticos de café. Sin embargo, con el paso de las

generaciones el nivel de ploidia de las plantas regeneradas se fue perdiendo.

Estudios recientes han demostrado que la THG (movimiento de material genético entre
dos 0 mas organismos sexualmente incompatibles) favorece la formacién de nuevas
especies con mayor variabilidad genética (Fuentes et al., 2014). Las plantas obtenidas
por medio de THG se producen mediante injertos, en donde existe el contacto intimo
célula a célula entre dos o mas diferentes plantas, que, con el paso del tiempo, se

fusionan y forman una nueva planta con mayor contenido de ADN.

Por ultimo, las nuevas plantas podrian tener importantes caracteristicas agronomicas
como: vigor hibrido y nuevos genes de resistencia. No obstante, se necesitan mas
estudios de THG en plantas de café para conocer si el aumento del contenido genético
es estable. De mantenerse la estabilidad genética, la THG es una alternativa viable

para la obtencion de plantas poliploides de importancia agricola.
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7. Conclusiones

En el presente trabajo se obtuvieron y caracterizaron plantas de café con mayor contenido

de ADN mediante transferencia horizontal de genes.

La generacion de variedades de café utilizando injertos con progenitores contrastantes,
fue factible mediante organogénesis directa, utilizando diferentes concentraciones de

citocininas y auxinas.

Fue posible la induccién y desarrollo de la etapa regenerativa de embriogénesis somatica
en plantas regeneradas de café, utilizando Auxinas en mayor concentracidbn en
comparacion al uso de Citocininas. Se observo la induccion de embriogénesis somatica

por ambas vias, directa e indirecta.

Se logré la estimaciéon del tamafio del genoma y el contenido de AT% y GC% en los
parentales de café utilizados en los injertos, permiti6 hacer una comparacion directa del
contenido de ADN con las plantas regeneradas de café, asi como la identificacion de
diferentes grupos. Esta informacién podria ser (til para los programas de mejoramiento de
C. arabica, dada la escasez de estudios del tamafio de genoma en diferentes cultivares
importantes de C. arabica. Ademas, estos resultados pueden ser relevantes para el
andlisis genémico, asi como para una mejor comprension de las relaciones evolutivas, la

diversificacion, la hibridacién y la poliploidia de C. arabica.

Finalmente, el analisis del tamafio de genoma y conteo de cromosomas en las plantas
regeneradas de café indican que la transferencia horizontal podria ser una posible
herramienta para generar plantas con mayor contenido de ADN y nivel de ploidia. Sin

embargo, se necesitan mas estudios para poder concluirlo.
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8. Perspectivas

Asegurarse de utilizar como explante solo la zona del injerto que se fusiono durante el

proceso de union del injerto.

Establecer un protocolo para la facil regeneracion de plantulas de café utilizando
Unicamente el tejido vegetal fusionado en la zona del injerto. Con el propdésito de limitar
la regeneracién de las células con mayor contenido de ADN y asi tratar de evitar la

obtencion de plantas mixoploides.

Evaluar la regeneracién de la zona del injerto mediante embriogénesis somética. Para
conocer si el aumento del contenido de ADN en la planta regenerada es estable en el

desarrollo de la embriogénesis somatica.

Llevar a cabo estudios con marcadores moleculares para buscar secuencias blanco e

identificar genes de interés en las plantas regeneradas.
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10. Anexos

Anexo 1. Injertos entre 19 cultivares de C. arabicay uno de C. canephora

Oro Azteca x Villa Sarchi

ORO AZTECA COSTA RICA
Oro Azteca x Typica Costa Rica x Typica
Oro azteca x Pluma Hidalgo Costa Rica x Pluma Hidalgo
Oro Azteca x Bourbon Costa Rica x Bourbon
Oro Azteca x Mundo Novo Costa Rica x Mundo Novo
Oro Azteca x Caturra Costa Rica x Caturra
Oro Azteca x Catuai Costa Rica x Catuai
Oro Azteca x Gamica Costa Rica x Garnica
Oro Azteca x Garena Costa Rica x Garena
Oro Azteca x Padang Costa Rica x Padang
Oro Azteca x Robusta Costa Rica x Robusta
Oro Azteca x Marago Costa Rica x Marago

Costa Rica x Villa Sarchi

Oro Azteca x Pacamara Costa Rica x Pacamara
Oro Azteca x Blue Mountain
ICATU
ICATU x Typica ROBUSTA
ICATU x Pluma Hidalgo Robusta x Typica

ICATU x Bourbén

Robusta x Pluma Hidalgo

ICATU x Mundo Novo

Robusta x Bourbén

ICATU x Caturra

Robusta x Mundo Novo

ICATU x Catuai

Robusta x Caturra

ICATU x Garnica

Robusta x Catuai

ICATU x Garena

Robusta x Garnica

ICATU x Padang

Robusta x Garena

ICATU x Robusta

Robusta x Padang

ICATU x Marago

Robusta x Marago

ICATU x Villa Sarchi

Robusta x Villa Sarchi

ICATU x Pacamara

Robusta x Pacamara

ICATU x Blue Mountain

Robusta x Blue Mountain

COLOMBIA

Colombia x Typica

Colombia x Pluma Hidalgo

Colombia x Bourbén

Colombia x Mundo Novo

Colombia x Caturra

Colombia x Catuai

SARCHIMOR

Sarchimor x Typica

Sarchimor x Pluma Hidalgo

Sarchimor x Bourbén

Sarchimor x Mundo Novo

Sarchimor x Caturra

Sarchimor x Catuai

Colombia x Garnica

Sarchimor x Garnica

Colombia x Garena

Sarchimor x Garena

Colombia x Padang

Sarchimor x Padang

Colombia x Robusta

Sarchimor x Robusta

Colombia x Marago

Sarchimor x Marago

Colombia x Villa Sarchi

Sarchimor x Pacamara

Colombia x Paacamara

Sarchimor x Blue Mountain

Colombia x Blue Mountain

Sarchimor x Villa Sarchi

CR 56

Colombia x lapar 59

lapar 59 x Colombia

CR 56 x Typica

CR 56 x Pluma Hidalgo

Colombia x Costa Rica

lapar 59 x Costa Rica

Colombia x Oro Azteca

lapar 59 x Oro Azteca

CR 56 x Bourbén

Colombia x Icatu lapar 59 x Icatu

CR 56 x Mundo Novo

Colombia x Geisha lapar 59 x Geisha

CR 56 x Caturra

CR 56 x Catuai c

olombia x Sarchimor lapar 59 x Sarchimor

Colombia x CR 56 lapar 59 x CR 56

CR 56 x Garnica

Colombia x Robusta

lapar 59 x Robusta

CR 56 x Garena

CR 56 x Padang

Robusta x Colombia

CR 56 x Robusta

Robusta x lapar 59

CR 56 x Marago

Robusta x Costa Rica

CR 56 x Villa Sarchi

Robusta x Oro Azteca

CR 56 x Pacamara

CR 56 x Blue Mountain

Robusta x Icatu

Robusta x Geisha

Robusta x Sarchimor

Robusta x CR 56
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Costa Rica x Colombia

Oro Azteca x Colombia

Costa Rica x lapar 59

Oro Azteca x lapar 59

Costa Rica x Oro Azteca

Oro Azteca x Costa Rica

Costa Rica x Icatu

Oro Azteca x Icatu

Costa Rica x Geisha

Oro Azteca x Geisha

Costa Rica x Sarchimor

Oro Azteca x Sarcimor

Costa Rica x CR 56

Oro Azteca x CR 56

Costa Rica x Robusta

Oro Azteca x Robusta

Sarchimor x Colombia

CR 56 x Colombia

Sarchimor x lapar 59

CR 56 x lapar 59

Sarchimor x Costa Rica

CR 56 x Costa Rica

Sarchimora x Oro azteca

CR 56 x Oro Azteca

Sarchimor x Icatu

CR 56 x Icatu

Sarchimor x Geisha

CR 56 x Geisha

Sarchimor x CR 56

CR 56 x Sarchimor

Sarchimor x Robusta

CR 56 x Robusta

Icatu x Colombia

Geisha x Colombia

Icatu x lapar 59

Geisha x lapar 59

Icatu x Costa Rica

Geisha x Costa Rica

Icatu x Oro Azteca

Geisha x Oro Azteca

Icatu x Geisha

Geisha x Icatu

Icatu x Sarchimor

Geisha x Sarchimor

Icatu x CR 56

Geisha x CR 56

Icatu X Robusta

Geisha x Robusta

CR 56

IAPAR 59

CR 56 x Typica

lapar 59 x Typica

CR 56 x Pluma Hidalgo

lapar 59 x Pluma Hidalgo

CR 56 x Bourbén

lapar 59 x Borubén

CR 56 x Mundo Novo

lapar 59 x Mundo Novo

CR 56 x Caturra

CR 56 x Catuai

CR 56 x Garnica

CR 56 x Garena

CR 56 x Padang

CR 56 x Robusta

CR 56 x Marago

CR 56 x Villa Sarchi

CR 56 x Pacamara

CR 56 x Blue Mountain

lapar 59 x Caturra

lapar 59 x Catuai

lapar 59 x Garnica

lapar 59 x Garena

lapar 59 x Padang

lapar 59 x Robusta

lapar 59 x Marago

lapar 59 x Villa Sarchi

lapar 59 x Pacamara

lapar 59 x Blue Mountain
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Anexo 2. Medio basal Murashige & Stock (MS) y medios de cultivo para la

embriogénesis somética de café

Solucién stock | de macronutrientes 20x g/L

NH4NOs3 33

KNO3 38

CaClz. 2H20 8.8

MgSOQOa4. 7H20 7.4

KH2PO4 3.4

Solucién stock Il de micronutrientes 200x Vol. Final 1L
Kl 166mg

HsBO3 1.24g

MnSOa4. 4H20 4.469g

ZnS04. 7TH20 1.72g
Na2MoO4. 2H20 50mg

CuSO0a4. 5H20 5mg

CoCls. 6H20

Solucioén stock Il de hierro 200x g/L
FeSO4 . 7TH20 5.56
Na:EDTA . 2H20 7.46
Solucion stock IV de nutrientes orgénicos Vol. Final

200x 1L

Inositol 20g

Acido nicotinico 100mg
Piridoxina HCI 100mg

Tiamina HCI 20mg

Glicina 400mg

e Estilizar por filtracion.

Volumen de las soluciones stock para preparar medio Ms

Solucioén stock 1L 500mL
I 50mL | 25mL
I 5mL 2.5mL
11 5mL 2.5mL
v 5mL 2.5mL
Phytagel 3.759 | 1.875¢g

Colocar el FeSO, .
7H,O y el Na,EDTA.
2H,0 de forma
separada en 450mL de
agua destilada cada
uno y disolver por
calentamiento y
agitacion constante.
Mezclar ambas
soluciones y ajustar a
pH 5.5, posteriormente
agregar agua un
volumen final de 1L.
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Medios de cultivo para embriogénesis soméatica de café

Medio de Cultivo

1 2 3
Componentes RM M2 SED Embryo®
Vitaminas B5
Gamborg 3.3g/L | 3.3¢g/L 3.3¢g/L 3.3¢g/L
. 200
Caseina 0.2g/L | --—--- 400 mg/L mg/L
. 0.04 0.08
L-Cisteina gl gl 10 mg/L | 40 mg/L
GA3 1 mg/L
2,4-D i B B 1 mg/L
BAP Img/lL | == | - 4 mg/L
2.06
KIN mall
Sulfato de Adenina 40 mg/L 60 mg/L
Extracto de malta 08g/lL | --- 400 mg/L 800
mg/L
Sacarosa 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L
3.75 3.75
Phytagel gl gl 3.75 g/L 3.75 g/L
pH 5.6 5.6 5.6 5.6
Medio de Cultivo
Componentes Callo? M12 CIm3 Ind. Callo*
Vitaminas B5 Gamborg 3.3g/L 3.3g/L | 3.3¢g/L 3.3g/L
Caseina | e- | - 01lgl | -
L-Cisteina | - 0.08¢g/L | 0.08g/L |  -----
BAP | - Img/L | Img/lL | -
2,4-D 275mg/lL | ----- 2 mg/L 2 mg/L
KIN 0.1lmg/lL | - | - | e
Thidiazurén | - | e | e 2 mg/L
Extractodemalta | - | ----- 0.4 g/L
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) | ---—- |  ==e- | ----- 250 mg/L
Sacarosa 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L
Phytagel 3.75¢9/L | 3.75¢9/L | 3.75¢g/L | 3.75¢g/L
pH 5.6 5.6 5.6 5.6
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Anexo 3. Analisis del ciclo celular de cinco cultivares de C. arabica: Blue Mountain, CR-56, Geisha, Padang y Sarchimor

C. arabica cv. Blus Mountain C. arabica cv. CR-56
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Anexo 4. Comparacion estadistica del

porcentaje de regeneracién entre

tratamientos altos y bajos. Andlisis. t de Student.

Tratamiento BAP/IAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: Data 1 in BAP-IAA

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 50.000 48.670 51.330
Low 48 0 11.330 9.330 12.503

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)=48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento BAP/IBA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: Data 1 in Notebook12
Dependent Variable: Col 3

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 10.670 10.000 12.000
Low 48 0 2.000 1.330 3.330

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)=48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento BAP/NAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =

0.321)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed
(P =0.227)

The result of the equal variance test indicates the
likelihood that the two groups are sampled from

populations with equal variances, but does not
guarantee the equality or inequality of the two
variances.

Group Name N Missing Mean  Std
Dev SEM

High 48 0 30.701 1.762 0.254
Low 48 0 10.569 1.341 0.194
Difference of means 20.132

Use the results of Welch's test, where equal
variances are not assumed, if the equality of the
population variances of the two groups is in doubt.
Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =63.004 with 94 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for
difference of means: 19.497 to 20.766

Two-tailed P-value = 1.092E-078

The difference in the mean values of the two groups
is greater than would be expected by chance; there is
a statistically significant difference between the input
groups (P =<0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =63.004 with 87.766 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for
difference of means: 19.497 to 20.767

Two-tailed P-value = 7.457E-075

The difference in the mean values of the two groups
is greater than would be expected by chance; there is
a statistically significant difference between the input
groups (P =<0.001).

Tratamiento Cinetina/lAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test martes,

Data source: Data 1 in Notebook5

Dependent Variable: Col 3

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 40.670 38.670 42.502
Low 48 0 10.000 9.330 11.330

Mann-Whitney U Statistic= 144.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T =3336.000 n(small)=48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)
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Tratamiento Cinetina/IBA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: Data 1 in Notebook6
Dependent Variable: Col 3

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 9.330 8.670 10.503
Low 48 0 2.000 1330 3.833

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)= 48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento Cinetina/NAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: Data 1 in Notebook7
Dependent Variable: Col 3

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 19.330 18.670 21.330
Low 48 0 8.000 6.670 9.330

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)= 48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento TDZ/IBA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: Data 1 in Notebook3

Dependent Variable: Col 3

Group N Missing Median 25% 75%

High 48 0 13.330 12.165 14.000

Low 48 0 3.330 2.000 4.000

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)=48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento Zeatina/NAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test martes,

Data source: Data 1 in Notebook10

Dependent Variable: Col 3

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 20.000 19.330 22.000
Low 48 0 7.000 6.000 8.670

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)=48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento TDZ/NAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =
0.089)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Passed

(P =0.175)
The result of the equal variance test indicates the
likelihood that the two groups are sampled from
populations with equal variances, but does not
guarantee the equality or inequality of the two
variances.

Group Name N Missing Mean  Std
Dev SEM

High 48 0 69.549 2.001 0.289
Low 48 0 18.465 1.656 0.239
Difference of means 51.083

Use the results of Welch's test, where equal
variances are not assumed, if the equality of the
population variances of the two groups is in doubt.
Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =136.289 with 94 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for
difference of means: 50.339 to 51.828

Two-tailed P-value = 8.128E-110
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The difference in the mean values of the two groups
is greater than would be expected by chance; there is
a statistically significant difference between the input
groups (P =<0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =136.289 with 90.823 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for
difference of means: 50.339 to 51.828

Two-tailed P-value = 7.817E-107

The difference in the mean values of the two groups
is greater than would be expected by chance; there is
a statistically significant difference between the input
groups (P =<0.001).

Tratamiento TDZ/IAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum
Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: Data 1 in TDZIAA

Group N Missing Median 25% 75%
High 48 0 46.000 45.333 47.333
Low 48 0 12.667 11.333 13.833

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T =3480.000 n(small)= 48 n(big)=48 (P =<0.001)

The difference in the median values between the two
groups is greater than would be expected by chance;
there is a statistically significant difference (P =
<0.001)

Tratamiento Zeatina/lAA

Normality Test (Shapiro-Wilk): Failed (P <
0.050)

Test execution ended by user request, Rank
Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: Data 1 in ZEAIAA

Group N Missing Median 25%
75%

High 48 0 38.000 36.667
39.333

Low 48 0 7.333 6.167 8.667

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

Yates continuity correction option applied to
calculations.

T = 3480.000 n(small)= 48 n(big)= 48 (P =
<0.001)

The difference in the median values between
the two groups is greater than would be
expected by chance; there is a statistically
significant difference (P = <0.001)
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Anexo 5. Comparacién estadistica de los porcentajes de regeneracién entre los

diferentes tratamientos estudiados en 16 cultivares de C. arbica. Analisis ANOVA

de dos vias.

Coffea arabica cv.

Typica

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Typica
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.168)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.393)
Source of Variation DF SS MS
FP

Phythormones 11 12788.556
1162.596 647.961 <0.001
Dose 2 9201.802 4600.901
2564.264 <0.001
Phythormones x Dose 22
3691.531 167.797 93.520
<0.001

Residual 72 129.185 1.794
Total 107 25811.074 241.225
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This
is because the size

of a factor's effect depends
upon the level of the other
factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on
what level of Dose is present.
Thereis a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose :
1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.963

TDZ/IBA 6.889
TDZ/NAA41.333

CIN/IAA 23.778

CIN/IBA 5.481

CIN/NAA 12.741

ZEA/IAA 21.185

ZEA/IBA 5.037
ZEA/NAA12.667

BAP/IAA 27.556

BAP/IBA 5.556
BAP/NAA20.370

Std Err of LS Mean = 0.446
Least square means for Dose :
Group Mean

High 29.815

Medium 14.944

Low 7.630

Std Err of LS Mean = 0.223
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 46.444
TDZ/IAA x Medium 21.778
TDZ/IAA x Low 12.667
TDZ/IBA x High 12.889
TDZ/IBA x Medium 5.556
TDZ/IBA x Low 2.222
TDZ/NAA x High 69.556
TDZ/NAA x Medium 35.556
TDZ/NAA x Low 18.889
CIN/IAA x High 40.667
CIN/IAA x Medium 20.889
CIN/IAA x Low 9.778
CIN/IBA x High 9.111
CIN/IBA x Medium 5.778
CIN/IBA x Low 1.556
CIN/NAA x High 19.333
CIN/NAA x Medium 11.111
CIN/NAA x Low 7.778
ZEA/IAA x High 37.778
ZEA/IAA x Medium 18.000
ZEA/IAA X Low 7.778
ZEA/IBA x High 9.333
ZEA/IBA x Medium 4.000
ZEA/IBA x Low 1.778
ZEA/NAA x High 20.444
ZEA/NAA x Medium 11.111
ZEA/NAA x Low 6.444
BAP/IAA x High 50.444
BAP/IAA x Medium 21.333
BAP/IAA x Low 10.889
BAP/IBA x High 10.222
BAP/IBA x Medium 4.889
BAP/IBA x Low 1.556
BAP/NAA x High 31.556
BAP/NAA x Medium 19.333
BAP/NAA x Low 10.222
Std Err of LS Mean = 0.773
All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.778 3 43.677
<0.001 Yes

High vs. Medium 24.667 3
31.896 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 11.781
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.667 3 13.793
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.333 3 9.482
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 4.310
0.009 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.667 3 65.515
<0.001 Yes

High vs. Medium 34.000 3
43.964 <0.001 Yes

Medium vs. Low 16.667 3
21.551 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.889 3 39.941
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.778 3
25.574 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.111 3
14.367 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 9.770
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.333 3 4.310
0.009 Yes

Medium vs. Low 4.222 3 5.460
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.556 3 14.942
<0.001 Yes
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High vs. Medium 8.222 3
10.632 <0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 4.310
0.009 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.000 3 38.792
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.778 3
25.574 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
13.218 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 9.770
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.333 3 6.896
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.222 3 2.873
0.112 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 14.000 3 18.103
<0.001 Yes

High vs. Medium 9.333 3
12.069 <0.001 Yes

Medium vs. Low 4.667 3 6.034
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 39.556 3 51.148
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.111 3
37.643 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.444 3
13.505 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.667 3 11.207
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.333 3 6.896
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 4.310
0.009 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 21.333 3 27.585
<0.001 Yes

High vs. Medium 12.222 3
15.804 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 11.781
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.444
12 78.159 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.222
12 77.871 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.333
12 76.722 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.667
12 73.274 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.222
12 64.941 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 49.111
12 63.504 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 38.000
12 49.136 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 31.778
12 41.091 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 28.889
12 37.355 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.111
12 29.884 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.111
12 24.712 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. CIN/IBA 41.333 12
53.447 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 41.111
12 53.159 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. BAP/IBA 40.222
12 52.010 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. TDZ/IBA 37.556
12 48.562 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. CIN/NAA 31.111
12 40.229 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.000
12 38.792 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. BAP/NAA 18.889
12 24.425 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. ZEA/IAA 12.667
12 16.379 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. CIN/IAA 9.778 12
12.643 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.000 12
5.172 0.023 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 37.333 12
48.274 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 37.111 12
47.987 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 36.222
12 46.838 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 33.556 12
43.390 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 27.111
12 35.056 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 26.000
12 33.620 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. BAP/NAA 14.889
12 19.252 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 8.667 12
11.207 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA5.778 12
7.471 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.556 12
40.803 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 31.333 12
40.516 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 30.444 12
39.367 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 27.778 12
35.918 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.333 12
27.585 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 20.222
12 26.149 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 9.111 12
11.781 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEAJ/IAA 2.889 12
3.736 0.277 No

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.667 12
37.068 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 28.444 12
36.781 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 27.556
12 35.631 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 24.889 12
32.183 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.444
12 23.850 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 17.333
12 22.413 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 22.444
12 29.022 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 22.222
12 28.735 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 21.333
12 27.585 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 18.667
12 24.137 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 12.222
12 15.804 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 11.111
12 14.367 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 11.333
12 14.655 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.111
12 14.367 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 10.222
12 13.218 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 7.556 12
9.770 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.111
12 1.437 0.997 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.222 12
13.218 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.000
12 12.931 <0.001 Yes
CIN/NAA vs. BAP/IBA 9.111 12
11.781 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
8.333 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 3.778 12
4.885 0.041 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 3.556 12
4.598 0.070 No
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TDZ/IBA vs. BAP/IBA 2.667 12
3.448 0.395 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
1.437 0.997 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.149 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.287 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 31.556
12 40.803 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.667
12 39.654 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 30.000
12 38.792 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 29.778
12 38.505 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.444
12 31.608 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEAINAA 24.444
12 31.608 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.556
12 22.700 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.222
12 20.976 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 14.667
12 18.965 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 14.222
12 18.390 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 13.778
12 17.816 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.778 12
22.988 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 16.889
12 21.838 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.222 12
20.976 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 16.000 12
20.689 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 10.667
12 13.793 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 10.667
12 13.793 <0.001 Yes
TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
4.885 0.041 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
3.161 0.531 No

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 0.889 12
1.149 1.000 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 0.444 12
0.575 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 17.333
12 22.413 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. BAP/IBA 16.444
12 21.264 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. TDZ/IBA 15.778
12 20.402 <0.001 Yes
BAP/IAA vs. CIN/IBA 15.556 12
20.114 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 10.222
12 13.218 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 10.222
12 13.218 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 3.333 12
4.3100.116 No

BAP/IAA vs. BAP/NAA 2.000 12
2.586 0.797 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.575 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 16.889 12
21.838 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 16.000 12
20.689 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 15.333 12
19.827 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 15.111 12
19.540 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 9.778 12
12.643 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 9.778 12
12.643 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.889 12
3.736 0.277 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/NAA 1.556 12
2.011 0.955 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 15.333
12 19.827 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.444
12 18.678 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 13.778
12 17.816 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 13.556
12 17.528 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.222
12 10.632 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 8.222
12 10.632 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IAA 1.333 12
1.724 0.986 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 14.000 12
18.103 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 13.111
12 16.954 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 12.444 12
16.091 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 12.222 12
15.804 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 6.889 12
8.908 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 6.889 12
8.908 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
9.195 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
7.184 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.333 12
6.896 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA
0.000000001000 12
0.00000000129 1.000 No
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
9.195 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
7.184 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.333 12
6.896 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.778 12
2.299 0.894 No

CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
1.149 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.222 12
0.287 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
2.011 0.955 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.667 12
0.862 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.149 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q
P P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 17.333
12 22.413 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 17.333
12 22.413 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 17.111
12 22.126 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 16.667
12 21.551 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 12.444
12 16.091 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 11.111
12 14.367 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.111
12 14.367 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 9.111 12
11.781 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.667
12 11.207 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 8.000 12
10.345 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 11.111
12 14.367 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 11.111 12
14.367 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.889 12
14.080 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 10.444 12
13.505 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.889 12
6.322 0.002 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
6.322 0.002 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.889 12
3.736 0.277 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
3.161 0.531 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.778 12
2.299 0.894 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 9.333 12
12.069 <0.001 Yes
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BAP/IAA vs. CIN/IBA 9.333 12
12.069 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 9.111 12
11.781 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 8.667 12
11.207 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 4.444 12
5.747 0.006 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.111 12
4.023 0.184 No

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 3.111 12
4.023 0.184 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
1.437 0.997 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.667 12
0.862 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.667 12
11.207 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 8.667 12
11.207 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.444 12
10.919 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 8.000 12
10.345 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 3.778
12 4.885 0.041 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.444
12 3.161 0.531 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IAA 2.444 12
3.161 0.531 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.575 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.222 12
10.632 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.222 12
10.632 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 8.000 12
10.345 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 7.556 12
9.770 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 3.333 12
4.3100.116 No

CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.000 12
2.586 0.797 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.000 12
2.586 0.797 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
7.758 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
7.184 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 1.333 12
1.724 0.986 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.222 12
8.046 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
7.758 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
7.184 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.333
12 1.724 0.986 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.889 12
6.322 0.002 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.889 12
6.322 0.002 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.667 12
6.034 0.003 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
5.460 0.012 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.667 12
0.862 1.000 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
0.862 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.575 1.000 Do Not Test
ZEAJ/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.287 1.000 Do Not Test
ZEAJ/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.287 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3 and 3 vs. 2, but still test 4 vs.
land3vs. 1

(4vs.3and 3vs. 2 are
enclosed by 4vs. 2: 432 1).
Note that not testing the
enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated
as if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.

Maragogype

Two Way Analysis of Variance
Dependent variable:
Maragogype

Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.165)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.274)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12373.432
1124.857 997.593 <0.001

Dose 2 9132.765 4566.383
4049.748 <0.001

Phythormones x Dose 22
3874.247 176.102 156.178
<0.001

Residual 72 81.185 1.128

Total 107 25461.630 237.959
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.741

TDZ/IBA 7.407

TDZ/NAAA41.407

CIN/IAA 23.333

CIN/IBA 5.333

CIN/NAA 13.259

ZEA/IAA 20.667

ZEA/IBA 5.333

ZEAI/NAA13.037

BAP/IAA 27.407

BAP/IBA 5.926
BAP/NAA19.926

Std Err of LS Mean = 0.354
Least square means for Dose :
Group Mean

High 29.759

Medium 15.056

Low 7.630

Std Err of LS Mean = 0.177
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 45.778
TDZ/IAA x Medium 22.000
TDZ/IAA x Low 12.444

TDZ/IBA x High 13.778
TDZ/IBA x Medium 5.556
TDZ/IBA x Low 2.889

TDZ/NAA x High 70.222
TDZ/NAA x Medium 36.222
TDZ/NAA x Low 17.778
CIN/IAA x High 39.333

CIN/IAA x Medium 20.889
CIN/IAA x Low 9.778

CIN/IBA x High 8.222
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CIN/IBA x Medium 6.000
CIN/IBA x Low 1.778
CIN/NAA x High 20.000
CIN/NAA x Medium 11.556
CIN/NAA x Low 8.222
ZEA/IAA x High 38.000
ZEA/IAA x Medium 17.111
ZEA/IAA x Low 6.889
ZEA/IBA x High 9.333
ZEA/IBA x Medium 4.444
ZEA/IBA x Low 2.222
ZEA/NAA x High 20.222
ZEA/NAA x Medium 12.444
ZEA/NAA x Low 6.444
BAP/IAA x High 50.444
BAP/IAA x Medium 20.000
BAP/IAA x Low 11.778
BAP/IBA x High 10.667
BAP/IBA x Medium 5.556
BAP/IBA x Low 1.556
BAP/NAA x High 31.111
BAP/NAA x Medium 18.889
BAP/NAA x Low 9.778

Std Err of LS Mean = 0.613

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.333 3 54.371
<0.001 Yes

High vs. Medium 23.778 3
38.785 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.556 3 15.586
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.889 3 17.761
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.222 3 13.412
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 4.350
0.008 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 52.444 3 85.544
<0.001 Yes

High vs. Medium 34.000 3
55.458 <0.001 Yes

Medium vs. Low 18.444 3
30.085 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 29.556 3 48.209
<0.001 Yes

High vs. Medium 18444 3
30.085 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.111 3
18.124 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.444 3 10.512
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.222 3 3.625
0.033 Yes

Medium vs. Low 4.222 3 6.887
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.778 3 19.211
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.444 3 13.774
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 5.437
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.111 3 50.746
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.889 3
34.072 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
16.674 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.111 3 11.599
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.889 3 7.974
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.222 3 3.625
0.033 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 13.778 3 22.473
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.778 3 12.687
<0.001 Yes

Medium vs. Low 6.000 3 9.787
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.667 3 63.070
<0.001 Yes

High vs. Medium 30.444 3
49.659 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.222 3 13.412
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.111 3 14.861
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.111 3 8.337
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 6.525
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 21.333 3 34.797
<0.001 Yes

High vs. Medium 12.222 3
19.936 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 14.861
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 62.000 12
101.130 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.889
12 99.318 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.556
12 97.143 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.444
12 92.068 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.222
12 81.919 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 50.000
12 81.556 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 39.111
12 63.795 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 32.222
12 52.559 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 30.889 12
50.384 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 24.444
12 39.872 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.778
12 32.260 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 42.222 12
68.870 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 41.111 12
67.058 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 39.778 12
64.883 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.667 12
59.808 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.444 12
49.659 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.222
12 49.296 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.333
12 31.535 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 12.444 12
20.299 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 11.111 12
18.124 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.667 12
7.612 <0.001 Yes
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TDZ/IAA vs. CIN/IBA 37.556 12
61.258 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
59.446 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 35.111 12
57.271 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 32.000 12
52.196 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 25.778 12
42.047 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 25.556
12 41.684 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 14.667
12 23.923 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 7.778 12
12.687 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 6.444 12
10.512 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.111 12
50.746 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 30.000 12
48.934 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 28.667 12
46.759 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 25.556 12
41.684 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 19.333 12
31.535 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 19.111 12
31.173 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 8.222 12
13.412 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.333 12
2.175 0.925 No

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 29.778 12
48.571 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 28.667 12
46.759 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 27.333 12
44,584 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 24.222 12
39.510 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.000 12
29.360 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 17.778
12 28.998 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 6.889 12
11.237 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 22.889 12
37.335 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 21.778
12 35.522 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 20.444
12 33.348 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 17.333
12 28.273 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 11.111
12 18.124 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 10.889
12 17.761 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 12.000 12
19.574 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 10.889
12 17.761 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.556 12
15.586 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
10.512 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.222 12
0.362 1.000 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 11.778 12
19.211 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.667 12
17.399 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
15.224 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
10.149 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 5.556 12
9.062 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 4.444 12
7.249 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 3.111 12
5.0750.028 Yes

BAP/IBA vs. CIN/IBA 2.444 12
3.987 0.194 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 1.333 12
2.175 0.925 Do Not Test
ZEAJ/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
1.812 0.979 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 31.778
12 51.834 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 30.667
12 50.021 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.667
12 50.021 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.222 12
49.296 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.667
12 40.235 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 23.778
12 38.785 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 19.111
12 31.173 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 17.333
12 28.273 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.222
12 26.461 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 15.333 12
25.011 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 14.222
12 23.198 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.556 12
28.635 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.444 12
26.823 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 16.444 12
26.823 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 16.000 12
26.098 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 10.444 12
17.036 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEAINAA 9.556 12
15.586 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
7.974 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 3.111 12
5.075 0.028 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.000 12
3.262 0.482 No

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
1.812 0.979 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 16.444 12
26.823 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 15.333 12
25.011 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 15.333 12
25.011 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 14.889 12
24.286 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 9.333 12
15.224 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 8.444 12
13.774 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
6.162 0.002 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 2.000 12
3.262 0.482 No

CIN/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.450 0.997 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 15.556 12
25.373 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 14.444 12
23.561 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 14.444 12
23.561 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 14.000 12
22.836 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 8.444 12
13.774 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 7.556 12
12.324 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 2.889 12
4,712 0.057 No

BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.111 12
1.812 0.979 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 14.444
12 23.561 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 13.333
12 21.748 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 13.333
12 21.748 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 12.889 12
21.023 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 7.333 12
11.962 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 6.444
12 10.512 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
2.900 0.658 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.667 12
20.661 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 11.556 12
18.849 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 11.556 12
18.849 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 11.111 12
18.124 <0.001 Yes
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ZEA/IAA vs. CIN/NAA 5.556 12
9.062 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 4.667 12
7.612 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 8.000 12
13.049 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.889 12
11.237 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.889 12
11.237 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 6.444 12
10.512 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.889 12
1.450 0.997 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
11.599 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
9.787 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.000 12
9.787 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.556 12
9.062 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
2.537 0.816 No

CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.444 12
0.725 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.725 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.812 0.979 Do Not Test

BAP/IBA VS. TDZ/IBA
0.000000000333 12
0.000000000544 1.000 Do Not
Test

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.812 0.979 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.222
12 26.461 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 16.000 12
26.098 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.556
12 25.373 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 14.889
12 24.286 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 11.333
12 18.486 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 10.889
12 17.761 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 9.556 12
15.586 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.000
12 13.049 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.000 12
13.049 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.000 12
9.787 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 5.333 12
8.699 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 10.889 12
17.761 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 10.667 12
17.399 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.222 12
16.674 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 9.556 12
15.586 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 6.000 12
9.787 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.556 12
9.062 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.222 12
6.887 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.667 12
4.350 0.109 No

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.667 12
4.350 0.109 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 0.667 12
1.087 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 10.222 12
16.674 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 10.000 12
16.311 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 9.556 12
15.586 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 8.889 12
14.499 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 5.333 12
8.699 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
7.974 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.556 12
5.800 0.006 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 2.000 12
3.262 0.482 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 2.000 12
3.262 0.482 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.222 12
13.412 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.000 12
13.049 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
12.324 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.889 12
11.237 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 3.333 12
5.437 0.013 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.889 12
4.712 0.057 No

CIN/IAA vs. CIN/NAA 1.556 12
2.537 0.816 Do Not Test
CIN/IAA VS. BAP/NAA
0.00000000133 12
0.00000000217 1.000 Do Not
Test

BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.222 12
13.412 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 8.000 12
13.049 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
12.324 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 6.889 12
11.237 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 3.333
12 5.437 0.013 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 2.889 12
4.712 0.057 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/NAA 1.556 12
2.537 0.816 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.667 12
10.874 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.444 12
10.512 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
9.787 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.333 12
8.699 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.778 12
2.900 0.658 No

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.333 12
2.175 0.925 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 5.333 12
8.699 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 5.111 12
8.337 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 4.667 12
7.612 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 4.000 12
6.525 0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 0.444 12
0.725 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.889 12
7.974 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
7.612 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
6.887 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 3.556 12
5.800 0.006 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
2.175 0.925 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
1.812 0.979 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.087 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.667 12
1.087 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.444 12
0.725 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.362 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between
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the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Pluma Hidalgo

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Pluma H
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.157)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.056)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12795.885
1163.262 1702.848 <0.001
Dose 2 9235.317 4617.658
6759.584 <0.001

Phythormones x Dose 22
3758.461 170.839 250.084
<0.001

Residual 72 49.185 0.683

Total 107 25838.848 241.485
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 27.037

TDZ/IBA 6.815

TDZ/NAA41.778

CIN/IAA 22.741

CIN/IBA 5.185

CIN/NAA 12.741

ZEA/IAA 21.185

ZEA/IBA 5.259

ZEA/NAA13.259

BAP/IAA 27.333

BAP/IBA 5.556
BAP/NAA19.704

Std Err of LS Mean = 0.276
Least square means for Dose :
Group Mean

High 29.778

Medium 14.796

Low 7.574

Std Err of LS Mean = 0.138
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 46.444
TDZ/IAA x Medium 22.444
TDZ/IAA x Low 12.222
TDZ/IBA x High 12.444
TDZ/IBA x Medium 4.889
TDZ/IBA x Low 3.111
TDZ/NAA x High 70.000
TDZ/NAA x Medium 36.889
TDZ/NAA x Low 18.444
CIN/IAA x High 38.667
CIN/IAA x Medium 20.000
CIN/IAA x Low 9.556
CIN/IBA x High 8.889
CIN/IBA x Medium 4.889
CIN/IBA x Low 1.778
CIN/NAA x High 19.778
CIN/NAA x Medium 10.889
CIN/NAA x Low 7.556
ZEA/IAA x High 38.000
ZEA/IAA x Medium 18.000
ZEA/IAA x Low 7.556
ZEA/IBA x High 9.778
ZEA/IBA x Medium 3.778
ZEA/IBA x Low 2.222
ZEA/NAA x High 21.556
ZEA/NAA x Medium 11.333
ZEA/NAA x Low 6.889
BAP/IAA x High 50.667
BAP/IAA x Medium 21.556
BAP/IAA x Low 9.778
BAP/IBA x High 10.667
BAP/IBA x Medium 4.444
BAP/IBA x Low 1.556
BAP/NAA x High 30.444
BAP/NAA x Medium 18.444
BAP/NAA x Low 10.222
Std Err of LS Mean = 0.477

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 34.222 3 71.716
<0.001 Yes

High vs. Medium 24.000 3
50.295 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
21.422 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.333 3 19.559
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.556 3 15.833
<0.001 Yes

Medium vs. Low 1.778 3 3.726
0.028 Yes

Comparisons for factor. Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 51.556 3 108.040
<0.001 Yes

High vs. Medium 33.111 3
69.388 <0.001 Yes

Medium vs. Low 18444 3
38.652 <0.001 Yes
Comparisons for factor. Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 29.111 3 61.005
<0.001 Yes

High vs. Medium 18.667 3
39.118 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.444 3
21.887 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.111 3 14.902
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.000 3 8.382
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 6.520
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.222 3 25.613
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.889 3 18.628
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 6.985
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.444 3 63.800
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.000 3
41.912 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.444 3
21.887 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 15.833
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.000 3 12.574
<0.001 Yes

Medium vs. Low 1.556 3 3.260
0.062 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA
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Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 14.667 3 30.736
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.222 3
21.422 <0.001 Yes

Medium vs. Low 4.444 3 9.314
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 40.889 3 85.687
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.111 3
61.005 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
24.682 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.111 3 19.093
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.222 3 13.039
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.889 3 6.054
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.222 3 42.378
<0.001 Yes

High vs. Medium 12.000 3
25.147 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.222 3 17.231
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 61.111 12
128.065 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.222
12 126.202 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.333
12 124.339 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 57.556
12 120.614 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.222
12 105.246 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 48.444
12 101.520 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 39.556
12 82.893 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 32.000
12 67.059 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 31.333 12
65.662 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.556
12 49.363 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.333
12 40.515 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 41.778 12
87.550 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.889 12
85.687 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 40.000 12
83.824 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 38.222 12
80.099 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.889 12
64.731 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 29.111
12 61.005 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 20.222
12 42.378 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 12.667 12
26.544 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 12.000 12
25.147 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.222 12
8.848 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 37.556 12
78.702 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.667 12
76.839 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 35.778 12
74.976 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 34.000 12
71.251 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.667 12
55.883 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 24.889
12 52.157 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 16.000
12 33.530 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 8.444 12
17.696 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 7.778 12
16.299 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 29.778 12
62.403 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 28.889 12
60.540 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 28.000 12
58.677 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 26.222 12
54.951 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 18.889 12
39.584 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 17.111 12
35.858 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 8.222 12
17.231 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.397 0.998 No

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 29.111 12
61.005 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 28.222 12
59.143 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 27.333 12
57.280 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.556 12
53.554 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.222 12
38.187 <0.001 Yes

ZEA/NIAA vs. ZEA/NAA 16.444
12 34.461 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 7.556 12
15.833 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 21.556 12
45.172 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 20.667
12 43.309 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.778
12 41.446 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 18.000
12 37.721 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.667
12 22.353 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 8.889
12 18.628 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 12.667 12
26.544 <0.001 Yes

ZEAI/NAA vs. ZEA/IBA 11.778
12 24.682 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 10.889
12 22.819 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 9.111 12
19.093 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.778 12
3.726 0.281 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.889 12
22.819 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.000 12
20.956 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 9.111 12
19.093 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 7.333 12
15.368 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 3.556 12
7.451 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 2.667 12
5.588 0.009 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
3.726 0.281 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
3.726 0.281 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.863 0.974 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.889 12
1.863 0.974 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 33.111
12 69.388 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 32.444
12 67.991 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 32.000
12 67.059 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 32.000 12
67.059 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/NAA 26.000
12 54.486 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.556
12 53.554 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 18.889
12 39.584 <0.001 Yes
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TDZ/NAA vs. BAP/NAA 18.444
12 38.652 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 16.889 12
35.392 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 15.333
12 32.133 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 14.444
12 30.270 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 18.667 12
39.118 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 18.000 12
37.721 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 17.556 12
36.790 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 17.556 12
36.790 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 11.556 12
24.216 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 11.111
12 23.285 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.444 12
9.314 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.000 12
8.382 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.444 12
5.123 0.025 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.863 0.974 No

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 17.778 12
37.255 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 17.111 12
35.858 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 16.667 12
34.927 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 16.667 12
34.927 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 10.667 12
22.353 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 10.222
12 21.422 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 3.556 12
7.451 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 3.111 12
6.520 0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.556 12
3.260 0.483 No

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 16.222 12
33.995 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 15.556 12
32.598 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 15.111 12
31.667 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 15.111 12
31.667 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 9.111 12
19.093 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 8.667 12
18.162 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.000 12
4,191 0.141 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 1.556 12
3.260 0.483 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 14.667
12 30.736 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.000
12 29.338 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 13.556
12 28.407 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 13.556 12
28.407 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 7.556 12
15.833 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 7.111
12 14.902 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.444 12
0.931 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 14.222 12
29.804 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 13.556 12
28.407 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 13.111 12
27.476 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 13.111 12
27.476 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.111 12
14.902 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/INAA 6.667 12
13.971 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
15.833 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.889 12
14.436 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
13.505 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 6.444 12
13.505 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.444 12
0.931 1.000 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
14.902 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.444 12
13.505 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
12.574 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.000 12
12.574 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
2.328 0.885 No

CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.931 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
2.328 0.885 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.931 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.397 0.998 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.889
12 35.392 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 16.667 12
34.927 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 16.222
12 33.995 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 15.333
12 32.133 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 11.556
12 24.216 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 10.889
12 22.819 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 10.889
12 22.819 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.889 12
18.628 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 8.667 12
18.162 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.222
12 17.231 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.222 12
13.039 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 10.667 12
22.353 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 10.444 12
21.887 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.000 12
20.956 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 9.111 12
19.093 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 5.333 12
11.177 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.667 12
9.779 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.667 12
9.779 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.667 12
5.588 0.009 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.444 12
5.123 0.025 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.000 12
4.191 0.141 No

BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.667 12
18.162 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 8.444 12
17.696 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.000 12
16.765 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
14.902 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 3.333
12 6.985 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.667 12
5.588 0.009 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 2.667 12
5.588 0.009 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.397 0.998 No

BAP/NAA vs. BAP/IAA 0.444 12
0.931 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.222 12
17.231 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 8.000 12
16.765 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
15.833 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 6.667 12
13.971 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 2.889 12
6.054 0.003 Yes
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BAP/IAA vs. CIN/NAA 2.222 12
4.657 0.063 No

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 2.222 12
4.657 0.063 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.222 12
0.466 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.000 12
16.765 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 7.778 12
16.299 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.333 12
15.368 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
13.505 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 2.667 12
5.588 0.009 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.000 12
4.191 0.141 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.000 12
4,191 0.141 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 6.000 12
12.574 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 5.778 12
12.108 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
11.177 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
9.314 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 0.667 12
1.397 0.998 No

ZEA/IAA vs. CIN/NAA
0.000000000333 12
0.000000000699 1.000 Do Not

Test

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.000 12
12.574 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.778 12
12.108 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
11.177 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
9.314 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.667 12
1.397 0.998 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.333 12
11.177 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.111 12
10.711 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.667 12
9.779 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
7.917 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.556 12
3.260 0.483 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.333 12
2.794 0.708 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.863 0.974 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.667 12
1.397 0.998 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.444 12
0.931 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.466 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabicacv. Villa
Sarchi

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Villa sarchi
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.408)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.476)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12415.150
1128.650 757.588 <0.001

Dose 2 9650.893 4825.447
3239.001 <0.001

Phythormones x Dose 22
3686.608 167.573 112.481
<0.001

Residual 72 107.265 1.490
Total 107 25859.916 241.681
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000

Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.889

TDZ/IBA 7.184
TDZ/NAA40.963

CIN/IAA 24.148

CIN/IBA 5.852

CIN/NAA 13.259

ZEA/IAA 21.556

ZEA/IBA 4.963
ZEAINAA12.741

BAP/IAA 27.037

BAP/IBA 5.481
BAP/NAA19.704

Std Err of LS Mean = 0.407
Least square means for Dose :
Group Mean

High 30.111

Medium 14.963

Low 7.370

Std Err of LS Mean = 0.203
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/1AA x High 46.667
TDZ/IAA x Medium 21.556
TDZ/IAA x Low 12.444
TDZ/IBA x High 13.109
TDZ/IBA x Medium 5.556
TDZ/IBA x Low 2.889
TDZ/NAA x High 68.000
TDZ/NAA x Medium 37.333
TDZ/NAA x Low 17.556
CIN/IAA x High 42.000
CIN/IAA x Medium 20.222
CIN/IAA x Low 10.222
CIN/IBA x High 8.667
CIN/IBA x Medium 6.889
CIN/IBA x Low 2.000
CIN/NAA x High 22.000
CIN/NAA x Medium 10.667
CIN/NAA x Low 7.111
ZEA/IAA x High 39.778
ZEA/IAA x Medium 18.222
ZEA/IAA x Low 6.667
ZEA/IBA x High 9.778
ZEA/IBA x Medium 3.333
ZEA/IBA x Low 1.778
ZEA/NAA x High 20.444
ZEA/NAA x Medium 12.000
ZEA/NAA x Low 5.778
BAP/IAA x High 50.000
BAP/IAA x Medium 20.444
BAP/IAA x Low 10.667
BAP/IBA x High 10.889
BAP/IBA x Medium 4.222
BAP/IBA x Low 1.333
BAP/NAA x High 30.000
BAP/NAA x Medium 19.111
BAP/NAA x Low 10.000
Std Err of LS Mean = 0.705
All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

206



Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 34.222 3 48.563
<0.001 Yes

High vs. Medium 25.111 3
35.634 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 12.929
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.220 3 14.503
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.553 3 10.719
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 3.784
0.025 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.444 3 71.583
<0.001 Yes

High vs. Medium 30.667 3
43.518 <0.001 Yes

Medium vs. Low 19.778 3
28.066 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.778 3 45.094
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.778 3
30.904 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.000 3
14.190 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.667 3 9.460
<0.001 Yes

High vs. Medium 1.778 3 2.523
0.182 No

Medium vs. Low 4.889 3 6.938
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 14.889 3 21.128
<0.001 Yes

High vs. Medium 11.333 3
16.083 <0.001 Yes

Medium vs. Low 3.556 3 5.046
0.002 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.111 3 46.986
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.556 3
30.588 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11556 3
16.398 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.000 3 11.352
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.444 3 9.145
<0.001 Yes

Medium vs. Low 1.556 3 2.207
0.269 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 14.667 3 20.813
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.444 3 11.983
<0.001 Yes

Medium vs. Low 6.222 3 8.830
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 39.333 3 55.816
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.556 3
41.941 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.778 3 13.875
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.556 3 13.560
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.667 3 9.460
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.889 3 4.099
0.014 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.000 3 28.381
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.889 3
15.452 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 12.929
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 59.333 12
84.197 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 58.222
12 82.620 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 57.111
12 81.043 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 54.891
12 77.893 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 47.556
12 67.484 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 46.000
12 65.276 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 38.000
12 53.924 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 28.222
12 40.049 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 26.000 12
36.895 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 21.333
12 30.273 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 18.000
12 25.543 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 41.333 12
58.654 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.222 12
57.077 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 39.111 12
55.501 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.891 12
52.350 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 29.556
12 41.941 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 28.000 12
39.733 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 20.000
12 28.381 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 10.222 12
14.506 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 8.000 12
11.352 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 3.333 12
4,730 0.055 No

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 38.000 12
53.924 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.889 12
52.347 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 35.778 12
50.770 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 33.558 12
47.620 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 26.222
12 37.211 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 24.667 12
35.003 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 16.667
12 23.651 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.889 12
9.776 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.667 12
6.622 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 33.333 12
47.302 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 32.222 12
45.725 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 31.111 12
44.148 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 28.891 12
40.998 <0.001 Yes
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CIN/IAA vs. ZEA/NAA 21.556 12
30.588 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 20.000 12
28.381 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 12.000 12
17.029 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.222 12
3.153 0.534 No

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 31.111 12
44.148 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 30.000 12
42.571 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 28.889 12
40.995 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 26.669 12
37.844 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 19.333
12 27.435 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 17.778 12
25.228 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 9.778 12
13.875 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 21.33312
30.273 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 20.222
12 28.696 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.111
12 27.120 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 16.891
12 23.969 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.556
12 13.560 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.000 12
11.352 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 13.333 12
18.921 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 12.222 12
17.344 <0.001 Yes

CIN/NAAvs. BAP/IBA11.111 12
15.767 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 8.891 12
12.617 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.556 12
2.207 0.917 No

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 11.778 12
16.713 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 10.667
12 15.137 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.556 12
13.560 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 7.336 12
10.410 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 4.442 12
6.304 0.002 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 3.331 12
4.727 0.055 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 2.220 12
3.150 0.536 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 2.222 12
3.153 0.534 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.577 0.993 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
1.577 0.993 Do Not Test

Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 34.000
12 48.248 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 33.111
12 46.986 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 31.778
12 45.094 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.444 12
43.202 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/NAA 26.667
12 37.841 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.333
12 35.949 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 19.111
12 27.120 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 18.222
12 25.858 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 17.111 12
24.282 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.889
12 23.966 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 15.778
12 22.389 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 18.222 12
25.858 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 17.333 12
24.597 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.000 12
22.705 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 14.667 12
20.813 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 10.889 12
15.452 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 9.556 12
13.560 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 3.333 12
4.730 0.055 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
3.469 0.386 Do Not Test
TDZ/IAA vs. CIN/IAA 1.333 12
1.892 0.971 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.111 12
1.577 0.993 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 17.111 12
24.282 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 16.222 12
23.020 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 14.889 12
21.128 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 13.556 12
19.236 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 9.778 12
13.875 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 8.444 12
11.983 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEAJ/IAA 2.222 12
3.153 0.534 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.333 12
1.892 0.971 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.222 12
0.315 1.000 Do Not Test

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 16.889 12
23.966 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 16.000 12
22.705 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 14.667 12
20.813 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 13.333 12
18.921 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 9.556 12
13.560 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 8.222 12
11.668 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.000 12
2.838 0.687 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/NAA 1.111 12
1.577 0.993 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 15.778
12 22.389 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.889
12 21.128 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 13.556
12 19.236 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 12.222 12
17.344 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.444 12
11.983 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 7.111
12 10.091 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.889 12
1.261 0.999 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 14.889 12
21.128 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 14.000 12
19.867 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 12.667 12
17.975 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 11.333 12
16.083 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.556 12
10.722 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 6.222 12
8.830 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 8.667 12
12.298 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 7.778 12
11.037 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
9.145 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.111 12
7.253 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.33312
1.892 0.971 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 7.333 12
10.406 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.444 12
9.145 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.111 12
7.253 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 3.778 12
5.361 0.015 Yes

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 3.556 12
5.046 0.029 Yes

CIN/IBA vs. BAP/IBA 2.667 12
3.784 0.260 No
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CIN/IBA vs. TDZ/IBA 1.333 12
1.892 0.971 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
3.153 0.534 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
1.892 0.971 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.261 0.999 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.222
12 23.020 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.778
12 22.389 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 15.556 12
22.074 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 14.667
12 20.813 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 11.778
12 16.713 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 10.889
12 15.452 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 10.444
12 14.821 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 7.556
12 10.722 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 7.333 12
10.406 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.889 12
9.776 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 5.111 12
7.253 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 11.111 12
15.767 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.667 12
15.137 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 10.444 12
14.821 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 9.556 12
13.560 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 6.667 12
9.460 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
8.199 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 5.333 12
7.568 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
3.469 0.386 No

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.222 12
3.153 0.534 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.778 12
2.523 0.821 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 9.333 12
13.244 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 8.889 12
12.614 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 8.667 12
12.298 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
11.037 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 4.889 12
6.938 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.000 12
5.676 0.008 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.556 12
5.046 0.029 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.667 12
0.946 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.631 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.889 12
12.614 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 8.444 12
11.983 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.222 12
11.668 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 7.333 12
10.406 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 4.444 12
6.307 0.002 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.556 12
5.046 0.029 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 3.111 12
4.415 0.097 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.222 12
0.315 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.667 12
12.298 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
11.668 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 8.000 12
11.352 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
10.091 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 4.222
12 5.992 0.004 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 3.333 12
4,730 0.055 No

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.889 12
4.099 0.164 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.778 12
8.199 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
7.568 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.111 12
7.253 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
5.992 0.004 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.333 12
1.892 0.971 No

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 0.444 12
0.631 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 5.333 12
7.568 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 4.889 12
6.938 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 4.667 12
6.622 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
5.361 0.015 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 0.889 12
1.261 0.999 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.444 12
6.307 0.002 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.000 12
5.676 0.008 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 3.778 12
5.361 0.015 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
4.099 0.164 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.556 12
2.207 0.917 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.577 0.993 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.889 12
1.261 0.999 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.667 12
0.946 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.315 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.631 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Bourbon

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Burbon
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.696)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.901)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12441.959
1131.087 191.403 <0.001

Dose 2 8973.588 4486.794
759.256 <0.001

Phythormones x Dose 22
3870.560 175.935 29.772
<0.001

Residual 72 425.481 5.909
Total 107 25711.588 240.295
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.
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The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 27.037

TDZ/IBA 7.259
TDZ/NAA41.333

CIN/IAA 23.556

CIN/IBA 5.111

CIN/NAA 12.815

ZEA/IAA 21.111

ZEA/IBA 5.778
ZEAINAA12.444

BAP/IAA 27.185

BAP/IBA 5.926
BAP/NAA19.185

Std Err of LS Mean = 0.810
Least square means for Dose :
Group Mean

High 29.537

Medium 15.074

Low 7.574

Std Err of LS Mean = 0.405
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 45.333
TDZ/IAA x Medium 23.111
TDZ/IAA x Low 12.667
TDZ/IBA x High 13.111
TDZ/IBA x Medium 6.222
TDZ/IBA x Low 2.444

TDZ/NAA x High 70.000
TDZ/NAA x Medium 36.222
TDZ/NAA x Low 17.778
CIN/IAA x High 40.444

CIN/IAA x Medium 20.000
CIN/IAA x Low 10.222

CIN/IBA x High 9.111

CIN/IBA x Medium 4.444
CIN/IBA x Low 1.778

CIN/NAA x High 19.111
CIN/NAA x Medium 11.333
CIN/NAA x Low 8.000

ZEAJ/IAA x High 38.222
ZEA/IAA x Medium 18.889
ZEA/IAA X Low 6.222

ZEA/IBA x High 8.889

ZEA/IBA x Medium 6.444
ZEA/IBA x Low 2.000

ZEA/NAA x High 19.111
ZEA/NAA x Medium 10.889
ZEA/NAA x Low 7.333
BAP/IAA x High 50.000
BAP/IAA x Medium 20.444
BAP/IAA x Low 11.111
BAP/IBA x High 11.111
BAP/IBA x Medium 5.111
BAP/IBA x Low 1.556
BAP/NAA x High 30.000
BAP/NAA x Medium 17.778
BAP/NAA x Low 9.778

Std Err of LS Mean = 1.404

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 32.667 3 23.275
<0.001 Yes

High vs. Medium 22.222 3
15.833 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.444 3 7.442
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.667 3 7.600
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.889 3 4.908
0.003 Yes

Medium vs. Low 3.778 3 2.692
0.145 No

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 52.222 3 37.208
<0.001 Yes

High vs. Medium 33.778 3
24.067 <0.001 Yes

Medium vs. Low 18.444 3
13.142 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.222 3 21.533
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.444 3
14.567 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.778 3 6.967
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.333 3 5.225
0.001 Yes

High vs. Medium 4.667 3 3.325
0.055 No

Medium vs. Low 2.667 3 1.900
0.376 No

Comparisons for factor. Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.111 3 7.917
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.778 3 5.542
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 2.375
0.220 No

Comparisons for factor. Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 32.000 3 22.800
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.333 3
13.775 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.667 3 9.025
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.889 3 4.908
0.003 Yes

High vs. Medium 2.444 3 1.742
0.439 No

Medium vs. Low 4.444 3 3.167
0.072 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.778 3 8.392
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.222 3 5.858
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.556 3 2.533
0.180 No

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.889 3 27.708
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.556 3
21.058 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.333 3 6.650
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

High vs. Low 9.556 3 6.808
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.000 3 4.275
0.010 Yes

Medium vs. Low 3.556 3 2.533
0.180 No

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA
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Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.222 3 14.408
<0.001 Yes

High vs. Medium 12.222 3 8.708
<0.001 Yes

Medium vs. Low 8.000 3 5.700
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 61.111
12 43.542 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.889 12
43.384 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 58.889
12 41.958 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.889
12 40.533 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.889
12 36.258 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 50.889
12 36.258 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 40.000
12 28.500 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 31.778
12 22.642 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 29.556 12
21.058 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 24.667
12 17.575 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 20.000
12 14.250 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 41.111 12
29.292 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.889 12
29.133 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.889 12
27.708 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.889 12
26.283 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.889 12
22.008 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.889
12 22.008 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 20.000
12 14.250 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 11.778 12
8.392 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 9.556 12
6.808 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.667 12
3.325 0.452 No

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
25.967 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.222 12
25.808 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.222 12
24.383 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 32.222 12
22.958 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.222 12
18.683 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 26.222
12 18.683 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.333
12 10.925 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 7.111 12
5.067 0.028 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.889 12
3.483 0.379 No

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 31.556 12
22.483 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.333 12
22.325 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 29.333 12
20.900 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 27.333 12
19.475 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.333 12
15.200 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 21.333 12
15.200 <0.001 Yes

CIN/IAAvs. BAP/NAA 10.444 12
7.442 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.222 12
1.583 0.993 No

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 29.333 12
20.900 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 29.111 12
20.742 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 27.111 12
19.317 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.111 12
17.892 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 19.111 12
13.617 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 19.111
12 13.617 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 8.222 12
5.858 0.005 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 21.111
12 15.042 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 20.889 12
14.883 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 18.889
12 13.458 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 16.889
12 12.033 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.889
12 7.758 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 10.889
12 7.758 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 10.222
12 7.283 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 10.000 12
7.125 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
5.700 0.007 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
4.275 0.123 No

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.222 12
7.283 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.000 12
7.125 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
5.700 0.007 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
4.275 0.123 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 4.222 12
3.008 0.606 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 4.000 12
2.850 0.682 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 2.000 12
1.425 0.997 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
1.583 0.993 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 2.000 12
1.425 0.997 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.158 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 31.778 12
22.642 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 31.111
12 22.167 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 30.000
12 21.375 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 29.778
12 21.217 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.333
12 18.050 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.889
12 17.733 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 18.444
12 13.142 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.333
12 12.350 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 16.222 12
11.558 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 15.778
12 11.242 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 13.111
12 9.342 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 18.667 12
13.300 <0.001 Yes

TDZ/1AA vs. BAP/IBA 18.000 12
12.825 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.889 12
12.033 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 16.667 12
11.875 <0.001 Yes

TDZ/NIAA vs. ZEAINAA 12.222
12 8.708 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 11.778 12
8.392 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 5.333 12
3.800 0.254 No

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
3.008 0.606 Do Not Test
TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.111 12
2.217 0.915 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.667 12
1.900 0.970 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IBA 16.000 12
11.400 <0.001 Yes
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BAP/IAA vs. BAP/IBA 15.333 12
10.925 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 14.222 12
10.133 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 14.000 12
9.975 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 9.556 12
6.808 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 9.111 12
6.492 0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 2.667 12
1.900 0.970 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
1.108 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.317 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. CIN/IBA 15.556 12
11.083 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 14.889 12
10.608 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 13.778 12
9.817 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 13.556 12
9.658 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 9.111 12
6.492 0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.667 12
6.175 0.002 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 2.222 12
1.583 0.993 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.111 12
0.792 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/IBA 14.444 12
10.292 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 13.778 12
9.817 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 12.667 12
9.025 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.444 12
8.867 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 8.000 12
5.700 0.007 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.556 12
5.383 0.014 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 1.111 12
0.792 1.000 Do Not Test
BAP/NAAvs. CIN/IBA 13.33312
9.500 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 12.667
12 9.025 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 11.556
12 8.233 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 11.333
12 8.075 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 6.889
12 4.908 0.039 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 6.444 12
4.592 0.071 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.889 12
4.908 0.039 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
4.433 0.094 No

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.111 12
3.642 0.313 Do Not Test

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 4.889 12
3.483 0.379 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.444 12
0.317 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 6.444 12
4,592 0.071 No

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.778 12
4,117 0.159 Do Not Test
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.667 12
3.325 0.452 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.444 12
3.167 0.528 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 2.000 12
1.425 0.997 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
0.950 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. TDZ/IBA 0.222 12
0.158 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
1.267 0.999 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.111 12
0.792 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
0.475 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.222
12 11.558 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 16.000 12
11.400 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.778
12 11.242 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 15.333
12 10.925 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.556
12 8.233 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 10.444
12 7.442 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/NAA 9.778 12
6.967 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.000
12 5.700 0.007 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/IAA 7.556 12
5.383 0.014 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.667 12
4.750 0.053 No

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 5.111 12
3.642 0.313 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IBA 11.111 12
7.917 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 10.889 12
7.758 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.667 12
7.600 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 10.222 12
7.283 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.444 12
4.592 0.071 No

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 5.333 12
3.800 0.254 Do Not Test
TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.667 12
3.325 0.452 Do Not Test

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.889 12
2.058 0.948 Do Not Test
TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.444 12
1.742 0.985 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.556 12
1.108 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 9.556 12
6.808 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 9.333 12
6.650 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 9.111 12
6.492 0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 8.667 12
6.175 0.002 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
3.483 0.379 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/NAA 3.778 12
2.692 0.753 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.111 12
2.217 0.915 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.333 12
0.950 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.889 12
0.633 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.667 12
6.175 0.002 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.444 12
6.017 0.003 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
5.858 0.005 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
5.542 0.010 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 4.000 12
2.850 0.682 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/NAA 2.889 12
2.058 0.948 Do Not Test
CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.222 12
1.583 0.993 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.444 12
0.317 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.222 12
5.858 0.005 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 8.000 12
5.700 0.007 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 7.778 12
5.542 0.010 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.333 12
5.2250.020 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 3.556 12
2.533 0.817 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 2.444
12 1.742 0.985 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/NAA 1.778 12
1.267 0.999 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.444 12
4.592 0.071 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.222 12
4.433 0.094 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
4,275 0.123 Do Not Test
CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
3.958 0.203 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
1.267 0.999 Do Not Test
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CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.667 12
0.475 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.778 12
4.117 0.159 Do Not Test
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.556 12
3.958 0.203 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
3.800 0.254 Do Not Test
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.889 12
3.483 0.379 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 1.111 12
0.792 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 4.667 12
3.325 0.452 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/IBA 4.444 12
3.167 0.528 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
3.008 0.606 Do Not Test
ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
2.692 0.753 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
0.633 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
0.475 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.317 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.317 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.158 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.158 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Caturra

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Caturra
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.057)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.068)

Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12868.704
1169.882 1022.631 <0.001
Dose 2 7237.909 3618.954
3163.443 <0.001

Phythormones x Dose 22
4816.238 218.920 191.365
<0.001

Residual 72 82.367 1.144

Total 107 25005.218 233.694
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 27.556

TDZ/IBA 6.814

TDZ/NAA41.037

CIN/IAA 5.111

CIN/IBA 6.000

CIN/NAA 13.407

ZEAJ/IAA 15.407

ZEA/IBA 6.074

ZEA/NAA10.815

BAP/IAA 26.593

BAP/IBA 5.852
BAP/NAA20.741

Std Err of LS Mean = 0.357
Least square means for Dose :
Group Mean

High 26.611

Medium 12.537

Low 7.204

Std Err of LS Mean = 0.178
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 46.222
TDZ/IAA x Medium 24.222
TDZ/IAA x Low 12.222

TDZ/IBA x High 12.442
TDZ/IBA x Medium 5.556
TDZ/IBA x Low 2.444

TDZ/NAA x High 67.778

TDZ/NAA x Medium 37.556
TDZ/NAA x Low 17.778
CIN/IAA x High 4.000

CIN/IAA x Medium 2.444
CIN/IAA x Low 8.889

CIN/IBA x High 9.333

CIN/IBA x Medium 6.889
CIN/IBA x Low 1.778

CIN/NAA x High 20.444
CIN/NAA x Medium 11.778
CIN/NAA x Low 8.000

ZEA/IAA x High 38.000
ZEA/IAA x Medium 1.778
ZEA/IAA x Low 6.444

ZEA/IBA x High 11.333
ZEA/IBA x Medium 5.111
ZEA/IBA x Low 1.778

ZEA/NAA x High 18.000
ZEA/NAA x Medium 9.333
ZEA/NAA x Low 5.111

BAP/IAA x High 48.444
BAP/IAA x Medium 21.778
BAP/IAA x Low 9.556

BAP/IBA x High 12.222
BAP/IBA x Medium 3.778
BAP/IBA x Low 1.556

BAP/NAA x High 31.111
BAP/NAA x Medium 20.222
BAP/NAA x Low 10.889

Std Err of LS Mean = 0.618

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 34.000 3 55.059
<0.001 Yes

High vs. Medium 22.000 3
35.626 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.000 3
19.433 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.998 3 16.190
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.887 3 11.152
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 5.038
0.002 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.000 3 80.969
<0.001 Yes

High vs. Medium 30.222 3
48.941 <0.001 Yes

Medium vs. Low 19.778 3
32.028 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA
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Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

Low vs. Medium 6.444 3 10.436
<0.001 Yes

Low vs. High 4.889 3 7.917
<0.001 Yes

High vs. Medium 1.556 3 2.519
0.183 No

Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 12.235
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.444 3 3.958
0.018 Yes

Medium vs. Low 5.111 3 8.277
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.444 3 20.152
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.667 3 14.035
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.778 3 6.118
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Medium 36.222 3
58.658 <0.001 Yes

High vs. Low 31.556 3 51.100
<0.001 Yes

Low vs. Medium 4.667 3 7.557
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.556 3 15.474
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.222 3 10.076
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 5.398
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.889 3 20.872
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.667 3 14.035
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.222 3 6.837
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.889 3 62.976
<0.001 Yes

High vs. Medium 26.667 3
43.183 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.222 3
19.792 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.667 3 17.273
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.444 3 13.675
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.222 3 3.599
0.035 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.222 3 32.747
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.889 3
17.633 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.333 3 15.114
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IAA 63.778 12
103.281 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 58.444 12
94.644 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 56.444
12 91.405 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 55.556
12 89.966 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 55.336
12 89.609 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 49.778
12 80.609 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 47.333
12 76.651 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 36.667
12 59.377 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 29.778
12 48.222 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 21.556
12 34.907 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.333
12 31.308 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 44.444 12
71.972 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 39.111 12
63.336 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 37.111 12
60.097 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 36.222 12
58.658 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.002 12
58.301 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.444
12 49.301 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 28.000 12
45.343 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 17.333
12 28.069 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 10.444 12
16.914 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 2.222 12
3.599 0.331 No

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 42.222 12
68.374 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.889 12
59.737 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 34.889 12
56.498 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.000 12
55.059 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 33.780 12
54.703 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 28.222
12 45.703 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 25.778 12
41.744 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.111
12 24.471 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 8.222 12
13.315 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IAA 34.000 12
55.059 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.667 12
46.422 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 26.667 12
43.183 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 25.778 12
41.744 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.558 12
41.388 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 20.000
12 32.388 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 17.556 12
28.429 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 6.889 12
11.156 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA27.111 12
43.903 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 21.778 12
35.267 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 19.778
12 32.028 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 18.889
12 30.588 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 18.669
12 30.232 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 13.111
12 21.232 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.667
12 17.273 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IAA 16.444 12
26.630 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 11.111 12
17.993 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 9.111 12
14.754 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.222 12
13.315 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 8.002 12
12.959 <0.001 Yes
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CIN/NAA vs. ZEAINAA 2.444 12
3.958 0.203 No

ZEA/NAA vs. CIN/IAA 14.000 12
22.671 <0.001 Yes

ZEAINAA vs. CIN/IBA 8.667 12
14.035 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 6.667 12
10.796 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.778 12
9.356 <0.001 Yes

ZEAINAA vs. TDZ/IBA 5.558 12
9.000 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IAA 8.442 12
13.671 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 3.109 12
5.034 0.030 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.109 12
1.796 0.980 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.220 12
0.356 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IAA 8.222 12
13.315 <0.001 Yes

BAP/IBA vs. CIN/IBA 2.889 12
4.678 0.060 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.439 0.997 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IAA 7.333 12
11.875 <0.001 Yes

ZEA/IBA vs. CIN/IBA 2.000 12
3.239 0.493 Do Not Test
CIN/IBA vs. CIN/IAA 5.333 12
8.637 <0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 35.778
12 57.938 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 35.111 12
56.858 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 33.778
12 54.699 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 32.444
12 52.540 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 32.000
12 51.820 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.667 12
49.661 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 28.222
12 45.703 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 25.778
12 41.744 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 17.333
12 28.069 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 15.778
12 25.550 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 13.333
12 21.592 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 22.444 12
36.346 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 21.778 12
35.267 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 20.444 12
33.107 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 19.111 12
30.948 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 18.667 12
30.228 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 17.333 12
28.069 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 14.889
12 24.111 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 12.444 12
20.152 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.000 12
6.478 0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.444 12
3.958 0.203 No

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 20.000 12
32.388 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 19.333 12
31.308 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 18.000 12
29.149 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 16.667 12
26.990 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 16.222 12
26.270 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 14.889 12
24,111 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 12.444
12 20.152 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 10.000 12
16.194 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.556 12
2.519 0.823 No

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 18.444
12 29.869 <0.001 Yes
BAP/NAAVvs. CIN/IAA 17.778 12
28.789 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 16.444
12 26.630 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 15.111
12 24.471 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 14.667
12 23.751 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 13.333 12
21.592 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 10.889
12 17.633 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.444 12
13.675 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 10.000 12
16.194 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IAA 9.333 12
15.114 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
12.955 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.667 12
10.796 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
10.076 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 4.889 12
7.917 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 2.444 12
3.958 0.203 No

ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 7.556 12
12.235 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IAA 6.889 12
11.156 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.556 12
8.997 <0.001 Yes

ZEAINAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
6.837 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
6.118 0.003 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 2.444 12
3.958 0.203 No

CIN/IBA vs. ZEA/IAA 5.111 12
8.277 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. CIN/IAA 4.444 12
7.197 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. BAP/IBA 3.111 12
5.038 0.030 Yes

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.778 12
2.879 0.668 No

CIN/IBA vs. TDZ/IBA 1.333 12
2.159 0.928 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IAA 3.778 12
6.118 0.003 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IAA 3.111 12
5.038 0.030 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
2.879 0.668 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.720 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. ZEA/IAA 3.333 12
5.398 0.014 Yes

ZEA/IBA vs. CIN/IAA 2.667 12
4.318 0.115 No

ZEA/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
2.159 0.928 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IAA 2.000 12
3.239 0.493 No

BAP/IBA vs. CIN/IAA 1.333 12
2.159 0.928 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.080 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.222
12 26.270 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 16.000
12 25.910 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 16.000 12
25.910 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 15.333
12 24.831 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 12.667
12 20.512 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.333
12 18.353 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 9.778 12
15.834 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.889 12
14.394 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 8.222 12
13.315 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 6.889
12 11.156 <0.001 Yes
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TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 5.556 12
8.997 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 10.667 12
17.273 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.444 12
16.914 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 10.444 12
16.914 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 9.778 12
15.834 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 7.111 12
11.516 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
9.356 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.222 12
6.837 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.333 12
5.398 0.014 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.667 12
4.318 0.115 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 1.333 12
2.159 0.928 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
15.114 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 9.111 12
14.754 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 9.111 12
14.754 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 8.444 12
13.675 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 5.778
12 9.356 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.444 12
7.197 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.889 12
4.678 0.060 No

BAP/NAA vs. CIN/IAA 2.000 12
3.239 0.493 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IAA 1.333 12
2.159 0.928 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.000 12
12.955 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 7.778 12
12.595 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 7.778 12
12.595 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
11.516 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 4.444 12
7.197 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 3.111 12
5.038 0.030 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 1.556 12
2.519 0.823 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.080 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 7.333 12
11.875 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
11.516 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 7.111 12
11.516 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
10.436 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 3.778 12
6.118 0.003 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.444 12
3.958 0.203 No

CIN/IAA vs. CIN/NAA 0.889 12
1.439 0.997 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.444 12
10.436 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.222 12
10.076 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.222 12
10.076 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
8.997 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/INAA 2.889 12
4.678 0.060 No

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.519 0.823 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 4.889 12
7.917 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 4.667 12
7.557 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 4.667 12
7.557 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 4.000 12
6.478 0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 1.333 12
2.159 0.928 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 3.556 12
5.758 0.006 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 3.333 12
5.398 0.014 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 3.333 12
5.398 0.014 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 2.667 12
4.318 0.115 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
1.439 0.997 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.080 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
1.080 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.360 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEAJ/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.360 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3 and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as

if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Catuai

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Catuai
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.409)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.117)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12308.629
1118.966 1059.041 <0.001
Dose 2 9007.286 4503.643
4262.455 <0.001

Phythormones x Dose 22
3317.035 150.774 142.700
<0.001

Residual 72 76.074 1.057

Total 107 24709.024 230.925
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.778

TDZ/IBA 7.481

TDZ/NAA41.222

CIN/IAA 22.556

CIN/IBA 5.519

CIN/NAA 12.222

ZEA/IAA 21.222

ZEA/IBA 5.704
ZEA/NAA11.704

BAP/IAA 26.852

BAP/IBA 5.630
BAP/NAA20.185

Std Err of LS Mean = 0.343
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Least square means for Dose :
Group Mean

High 29.435

Medium 14.889

Low 7.444

Std Err of LS Mean =0.171
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 44.778
TDZ/IAA x Medium 22.222
TDZ/IAA x Low 13.333
TDZ/IBA x High 13.778
TDZ/IBA x Medium 5.778
TDZ/IBA x Low 2.889
TDZ/NAA x High 67.333
TDZ/NAA x Medium 36.222
TDZ/NAA x Low 20.111
CIN/IAA x High 38.667
CIN/IAA x Medium 19.000
CIN/IAA x Low 10.000
CIN/IBA x High 9.556
CIN/IBA x Medium 5.778
CIN/IBA x Low 1.222
CIN/NAA x High 20.222
CIN/NAA x Medium 10.444
CIN/NAA x Low 6.000
ZEA/IAA x High 38.778
ZEA/IAA x Medium 16.444
ZEA/IAA x Low 8.444
ZEAJ/IBA x High 10.222
ZEA/IBA x Medium 5.111
ZEA/IBA x Low 1.778
ZEA/NAA x High 20.222
ZEA/NAA x Medium 9.111
ZEA/NAA x Low 5.778
BAP/IAA x High 50.444
BAP/IAA x Medium 21.000
BAP/IAA x Low 9.111
BAP/IBA x High 9.778
BAP/IBA x Medium 5.556
BAP/IBA x Low 1.556
BAP/NAA x High 29.444
BAP/NAA x Medium 22.000
BAP/NAA x Low 9.111

Std Err of LS Mean = 0.593

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.444 3 52.985
<0.001 Yes

High vs. Medium 22556 3
38.007 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.889 3 14.978
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.889 3 18.348
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.000 3 13.480
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.889 3 4.868
0.003 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 47.222 3 79.571
<0.001 Yes

High vs. Medium 31.111 3
52.423 <0.001 Yes

Medium vs. Low 16.111 3
27.148 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 28.667 3 48.304
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.667 3
33.139 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.000 3 15.165
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.333 3 14.042
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.778 3 6.366
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.556 3 7.676
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 14.222 3 23.965
<0.001 Yes

High vs. Medium 9.778 3 16.476
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.444 3 7.489
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.333 3 51.113
<0.001 Yes

High vs. Medium 22.333 3
37.632 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.000 3 13.480
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.444 3 14.229
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.111 3 8.612
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 5.617
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 14.444 3 24.339
<0.001 Yes

High vs. Medium 11.111 3
18.723 <0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 5.617
<0.001 Yes

Comparisons for factor. Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 41.333 3 69.648
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.444 3
49.615 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.889 3
20.033 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.222 3 13.855
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.222 3 7.115
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 6.740
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.333 3 34.262
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.444 3 12.544
<0.001 Yes

Medium vs. Low 12.889 3
21.718 <0.001 Yes
Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 57.778 12
97.357 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 57.556
12 96.983 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 57.111
12 96.234 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 53.556
12 90.243 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 47.111
12 79.384 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 47.111
12 79.384 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 37.889
12 63.844 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 28.667 12
48.304 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 28.556
12 48.117 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 22.556
12 38.007 <0.001 Yes
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TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.889
12 28.458 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.889 12
68.899 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 40.667 12
68.525 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.222 12
67.776 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.667 12
61.785 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.222 12
50.925 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.222
12 50.925 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 21.000
12 35.386 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 11.778 12
19.846 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 11.667 12
19.659 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 5.667 12
9.549 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 35.222 12
59.351 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 35.000 12
58.976 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 34.556 12
58.227 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 31.000 12
52.236 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 24.556 12
41.377 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 24.556
12 41.377 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.333
12 25.837 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 6.111 12
10.297 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.000 12
10.110 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 29.222 12
49.240 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 29.000 12
48.866 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 28.556 12
48.117 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.000 12
42.126 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.556 12
31.267 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 18.556
12 31.267 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 9.333 12
15.727 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IAA 0.111 12
0.187 1.000 No

CIN/IAA vs. CIN/IBA 29.111 12
49.053 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 28.889 12
48.679 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 28.444 12
47.930 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 24.889 12
41.939 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 18.444 12
31.080 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 18.444 12
31.080 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 9.222 12
15.540 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 19.889 12
33.513 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.667
12 33.139 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 19.222
12 32.390 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 15.667
12 26.399 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 9.222 12
15.540 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.222
12 15.540 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 10.667 12
17.974 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 10.444
12 17.599 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 10.000
12 16.850 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
10.859 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.000 12
0.000 1.000 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.667 12
17.974 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 10.444 12
17.599 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.000 12
16.850 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
10.859 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 4.222 12
7.115 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 4.000 12
6.740 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 3.556 12
5.991 0.004 Yes

ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
1.123 1.000 No

ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.749 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 31.111
12 52.423 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.667
12 51.674 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.444 12
51.300 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 30.444
12 51.300 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 27.111
12 45.683 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 25.778
12 43.436 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 19.778
12 33.326 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 17.222 12
29.020 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 15.222
12 25.650 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 14.222
12 23.965 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 14.000
12 23.590 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.111 12
28.833 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 16.667 12
28.084 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 16.444 12
27.709 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.444 12
27.709 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 13.111
12 22.093 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 11.778 12
19.846 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
9.736 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.222 12
5.430 0.013 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.222 12
2.059 0.947 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 16.889
12 28.458 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 16.444
12 27.709 <0.001 Yes
BAP/NAAVvs. CIN/IBA 16.222 12
27.335 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 16.222
12 27.335 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 12.889
12 21.718 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 11.556
12 19.471 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IAA 5.556 12
9.361 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA 3.000 12
5.055 0.029 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IAA 1.000 12
1.685 0.988 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 15.889 12
26.773 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 15.444 12
26.024 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 15.222 12
25.650 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 15.222 12
25.650 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 11.889
12 20.033 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 10.556 12
17.786 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4556 12
7.676 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 2.000 12
3.370 0.431 No
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CIN/IAA vs. ZEA/IBA 13.889 12
23.403 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 13.444 12
22.654 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 13.222 12
22.280 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 13.222 12
22.280 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 9.889 12
16.663 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.556 12
14.416 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.556 12
4.306 0.117 No

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 11.333 12
19.097 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 10.889 12
18.348 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 10.667 12
17.974 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 10.667 12
17.974 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 7.333 12
12.357 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 6.000 12
10.110 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
8.987 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 4.889 12
8.238 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
7.863 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.667 12
7.863 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.333 12
2.247 0.908 No

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.000 12
6.740 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 3.556 12
5.991 0.004 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 3.333 12
5.617 0.009 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 3.333 12
5.617 0.009 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.123 1.000 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.123 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.749 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 18.889 12
31.828 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 18.556
12 31.267 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 18.333
12 30.892 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 17.222
12 29.020 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 14.333
12 24.152 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 14.111
12 23.778 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.667
12 19.659 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 11.000
12 18.535 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 11.000
12 18.535 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 10.111 12
17.038 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.778 12
11.421 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 12.111 12
20.408 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 11.778 12
19.846 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 11.556 12
19.471 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 10.444 12
17.599 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 7.556 12
12.731 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 7.333 12
12.357 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
8.238 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.222 12
7.115 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 4.222 12
7.115 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.333 12
5.617 0.009 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.778 12
14.791 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.444 12
14.229 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
13.855 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
11.982 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 4.222 12
7.115 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 4.000 12
6.740 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.621 0.783 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.889 12
1.498 0.996 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.498 0.996 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IBA 7.889 12
13.293 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 7.556 12
12.731 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 7.333 12
12.357 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
10.485 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 3.333 12
5.617 0.009 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.111 12
5.242 0.020 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.123 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IBA 7.889 12
13.293 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 7.556 12
12.731 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 7.333 12
12.357 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
10.485 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 3.333
12 5.617 0.009 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 3.111 12
5.242 0.020 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.123 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/IBA 7.222 12
12.170 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 6.889 12
11.608 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 6.667 12
11.234 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
9.361 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 2.667 12
4.493 0.085 No

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 2.444 12
4,119 0.159 Do Not Test
CIN/NAA vs. CIN/IBA 4.778 12
8.051 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 4.444 12
7.489 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
7.115<0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 3.111 12
5.242 0.020 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.556 12
7.676 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.222 12
7.115<0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.000 12
6.740 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
4.868 0.042 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.667 12
2.808 0.701 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
2.247 0.908 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.872 0.973 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.556 12
0.936 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 0.333 12
0.562 1.000 Do Not Test
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A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3 and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and3vs. 1

(4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Mundo Novo

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Mundo N
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.147)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.053)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 11824.724
1074.975 1166.156 <0.001
Dose 2 8595.613 4297.807
4662.353 <0.001

Phythormones x Dose 22
3913.128 177.869 192.957
<0.001

Residual 72 66.370 0.922

Total 107 24399.835 228.036
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000

Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.074

TDZ/IBA 6.815
TDZ/NAA39.926

CIN/IAA 22.815

CIN/IBA 4.889

CIN/NAA 11.926

ZEA/IAA 19.704

ZEA/IBA 4.741
ZEA/NAA11.778

BAP/IAA 25.630

BAP/IBA 5.407
BAP/NAA19.111

Std Err of LS Mean = 0.320
Least square means for Dose :
Group Mean

High 28.426

Medium 14.370

Low 6.907

Std Err of LS Mean = 0.160
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 44.222
TDZ/IAA x Medium 22.889
TDZ/IAA x Low 11.111
TDZ/IBA x High 11.556
TDZ/IBA x Medium 6.444
TDZ/IBA x Low 2.444
TDZ/NAA x High 68.000
TDZ/NAA x Medium 34.667
TDZ/NAA x Low 17.111
CIN/IAA x High 39.778
CIN/IAA x Medium 19.556
CIN/IAA x Low 9.111
CIN/IBA x High 8.222
CIN/IBA x Medium 4.667
CIN/IBA x Low 1.778
CIN/NAA x High 18.000
CIN/NAA x Medium 10.889
CIN/NAA x Low 6.889
ZEA/IAA x High 36.667
ZEA/IAA X Medium 17.111
ZEA/IAA x Low 5.333
ZEA/IBA x High 7.778
ZEA/IBA x Medium 4.889
ZEA/IBA x Low 1.556
ZEA/NAA x High 19.333
ZEA/NAA x Medium 9.333
ZEA/NAA x Low 6.667
BAP/IAA x High 48.444
BAP/IAA x Medium 18.667
BAP/IAA x Low 9.778
BAP/IBA x High 10.000
BAP/IBA x Medium 4.667
BAP/IBA x Low 1.556
BAP/NAA x High 29.111
BAP/NAA x Medium 18.667
BAP/NAA x Low 9.556

Std Err of LS Mean = 0.554
All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.111 3 59.733
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.333 3
38.486 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
21.247 <0.001 Yes
Comparisons for factor. Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.111 3 16.437
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.111 3 9.221
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 7.216
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.889 3 91.804
<0.001 Yes

High vs. Medium 33.333 3
60.134 <0.001 Yes

Medium vs. Low 17.556 3
31.670 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.667 3 55.323
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.222 3
36.481 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.444 3
18.842 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.444 3 11.626
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.556 3 6.414
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.889 3 5.212
0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.111 3 20.045
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.111 3 12.829
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 7.216
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050
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High vs. Low 31.333 3 56.526
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.556 3
35.278 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
21.247 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.222 3 11.225
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.889 3 5.212
0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 6.013
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.667 3 22.851
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.000 3
18.040 <0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 4.811
0.003 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.667 3 69.755
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.778 3
53.720 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.889 3 16.036
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.444 3 15.234
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.333 3 9.621
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 5.612
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 19.556 3 35.278
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.444 3
18.842 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 16.437
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.222
12 108.642 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 59.778 12
107.840 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 58.000
12 104.633 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.444
12 101.827 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.000
12 90.201 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 48.667
12 87.795 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 38.889
12 70.156 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 31.333
12 56.526 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 28.222 12
50.913 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.778
12 42.895 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.556
12 35.278 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.667 12
73.363 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.222 12
72.561 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.444 12
69.354 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.889 12
66.548 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.444 12
54.922 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 29.111
12 52.517 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.333
12 34.878 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 11.778 12
21.247 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 8.667 12
15.635 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.222 12
7.617 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
65.746 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.000 12
64.944 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.222 12
61.737 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 32.667 12
58.931 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.222 12
47.305 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 24.889
12 44.900 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.111
12 27.261 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 7.556 12
13.630 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.444 12
8.018 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 32.000 12
57.728 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.556 12
56.927 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 29.778 12
53.720 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 28.222 12
50.913 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.778 12
39.287 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 20.444 12
36.882 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 10.667 12
19.243 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.111 12
5.612 0.009 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 28.889 12
52.116 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.444 12
51.314 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 26.667 12
48.107 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.111 12
45.301 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.667 12
33.675 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 17.333
12 31.270 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 7.556 12
13.630 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 21.333
12 38.486 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 20.889 12
37.684 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.111
12 34.477 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 17.556
12 31.670 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 11.111
12 20.045 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.778
12 17.639 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.556
12 20.846 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 11.111 12
20.045 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
16.837 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
14.031 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.333 12
2.405 0.862 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.222 12
18.441 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 9.778 12
17.639 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
14.432 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
11.626 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 3.778 12
6.815 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 3.333 12
6.013 0.004 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.556 12
2.806 0.702 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
4.009 0.188 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
3.207 0.508 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.802 1.000 Do Not Test
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Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.000
12 54.120 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.000 12
54.120 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 29.778
12 53.720 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 28.222
12 50.913 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.333
12 45.702 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 23.778
12 42.895 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.556
12 31.670 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.000
12 28.864 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.000
12 28.864 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 15.111 12
27.261 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 11.778
12 21.247 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 18.222 12
32.873 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 18.222 12
32.873 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 18.000 12
32.472 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.444 12
29.666 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 13.556
12 24.454 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 12.000 12
21.648 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
10.423 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 4.222 12
7.617 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.222 12
7.617 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.333 12
6.013 0.004 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 14.889 12
26.860 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 14.889 12
26.860 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 14.667 12
26.459 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 13.111 12
23.653 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 10.222 12
18.441 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.667 12
15.635 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.444 12
4.410 0.098 No

CIN/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.604 0.992 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.889 12
1.604 0.992 Do Not Test

BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.000
12 25.256 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 14.000 12
25.256 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 13.778
12 24.855 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 12.222
12 22.049 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.333
12 16.837 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 7.778 12
14.031 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.806 0.702 Do Not Test
BAP/NAA VS. BAP/IAA

0.00000000333 12
0.00000000601 1.000 Do Not
Test

BAP/IAA vs. BAP/IBA 14.000 12
25.256 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 14.000 12
25.256 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 13.778 12
24.855 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 12.222 12
22.049 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 9.333 12
16.837 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 7.778 12
14.031 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.806 0.702 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 12.444 12
22.450 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 12.444 12
22.450 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.222 12
22.049 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 10.667 12
19.243 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 7.778 12
14.031 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 6.222 12
11.225 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
11.225 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.222 12
11.225 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
10.824 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
8.018 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.556 12
2.806 0.702 No

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.667 12
8.419 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
8.419 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.444 12
8.018 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
5.212 0.021 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
3.207 0.508 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
3.207 0.508 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
2.806 0.702 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.401 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.401 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.556
12 28.062 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 15.556
12 28.062 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 15.333 12
27.662 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 14.667
12 26.459 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.778
12 21.247 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 10.444
12 18.842 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 10.222
12 18.441 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.000 12
14.432 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 7.556
12 13.630 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 7.333 12
13.229 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.000 12
10.824 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 9.556 12
17.238 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 9.556 12
17.238 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 9.333 12
16.837 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 8.667 12
15.635 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
10.423 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEAINAA 4.444 12
8.018 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.222 12
7.617 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.000 12
3.608 0.327 No

TDZ/1AA vs. BAP/NAA 1.556 12
2.806 0.702 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.333 12
2.405 0.862 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
14.833 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.222 12
14.833 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 8.000 12
14.432 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 7.333 12
13.229 <0.001 Yes
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BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.444 12
8.018 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 3.111 12
5.612 0.009 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 2.889 12
5.212 0.021 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.203 0.999 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.222 12
0.401 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.000 12
14.432 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
14.432 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 7.778 12
14.031 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
12.829 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
7.617 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 2.889
12 5.212 0.021 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.667 12
4.811 0.047 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.802 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
13.630 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 7.556 12
13.630 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 7.333 12
13.229 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.667 12
12.027 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
6.815 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 2.444 12
4.410 0.098 No

CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.222 12
4.009 0.188 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
9.621 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.333 12
9.621 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.111 12
9.221 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
8.018 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.806 0.702 No

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.222 12
0.401 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.111 12
9.221 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
9.221 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.889 12
8.820 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
7.617 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 1.333 12
2.405 0.862 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 3.778 12
6.815 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 3.778 12
6.815 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 3.556 12
6.414 0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
5.212 0.021 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.604 0.992 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
1.604 0.992 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
1.203 0.999 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.401 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.401 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 43 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Garnica

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Garnica
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.061)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Failed (P < 0.050)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 11920.704
1083.700 2140.969 <0.001
Dose 2 8316.222 4158.111
8214.805 <0.001

Phythormones x Dose 22
3691.481 167.795 331.497
<0.001

Residual 72 36.444 0.506

Total 107 23964.852 223.971
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.444

TDZ/IBA 6.889

TDZ/NAA39.333

CIN/IAA 22.370

CIN/IBA 5.630

CIN/NAA 11.852

ZEA/IAA 21.259

ZEA/IBA 4.815
ZEA/NAA11.704

BAP/IAA 27.704

BAP/IBA 5.407
BAP/NAA19.481

Std Err of LS Mean = 0.237
Least square means for Dose :
Group Mean

High 28.630

Medium 14.574

Low 7.519

Std Err of LS Mean = 0.119
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 45.778
TDZ/IAA x Medium 21.333
TDZ/IAA x Low 12.222

TDZ/IBA x High 12.667
TDZ/IBA x Medium 6.667
TDZ/IBA x Low 1.333

TDZ/NAA x High 67.333
TDZ/NAA x Medium 34.000
TDZ/NAA x Low 16.667
CIN/IAA x High 39.333

CIN/IAA x Medium 18.444
CIN/IAA x Low 9.333

CIN/IBA x High 8.889

CIN/IBA x Medium 5.333
CIN/IBA x Low 2.667

CIN/NAA x High 18.222
CIN/NAA x Medium 9.778
CIN/NAA x Low 7.556

ZEA/IAA x High 37.778
ZEA/IAA x Medium 17.778
ZEA/IAA x Low 8.222

ZEA/IBA x High 7.778
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ZEAJ/IBA x Medium 4.000
ZEA/IBA x Low 2.667
ZEA/NAA x High 19.111
ZEA/NAA x Medium 10.444
ZEA/NAA x Low 5.556
BAP/IAA x High 47.556
BAP/IAA x Medium 24.000
BAP/IAA x Low 11.556
BAP/IBA x High 9.111
BAP/IBA x Medium 4.889
BAP/IBA x Low 2.222
BAP/NAA x High 30.000
BAP/NAA x Medium 18.222
BAP/NAA x Low 10.222
Std Err of LS Mean = 0.411

Coffea arabica cv.
Pacamara

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Pacamara
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.118)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.299)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12426.809
1129.710 2451.071 <0.001
Dose 2 9205.069 4602.534
9985.874 <0.001

Phythormones x Dose 22
3750.683 170.486 369.893
<0.001

Residual 72 33.185 0.461

Total 107 25415.746 237.530
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 26.667

TDZ/IBA 6.444

TDZ/NAA40.963

CIN/IAA 23.333

CIN/IBA 5.704

CIN/NAA 12.889

ZEA/IAA 21.259

ZEA/IBA 5.333
ZEA/NAA12.296

BAP/IAA 27.111

BAP/IBA 5.481
BAP/NAA19.556

Std Err of LS Mean = 0.226
Least square means for Dose :
Group Mean

High 29.574

Medium 14.833

Low 7.352

Std Err of LS Mean = 0.113
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 46.444
TDZ/IAA x Medium 21.556
TDZ/IAA x Low 12.000
TDZ/IBA x High 12.000
TDZ/IBA x Medium 5.556
TDZ/IBA x Low 1.778
TDZ/NAA x High 69.778
TDZ/NAA x Medium 35.111
TDZ/NAA x Low 18.000
CIN/IAA x High 40.222
CIN/IAA x Medium 20.222
CIN/IAA x Low 9.556
CIN/IBA x High 9.556
CIN/IBA x Medium 5.778
CIN/IBA x Low 1.778
CIN/NAA x High 19.556
CIN/NAA x Medium 11.333
CIN/NAA x Low 7.778
ZEA/IAA x High 37.556
ZEA/IAA x Medium 18.444
ZEA/IAA x Low 7.778
ZEA/IBA x High 9.778
ZEA/IBA x Medium 4.667
ZEAJ/IBA x Low 1.556
ZEA/NAA x High 19.778
ZEA/NAA x Medium 10.889
ZEA/NAA x Low 6.222
BAP/IAA x High 49.778
BAP/IAA x Medium 20.889
BAP/IAA x Low 10.667
BAP/IBA x High 10.667
BAP/IBA x Medium 4.444
BAP/IBA x Low 1.333
BAP/NAA x High 29.778
BAP/NAA x Medium 19.111
BAP/NAA x Low 9.778

Std Err of LS Mean = 0.392

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 34.444 3 87.877
<0.001 Yes

High vs. Medium 24889 3
63.498 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.556 3 24.379
<0.001 Yes

Comparisons for factor. Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.222 3 26.080
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.444 3 16.441
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.778 3 9.638
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 51.778 3 132.099
<0.001 Yes

High vs. Medium 34.667 3
88.444 <0.001 Yes

Medium vs. Low 17.111 3
43.655 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.667 3 78.239
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.000 3
51.025 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.667 3
27.213 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.778 3 19.843
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.778 3 9.638
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 10.205
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.778 3 30.048
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.222 3 20.977
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.556 3 9.071
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

High vs. Low 29.778 3 75.971
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.111 3
48.757 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.667 3
27.213 <0.001 Yes
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Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.222 3 20.977
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.111 3 13.040
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.937
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 13.556 3 34.584
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.889 3 22.678
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.667 3 11.906
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 39.111 3 99.783
<0.001 Yes

High vs. Medium 28.889 3
73.703 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
26.080 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.333 3 23.812
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.222 3 15.875
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.937
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.000 3 51.025
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.667 3
27.213 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.333 3 23.812
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.222 12
153.643 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.000
12 153.076 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.111
12 150.808 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 57.778
12 147.406 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.222
12 128.130 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 50.000
12 127.563 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 40.000
12 102.050 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 32.222
12 82.207 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 29.556 12
75.404 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.333
12 59.529 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 20.000
12 51.025 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.222 12
102.617 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.000 12
102.050 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 39.111 12
99.783 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 37.778 12
96.381 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.222 12
77.105 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.000
12 76.538 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 20.000
12 51.025 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 12.222 12
31.182 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 9.556 12
24.379 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 3.333 12
8.504 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.889 12
94.113 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.667 12
93.546 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 35.778 12
91.279 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 34.444 12
87.877 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.889 12
68.601 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 26.667
12 68.034 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 16.667
12 42.521 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 8.889 12
22.678 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 6.222 12
15.875 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 30.667 12
78.239 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 30.444 12
77.672 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 29.556 12
75.404 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 28.222 12
72.002 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 20.667 12
52.726 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 20.444 12
52.159 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 10.444 12
26.647 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.667 12
6.803 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.000 12
71.435 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 27.778 12
70.868 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 26.889 12
68.601 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.556 12
65.199 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.000 12
45.923 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEAINAA 17.778
12 45.356 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 7.778 12
19.843 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 20.222 12
51.592 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 20.000
12 51.025 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.111
12 48.757 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 17.778
12 45.356 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.222
12 26.080 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 10.000
12 25.513 <0.001 Yes
ZEA/NAAvs. CIN/IBA 10.222 12
26.080 <0.001 Yes

ZEAI/NAA vs. ZEA/IBA 10.000
12 25.513 <0.001 Yes
ZEAI/NAA vs. BAP/IBA 9.111 12
23.245 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
19.843 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.222 12
0.567 1.000 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.000 12
25.513 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 9.778 12
24.946 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.889 12
22.678 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 7.556 12
19.276 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 2.444 12
6.236 0.002 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
5.669 0.008 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
3.402 0.416 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
2.8350.689 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
2.268 0.902 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.667
12 78.239 <0.001 Yes
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TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 30.444
12 77.672 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 29.556
12 75.404 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 29.333 12
74.837 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/INAA 24.222
12 61.797 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 23.778
12 60.663 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 16.667
12 42.521 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.000
12 40.820 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 14.889 12
37.985 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 14.222
12 36.285 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 13.556
12 34.584 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 17.111 12
43.655 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 16.889 12
43.088 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.000 12
40.820 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 15.778 12
40.253 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 10.667
12 27.213 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 10.222 12
26.080 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 3.111 12
7.937 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
6.236 0.002 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 1.333 12
3.402 0.416 No

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 0.667 12
1.701 0.987 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 16.444 12
41.954 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 16.222 12
41.387 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 15.333 12
39.119 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 15.111 12
38.552 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 10.000
12 25.513 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 9.556 12
24.379 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 2.444 12
6.236 0.002 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.778 12
4,536 0.078 No

BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.701 0.987 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 15.778 12
40.253 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 15.556 12
39.686 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 14.667 12
37.419 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 14.444 12
36.852 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 9.333 12
23.812 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.889 12
22.678 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
4,536 0.078 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 1.111 12
2.835 0.689 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.667
12 37.419 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 14.444
12 36.852 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 13.556
12 34.584 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 13.333 12
34.017 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 8.222
12 20.977 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 7.778 12
19.843 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.701 0.987 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 14.000 12
35.718 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 13.778 12
35.151 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 12.889 12
32.883 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 12.667 12
32.316 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 7.556 12
19.276 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.111 12
18.142 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.889 12
17.575 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.667 12
17.008 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.778 12
14.741 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.556 12
14.174 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.444 12
1.134 1.000 No

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.444 12
16.441 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 6.222 12
15.875 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 5.333 12
13.607 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.111 12
13.040 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
3.402 0.416 No

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
2.835 0.689 Do Not Test
CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.111 12
2.835 0.689 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
2.268 0.902 Do Not Test

ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.667
12 42.521 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 16.444
12 41.954 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 16.222
12 41.387 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 16.222 12
41.387 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 11.778
12 30.048 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 10.222
12 26.080 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 10.222
12 26.080 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.444 12
21.544 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.222
12 20.977 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 7.333 12
18.709 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.000 12
15.308 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 10.667 12
27.213 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 10.444 12
26.646 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 10.222 12
26.080 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 10.222 12
26.080 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 5.778 12
14.741 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.222 12
10.772 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
10.772 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.444 12
6.236 0.002 Yes

TDZ/1AA vs. BAP/NAA 2.222 12
5.669 0.008 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.333 12
3.402 0.416 No

BAP/IAA vs. BAP/IBA 9.333 12
23.812 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 9.111 12
23.245 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 8.889 12
22.678 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 8.889 12
22.678 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 4.444 12
11.339 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 2.889 12
7.370 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 2.889 12
7.370 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
2.835 0.689 No
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BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.889 12
2.268 0.902 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.444 12
21.544 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
20.977 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 8.000 12
20.410 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 8.000 12
20.410 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 3.556
12 9.071 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.000 12
5.103 0.026 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 2.000 12
5.103 0.026 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.222 12
20.977 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 8.000 12
20.410 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
19.843 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 7.778 12
19.843 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 3.333 12
8.504 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 1.778 12
4.536 0.078 No

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
4.536 0.078 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 6.444 12
16.441 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 6.222 12
15.875 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
15.308 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 6.000 12
15.308 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 1.556 12
3.969 0.200 No

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.444 12
16.441 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.222 12
15.875 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
15.308 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.000 12
15.308 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.556 12
3.969 0.200 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.889 12
12.473 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.667 12
11.906 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
11.339 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.444 12
11.339 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
1.134 1.000 No

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
1.134 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.567 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 43 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Garena

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Garena
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.092)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Failed (P < 0.050)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 11569.589
1051.781 1969.818 <0.001
Dose 2 8473.340 4236.670
7934.609 <0.001

Phythormones x Dose 22
4079.198 185.418 347.259
<0.001

Residual 72 38.444 0.534

Total 107 24160.571 225.800
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between

Phythormones and Dose. (P =

<0.001)
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 25.333

TDZ/IBA 6.963
TDZ/NAA39.481

CIN/IAA 21.630

CIN/IBA 4.407

CIN/NAA 10.889

ZEA/IAA 18.593

ZEA/IBA 4.111
ZEA/NAA11.556

BAP/IAA 24.741

BAP/IBA 4.815
BAP/NAA18.000

Std Err of LS Mean = 0.244
Least square means for Dose :
Group Mean

High 27.722

Medium 13.481

Low 6.426

Std Err of LS Mean = 0.122
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 43.556
TDZ/IAA x Medium 21.333
TDZ/IAA x Low 11.111
TDZ/IBA x High 12.444
TDZ/IBA x Medium 5.556
TDZ/IBA x Low 2.889
TDZ/NAA x High 68.222
TDZ/NAA x Medium 34.222
TDZ/NAA x Low 16.000
CIN/IAA x High 38.667
CIN/IAA x Medium 18.222
CIN/IAA x Low 8.000

CIN/IBA x High 7.333

CIN/IBA x Medium 4.667
CIN/IBA x Low 1.222

CIN/NAA x High 17.111
CIN/NAA x Medium 9.333
CIN/NAA x Low 6.222
ZEA/IAA x High 34.889
ZEA/IAA x Medium 16.444
ZEA/IAA x Low 4.444

ZEA/IBA x High 7.111
ZEA/IBA x Medium 4.000
ZEA/IBA x Low 1.222
ZEA/NAA x High 18.444
ZEA/NAA x Medium 9.111
ZEA/NAA x Low 7.111
BAP/IAA x High 47.778
BAP/IAA x Medium 17.333
BAP/IAA x Low 9.111
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BAP/IBA x High 9.111
BAP/IBA x Medium 4.222
BAP/IBA x Low 1.111
BAP/NAA x High 28.000
BAP/NAA x Medium 17.333
BAP/NAA x Low 8.667

Std Err of LS Mean = 0.422

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 32.444 3 76.904
<0.001 Yes

High vs. Medium 22222 3
52.674 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
24.230 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.556 3 22.650
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.889 3 16.329
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 6.321
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 52.222 3 123.784
<0.001 Yes

High vs. Medium 34.000 3
80.592 <0.001 Yes

Medium vs. Low 18.222 3
43.193 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.667 3 72.691
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.444 3
48.460 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
24.230 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.111 3 14.485
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.667 3 6.321
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.444 3 8.165
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.889 3 25.810
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.778 3 18.436
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.374
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.444 3 72.164
<0.001 Yes

High vs. Medium 18.444 3
43.720 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.000 3
28.444 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 5.889 3 13.959
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.111 3 7.374
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.778 3 6.584
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.333 3 26.864
<0.001 Yes

High vs. Medium 9.333 3 22.123
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.000 3 4.741
0.004 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.667 3 91.653
<0.001 Yes

High vs. Medium 30.444 3
72.164 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.222 3 19.490
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.000 3 18.963
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.889 3 11.588
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.374
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 19.333 3 45.827
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.667 3
25.284 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.667 3 20.543
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 61.111
12 144.854 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.889 12
144.327 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.111
12 140.114 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 55.778
12 132.212 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 51.111
12 121.151 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 49.778
12 117.990 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 40.222
12 95.340 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 33.333
12 79.011 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 29.556 12
70.057 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 24.667
12 58.468 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 20.444
12 48.460 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.667 12
96.394 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.444 12
95.867 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.667 12
91.653 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 35.333 12
83.752 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.667 12
72.691 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 29.333
12 69.530 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.778
12 46.880 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 12.889 12
30.551 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 9.111 12
21.596 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.222 12
10.008 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
86.386 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.222 12
85.859 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.444 12
81.645 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 31.111 12
73.744 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.444 12
62.682 <0.001 Yes

TDZ/NIAA vs. ZEAINAA 25.111
12 59.522 <0.001 Yes

TDZ/NIAA vs. BAP/NAA 15.556
12 36.872 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 8.667 12
20.543 <0.001 Yes
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TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.889 12
11.588 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 31.556 12
74.797 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.333 12
74.271 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 29.556 12
70.057 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 26.222 12
62.156 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.556 12
51.094 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 20.222 12
47.934 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 10.667 12
25.284 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
8.955 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 27.778 12
65.843 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 27.556 12
65.316 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 25.778 12
61.102 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 22.444 12
53.201 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 17.778 12
42.139 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 16.444
12 38.979 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 6.889 12
16.329 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 20.889
12 49.514 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 20.667 12
48.987 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 18.889
12 44.773 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 15.556
12 36.872 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.889
12 25.810 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.556
12 22.650 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.333
12 26.864 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 11.111 12
26.337 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
22.123 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 6.000 12
14.222 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.33312
3.160 0.531 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.000 12
23.703 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 9.778 12
23.177 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
18.963 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.667 12
11.062 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 5.333 12
12.642 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 5.111 12
12.115 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 3.333 12
7.901 <0.001 Yes

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 2.000 12
4.741 0.054 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
4.214 0.136 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.527 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 30.222
12 71.637 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.000
12 71.110 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 29.556 12
70.057 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 28.667
12 67.950 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.111
12 59.522 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.889
12 58.995 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.778
12 42.139 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.889
12 40.032 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.889
12 40.032 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 16.000 12
37.925 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 12.889
12 30.551 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.333 12
41.086 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 17.111 12
40.559 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 16.667 12
39.506 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 15.778 12
37.399 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 12.222
12 28.971 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 12.000 12
28.444 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
11.588 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.000 12
9.481 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 4.000 12
9.481 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.111 12
7.374 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 14.222 12
33.711 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 14.000 12
33.185 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 13.556 12
32.131 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 12.667 12
30.024 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 9.111 12
21.596 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.889 12
21.070 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
4,214 0.136 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 13.333 12
31.605 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 13.111 12
31.078 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 12.667 12
30.024 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 11.778 12
27.917 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 8.222 12
19.490 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 8.000 12
18.963 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 13.333
12 31.605 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 13.111
12 31.078 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 12.667 12
30.024 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 11.778
12 27.917 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 8.222
12 19.490 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.000 12
18.963 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.444 12
29.498 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 12.222 12
28.971 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 11.778 12
27.917 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 10.889 12
25.810 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 7.333 12
17.383 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.111 12
16.856 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
12.642 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
12.115 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
11.062 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
8.955 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.222 12
0.527 1.000 No

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.111 12
12.115 <0.001 Yes
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ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.889 12
11.588 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.444 12
10.535 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 3.556 12
8.428 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
3.687 0.295 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
3.160 0.531 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.580 0.993 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
1.053 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.527 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 14.889
12 35.292 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 14.778
12 35.028 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 14.778 12
35.028 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 13.111
12 31.078 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.556
12 27.391 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 9.778 12
23.177 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 8.889
12 21.070 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.000 12
18.963 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 7.333
12 17.383 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.889 12
16.329 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 4.889 12
11.588 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 10.000 12
23.703 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 9.889 12
23.440 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 9.889 12
23.440 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 8.222 12
19.490 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.667 12
15.802 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.889 12
11.588 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 4.000 12
9.481 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.111 12
7.374 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
5.794 0.006 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.000 12
4.741 0.054 No

BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.000 12
18.963 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 7.889 12
18.699 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 7.889 12
18.699 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
14.749 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.667 12
11.062 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 2.889 12
6.848 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 2.000 12
4.741 0.054 No

BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
2.634 0.778 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.444 12
1.053 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 7.556 12
17.909 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 7.444 12
17.646 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 7.444 12
17.646 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 5.778 12
13.695 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
10.008 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.444 12
5.794 0.006 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 1.556
12 3.687 0.295 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.580 0.993 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 6.889 12
16.329 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 6.778 12
16.066 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 6.778 12
16.066 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 5.111 12
12.115 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.556 12
8.428 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 1.778 12
4.214 0.136 No

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.000 12
14.222 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.889 12
13.959 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.889 12
13.959 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
10.008 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 2.667 12
6.321 0.002 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.889 12
2.107 0.939 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
12.115 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.000 12
11.852 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.000 12
11.852 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 3.333 12
7.901 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
4.214 0.136 No

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 3.333 12
7.901 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 3.222 12
7.638 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 3.222 12
7.638 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 1.556 12
3.687 0.295 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
4.214 0.136 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.667 12
3.951 0.205 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.667 12
3.951 0.205 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.111 12
0.263 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.111 12
0.263 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Colombia

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Colombia
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P =0.097)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.283)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12744.934
1158.630 566.493 <0.001

Dose 2 9228.453 4614.226
2256.050 <0.001
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Phythormones x Dose 22
3737.868 169.903  83.071
<0.001

Residual 72 147.259 2.045
Total 107 25858.514 241.668
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 28.148

TDZ/IBA 8.148
TDZ/INAA42.444

CIN/IAA 24.815

CIN/IBA 6.370

CIN/NAA 13.704

ZEA/IAA 21.037

ZEA/IBA 6.074
ZEAINAA13.926

BAP/IAA 28.593

BAP/IBA 6.667
BAP/NAA21.481

Std Err of LS Mean = 0.477
Least square means for Dose :
Group Mean

High 30.833

Medium 15.889

Low 8.630

Std Err of LS Mean = 0.238
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 47.556
TDZ/IAA x Medium 23.111
TDZ/IAA x Low 13.778
TDZ/IBA x High 14.222
TDZ/IBA x Medium 6.667
TDZ/IBA x Low 3.556

TDZ/NAA x High 70.667
TDZ/NAA x Medium 36.667
TDZ/NAA x Low 20.000
CIN/IAA x High 41.778

CIN/IAA x Medium 22.222
CIN/IAA x Low 10.444

CIN/IBA x High 10.000

CIN/IBA x Medium 6.667
CIN/IBA x Low 2.444
CIN/NAA x High 20.444
CIN/NAA x Medium 12.222
CIN/NAA x Low 8.444
ZEA/IAA x High 38.444
ZEA/IAA x Medium 16.444
ZEA/IAA x Low 8.222
ZEA/IBA x High 10.222
ZEA/IBA x Medium 5.333
ZEA/IBA x Low 2.667
ZEA/NAA x High 21.556
ZEA/NAA x Medium 12.444
ZEA/NAA X Low 7.778
BAP/IAA x High 51.556
BAP/IAA x Medium 22.222
BAP/IAA x Low 12.000
BAP/IBA x High 11.111
BAP/IBA x Medium 6.222
BAP/IBA x Low 2.667
BAP/NAA x High 32.444
BAP/NAA x Medium 20.444
BAP/NAA x Low 11.556
Std Err of LS Mean = 0.826

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.778 3 40.909
<0.001 Yes

High vs. Medium 24.444 3
29.605 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.333 3 11.304
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.667 3 12.919
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.556 3 9.151
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 3.768
0.026 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.667 3 61.363
<0.001 Yes

High vs. Medium 34.000 3
41.178 <0.001 Yes

Medium vs. Low 16.667 3
20.185 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.333 3 37.948
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.556 3
23.684 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
14.264 <0.001 Yes
Comparisons for factor. Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 9.151
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.333 3 4.037
0.015 Yes

Medium vs. Low 4.222 3 5.114
0.002 Yes

Comparisons for factor. Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.000 3 14.533
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.222 3 9.958
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.778 3 4.575
0.005 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.222 3 36.603
<0.001 Yes

High vs. Medium 22.000 3
26.645 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.222 3 9.958
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 9.151
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.889 3 5.921
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 3.230
0.065 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 13.778 3 16.686
<0.001 Yes

High vs. Medium 9.111 3 11.035
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.667 3 5.652
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

High vs. Low 39.556 3 47.906
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.333 3
35.526 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
12.380 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA
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Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.444 3 10.227
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.889 3 5.921
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.556 3 4.306
0.009 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.889 3 25.299
<0.001 Yes

High vs. Medium 12.000 3
14.533 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.889 3 10.765
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.667 12
73.474 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.444
12 73.205 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.556
12 72.129 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.444
12 68.361 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.222
12 60.825 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 49.111
12 59.479 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 38.222
12 46.292 <0.001 Yes
TDZINAA vs. ZEA/IAA 32.222
12 39.025 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 28.889 12
34.988 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.111
12 27.990 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.111
12 23.146 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 41.556 12
50.329 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 41.333 12
50.059 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 40.444 12
48.983 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 37.333 12
45.215 <0.001 Yes

BAP/IAAvs. CIN/NAA 31.111 12
37.679 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.000
12 36.333 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.111
12 23.146 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 13.111 12
15.879 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 9.778 12
11.842 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.000 12
4.844 0.044 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 37.556 12
45,484 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 37.333 12
45,215 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 36.444 12
44.138 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 33.333 12
40.371 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 27.111 12
32.835 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 26.000
12 31.489 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.111
12 18.301 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 9.111 12
11.035 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.778 12
38.487 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 31.556 12
38.217 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 30.667 12
37.141 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 27.556 12
33.373 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.333 12
25.837 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 20.222 12
24.491 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 9.333 12
11.304 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.333 12
4.037 0.180 No

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.444 12
34.450 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 28.222 12
34.180 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 27.333 12
33.104 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 24.222 12
29.336 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.000 12
21.800 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 16.889
12 20.454 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 6.000 12
7.267 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 22.444 12
27.183 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 22.222
12 26.914 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 21.333
12 25.837 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 18.222
12 22.069 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 12.000
12 14.533 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 10.889
12 13.188 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 11.556 12
13.995 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.333
12 13.726 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 10.444
12 12.649 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 7.333 12
8.882 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.111 12
1.346 0.998 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.444 12
12.649 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.222 12
12.380 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
11.304 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
7.536 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 4.222 12
5.114 0.026 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 4.000 12
4.844 0.044 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 3.111 12
3.768 0.265 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
1.346 0.998 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.077 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.269 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 31.333
12 37.948 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.444
12 36.872 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 30.000
12 36.333 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.000 12
36.333 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.444
12 29.605 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/INAA 24.222
12 29.336 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 20.222
12 24.491 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.222
12 19.647 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 14.444 12
17.494 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 14.444
12 17.494 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 13.556
12 16.417 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.778 12
21.531 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 16.889 12
20.454 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.444 12
19.916 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 16.444 12
19.916 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 10.889 12
13.188 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 10.667
12 12.919 <0.001 Yes
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TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.667 12
8.074 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.667 12
3.230 0.497 No

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 0.889 12
1.077 1.000 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.077 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 16.889 12
20.454 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 16.000 12
19.378 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 15.556 12
18.840 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 15.556 12
18.840 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 10.000 12
12.111 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 9.778 12
11.842 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.778 12
2.153 0.929 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 16.889 12
20.454 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 16.000 12
19.378 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 15.556 12
18.840 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 15.556 12
18.840 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 10.000 12
12.111 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 9.778 12
11.842 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 1.778 12
2.153 0.929 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 15.111
12 18.301 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.222
12 17.225 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 13.778
12 16.686 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 13.778 12
16.686 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.222 12
9.958 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 8.000
12 9.689 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.000 12
4.844 0.044 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 11.111 12
13.457 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 10.222 12
12.380 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 9.778 12
11.842 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 9.778 12
11.842 <0.001 Yes

ZEAJ/IAA vs. CIN/NAA 4.222 12
5.114 0.026 Yes

ZEAJ/IAA vs. ZEAINAA 4.000 12
4.844 0.044 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
8.612 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
7.536 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.222 12
0.269 1.000 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.889 12
8.343 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.000 12
7.267 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
6.728 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.556 12
6.728 <0.001 Yes

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.333 12
1.615 0.992 No

CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.538 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.333 12
1.615 0.992 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.538 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.077 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 17.556 12
21.262 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 17.333
12 20.993 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 17.333
12 20.993 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 16.444
12 19.916 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 12.222
12 14.803 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.778
12 14.264 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 11.556
12 13.995 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 9.556 12
11.573 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.444
12 10.227 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 8.000 12
9.689 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.222 12
7.536 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 11.333 12
13.726 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 11.111 12
13.457 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 11.111 12
13.457 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 10.222 12
12.380 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 6.000 12
7.267 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.556 12
6.728 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 5.333 12
6.459 0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.333 12
4.037 0.180 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.222 12
2.691 0.753 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.778 12
2.153 0.929 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IBA 9.556 12
11.573 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 9.333 12
11.304 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 9.333 12
11.304 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 8.444 12
10.227 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 4.222 12
5.114 0.026 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
4,575 0.073 No

BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.556 12
4.306 0.117 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.556 12
1.884 0.972 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.444 12
0.538 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IBA 9.111 12
11.035 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.889 12
10.765 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.889 12
10.765 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 8.000 12
9.689 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 3.778
12 4575 0.073 No

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 3.333 12
4,037 0.180 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/NAA 3.111 12
3.768 0.265 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IAA 1.111 12
1.346 0.998 Do Not Test
CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.000 12
9.689 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.778 12
9.420 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 7.778 12
9.420 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.889 12
8.343 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 2.667 12
3.230 0.497 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.222 12
2.691 0.753 Do Not Test
CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.000 12
2.422 0.856 Do Not Test
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CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.000 12
7.267 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.889 12
5.921 0.004 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.667 12
0.807 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IAA 0.222 12
0.269 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/IBA 5.778 12
6.998 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 5.556 12
6.728 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 5.556 12
6.728 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 4.667 12
5.652 0.008 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 0.444 12
0.538 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.333 12
6.459 0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.111 12
6.190 0.002 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
6.190 0.002 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
5.114 0.026 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.111 12
1.346 0.998 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.077 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
1.077 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.269 1.000 Do Not Test

BAP/IBA vs. ZEA/IBA
0.000000000333 12
0.000000000404 1.000 Do Not
Test

ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.269 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
IAPAR 59

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: IAPAR 59
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P =0.713)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.733)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 12471.243
1133.749 186.401 <0.001

Dose 2 8963.613 4481.807
736.860 <0.001

Phythormones x Dose 22
3849.720 174.987  28.770
<0.001

Residual 72 437.926 6.082
Total 107 25722.502 240.397
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 30.519

TDZ/IBA 10.667
TDZ/NAA44.667

CIN/IAA 26.963

CIN/IBA 8.444

CIN/NAA 16.148

ZEA/IAA 24.444

ZEA/IBA 9.111

ZEA/NAA15.778

BAP/IAA 30.667

BAP/IBA 9.333
BAP/NAA22.444

Std Err of LS Mean = 0.822
Least square means for Dose :
Group Mean

High 32.907

Medium 18.426

Low 10.963

Std Err of LS Mean = 0.411
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 48.667
TDZ/IAA x Medium 26.444
TDZ/IAA x Low 16.444
TDZ/IBA x High 16.667
TDZ/IBA x Medium 9.556
TDZ/IBA x Low 5.778
TDZ/NAA x High 73.333
TDZ/NAA x Medium 39.556
TDZ/NAA x Low 21.111
CIN/IAA x High 44.000
CIN/IAA x Medium 23.333
CIN/IAA x Low 13.556
CIN/IBA x High 12.444
CIN/IBA x Medium 7.778
CIN/IBA x Low 5.111
CIN/NAA x High 22.444
CIN/NAA x Medium 14.667
CIN/NAA x Low 11.333
ZEA/IAA x High 41.556
ZEA/IAA x Medium 22.222
ZEA/IAA x Low 9.556
ZEA/IBA x High 12.222
ZEA/IBA x Medium 9.778
ZEA/IBA x Low 5.333
ZEA/NAA x High 22.444
ZEA/NAA x Medium 14.222
ZEA/NAA x Low 10.667
BAP/IAA x High 53.333
BAP/IAA x Medium 24.000
BAP/IAA x Low 14.667
BAP/IBA x High 14.444
BAP/IBA x Medium 8.444
BAP/IBA x Low 5.111
BAP/NAA x High 33.333
BAP/NAA x Medium 21.111
BAP/NAA x Low 12.889
Std Err of LS Mean = 1.424

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 32.222 3 22.630
<0.001 Yes

High vs. Medium 22.222 3
15.607 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.000 3 7.023
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

High vs. Low 10.889 3 7.647
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.111 3 4.994
0.002 Yes

Medium vs. Low 3.778 3 2.653
0.153 No
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Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 52.222 3 36.676
<0.001 Yes

High vs. Medium 33.778 3
23.722 <0.001 Yes

Medium vs. Low 18444 3
12.954 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.444 3 21.381
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.667 3
14.514 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.778 3 6.867
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.333 3 5.150
0.002 Yes

High vs. Medium 4.667 3 3.277
0.060 No

Medium vs. Low 2.667 3 1.873
0.387 No

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.111 3 7.803
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.778 3 5.462
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 2.341
0.230 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 32.000 3 22.474
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.333 3
13.578 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.667 3 8.896
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.889 3 4.838
0.003 Yes

High vs. Medium 2.444 3 1.717
0.449 No

Medium vs. Low 4.444 3 3.121
0.077 No

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.778 3 8.272
<0.001 Yes

High vs. Medium 8.222 3 5.775
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.556 3 2.497
0.189 No

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.667 3 27.156
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.333 3
20.601 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.333 3 6.555
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.333 3 6.555
<0.001 Yes

High vs. Medium 6.000 3 4.214
0.011 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 2.341
0.230 No

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 20.444 3 14.358
<0.001 Yes

High vs. Medium 12.222 3 8.584
<0.001 Yes

Medium vs. Low 8.222 3 5.775
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 61.111
12 42.919 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.889 12
42.763 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 58.889
12 41.358 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.667
12 39.797 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.889
12 35.740 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 50.889
12 35.740 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 40.000
12 28.092 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 31.778
12 22.318 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 29.333 12
20.601 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 24.667
12 17.324 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 20.000
12 14.046 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 41.111 12
28.873 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.889 12
28.717 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.889 12
27.312 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.667 12
25.751 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.889 12
21.693 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 30.889
12 21.693 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 20.000
12 14.046 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 11.778 12
8.272 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 9.333 12
6.555 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.667 12
3.277 0.474 No

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
25.595 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.222 12
25.439 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.222 12
24.034 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 32.000 12
22.474 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.222 12
18.416 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 26.222
12 18.416 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.333
12 10.769 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 7.111 12
4,994 0.033 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.667 12
3.277 0.474 No

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 31.778 12
22.318 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.556 12
22.162 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 29.556 12
20.757 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 27.333 12
19.196 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.556 12
15.139 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 21.556 12
15.139 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 10.667 12
7.491 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.444 12
1.717 0.986 No

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 29.333 12
20.601 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 29.111 12
20.445 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 27.111 12
19.040 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 24.889 12
17.480 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 19.111 12
13.422 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 19.111
12 13.422 <0.001 Yes
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ZEA/IAA vs. BAP/NAA 8.222 12
5.775 0.006 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 21.111
12 14.826 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 20.889 12
14.670 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 18.889
12 13.266 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 16.667
12 11.705 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.889
12 7.647 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 10.889
12 7.647 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 10.222
12 7.179 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 10.000 12
7.023 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
5.618 0.009 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 5.778 12
4.058 0.175 No

ZEAINAA vs. CIN/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.222 12
7.179 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 10.000 12
7.023 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
5.618 0.009 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.778 12
4.058 0.175 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 4.444 12
3.121 0.550 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 4.222 12
2.965 0.627 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 2.222 12
1.561 0.994 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
1.561 0.994 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 2.000 12
1.405 0.997 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.156 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. CIN/IBA 31.778 12
22.318 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 31.111
12 21.850 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 30.000
12 21.069 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 29.778
12 20.913 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.333
12 17.792 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.889
12 17.480 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 18.444
12 12.954 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.333
12 12.173 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/IAA 16.222 12
11.393 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 15.556
12 10.925 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 13.111
12 9.208 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 18.667 12
13.110 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 18.000 12
12.642 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.889 12
11.861 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 16.667 12
11.705 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 12.222
12 8.584 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 11.778 12
8.272 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 5.333 12
3.746 0.273 No

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
2.965 0.627 Do Not Test
TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.111 12
2.185 0.922 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.444 12
1.717 0.986 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IBA 16.222 12
11.393 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 15.556 12
10.925 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 14.444 12
10.144 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 14.222 12
9.988 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 9.778 12
6.867 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 9.333 12
6.555 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 2.889 12
2.029 0.952 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
1.249 0.999 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.667 12
0.468 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. CIN/IBA 15.556 12
10.925 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 14.889 12
10.457 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 13.778 12
9.676 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 13.556 12
9.520 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 9.111 12
6.399 0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.667 12
6.087 0.003 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 2.222 12
1.561 0.994 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.111 12
0.780 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/IBA 14.444 12
10.144 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 13.778 12
9.676 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 12.667 12
8.896 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.444 12
8.740 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 8.000 12
5.618 0.009 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.556 12
5.306 0.017 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 1.111 12
0.780 1.000 Do Not Test
BAP/NAAvs. CIN/IBA 13.333 12
9.364 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 12.667
12 8.896 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 11.556
12 8.116 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 11.333
12 7.959 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 6.889
12 4.838 0.045 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 6.444 12
4.526 0.080 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.889 12
4.838 0.045 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
4.370 0.105 No

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.111 12
3.590 0.334 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 4.889 12
3.433 0.402 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEAINAA 0.444 12
0.312 1.000 Do Not Test
ZEAINAA vs. CIN/IBA 6.444 12
4.526 0.080 No

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.778 12
4.058 0.175 Do Not Test
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.667 12
3.277 0.474 Do Not Test
ZEAINAA vs. ZEA/IBA 4.444 12
3.121 0.550 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 2.000 12
1.405 0.997 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
0.936 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. TDZ/IBA 0.222 12
0.156 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
1.249 0.999 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.111 12
0.780 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
0.468 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 16.000
12 11.237 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 16.000 12
11.237 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.778
12 11.081 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 15.333
12 10.769 <0.001 Yes
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TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.556
12 8.116 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 10.444
12 7.335 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/NAA 9.778 12
6.867 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 8.222
12 5.775 0.006 Yes

TDZ/NAA vs. CIN/IAA 7.556 12
5.306 0.017 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.444 12
4.526 0.080 No

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 4.667 12
3.277 0.474 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IBA 11.333 12
7.959 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 11.333 12
7.959 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 11.111 12
7.803 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 10.667 12
7.491 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.889 12
4.838 0.045 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 5.778 12
4.058 0.175 No

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 5.111 12
3.590 0.334 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/NAA 3.556 12
2.497 0.831 Do Not Test
TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.889 12
2.029 0.952 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.778 12
1.249 0.999 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 9.556 12
6.711 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 9.556 12
6.711 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 9.333 12
6.555 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 8.889 12
6.243 0.002 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 5.111 12
3.590 0.334 No

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 4.000 12
2.809 0.701 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.333 12
2.341 0.882 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 1.778 12
1.249 0.999 Do Not Test
BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
0.780 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 8.444 12
5.931 0.004 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 8.444 12
5.931 0.004 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
5.775 0.006 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
5.462 0.012 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 4.000 12
2.809 0.701 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/NAA 2.889 12
2.029 0.952 Do Not Test

CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.222 12
1.561 0.994 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.667 12
0.468 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 7.778 12
5.462 0.012 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 7.778 12
5.462 0.012 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
5.306 0.017 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
4,994 0.033 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 3.333 12
2.341 0.882 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/INAA 2.222
12 1.561 0.994 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/NAA 1.556 12
1.092 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
4,370 0.105 No

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.222 12
4.370 0.105 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
4.214 0.136 Do Not Test
CIN/NAA vs. TDZ/IBA 5.556 12
3.902 0.220 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
1.249 0.999 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.667 12
0.468 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.556 12
3.902 0.220 Do Not Test
ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.556 12
3.902 0.220 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
3.746 0.273 Do Not Test
ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.889 12
3.433 0.402 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 1.111 12
0.780 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 4.444 12
3.121 0.550 Do Not Test
ZEA/IAA vs. CIN/IBA 4.444 12
3.121 0.550 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
2.965 0.627 Do Not Test
ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
2.653 0.770 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.667 12
0.468 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
0.468 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.312 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.156 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.222 12
0.156 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3 and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
Costa Rica

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Costa Rica
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.120)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.084)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 11920.155
1083.650 1230.483 <0.001
Dose 2 8471.177 4235.589
4809.503 <0.001

Phythormones x Dose 22
3985.709 181.169 205.717
<0.001

Residual 72 63.408 0.881

Total 107 24440.450 228.415
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 28.741
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TDZ/IBA 8.963
TDZ/NAA42.593

CIN/IAA 25.481

CIN/IBA 7.630

CIN/NAA 14.593

ZEA/IAA 22.667

ZEA/IBA 7.407
ZEA/NAA14.444

BAP/IAA 28.296

BAP/IBA 8.074
BAP/NAA21.778

Std Err of LS Mean = 0.313
Least square means for Dose :
Group Mean

High 30.963

Medium 17.130

Low 9.574

Std Err of LS Mean = 0.156
Least square means for
Phythormones x Dose :
Group Mean

TDZ/IAA x High 46.889
TDZ/IAA x Medium 25.556
TDZ/IAA x Low 13.778
TDZ/IBA x High 12.667
TDZ/IBA x Medium 9.111
TDZ/IBA x Low 5.111
TDZ/NAA x High 70.667
TDZ/NAA x Medium 37.333
TDZ/NAA x Low 19.778
CIN/IAA x High 42.444
CIN/IAA x Medium 22.222
CIN/IAA x Low 11.778
CIN/IBA x High 10.889
CIN/IBA x Medium 7.556
CIN/IBA x Low 4.444
CIN/NAA x High 20.667
CIN/NAA x Medium 13.556
CIN/NAA x Low 9.556
ZEA/IAA x High 39.333
ZEA/IAA x Medium 20.667
ZEA/IAA x Low 8.000
ZEA/IBA x High 10.444
ZEA/IBA x Medium 7.556
ZEA/IBA x Low 4.222
ZEA/NAA x High 22.000
ZEA/NAA x Medium 12.000
ZEA/NAA x Low 9.333
BAP/IAA x High 51.111
BAP/IAA x Medium 21.333
BAP/IAA x Low 12.444
BAP/IBA x High 12.667
BAP/IBA x Medium 7.333
BAP/IBA x Low 4.222
BAP/NAA x High 31.778
BAP/NAA x Medium 21.333
BAP/NAA x Low 12.222
Std Err of LS Mean = 0.542

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.111 3 61.112
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.333 3
39.374 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
21.738 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.555 3 13.945
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.555 3 6.562
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 7.383
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.889 3 93.924
<0.001 Yes

High vs. Medium 33.333 3
61.522 <0.001 Yes

Medium vs. Low 17.556 3
32.402 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.667 3 56.601
<0.001 Yes

High vs. Medium 20.222 3
37.324 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.444 3
19.277 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.444 3 11.894
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.333 3 6.152
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 5.742
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.111 3 20.507
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.111 3 13.125
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 7.383
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.333 3 57.831
<0.001 Yes

High vs. Medium 18.667 3
34.452 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.667 3
23.378 <0.001 Yes
Comparisons for factor. Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.222 3 11.484
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.889 3 5.332
0.001 Yes

Medium vs. Low 3.333 3 6.152
<0.001 Yes

Comparisons for factor. Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.667 3 23.378
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.000 3
18.457 <0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 4.922
0.003 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.667 3 71.366
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.778 3
54.960 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.889 3 16.406
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 8.444 3 15.586
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.333 3 9.844
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 5.742
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 19.556 3 36.093
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.444 3
19.277 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 16.816
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.222
12 111.150 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 59.778 12
110.330 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 58.000
12 107.049 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 58.000
12 107.049 <0.001 Yes
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TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.000
12 92.283 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 48.667
12 89.823 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 38.889
12 71.776 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 31.333
12 57.831 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 28.222 12
52.089 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.778
12 43.886 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.556
12 36.093 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.667 12
75.057 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.222 12
74.237 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 38.445 12
70.956 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.444 12
70.956 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.444 12
56.190 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 29.111
12 53.729 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.333
12 35.683 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 11.778 12
21.738 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 8.667 12
15.996 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.222 12
7.793 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
67.264 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.000 12
66.444 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 34.222 12
63.163 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.222 12
63.163 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.222 12
48.398 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 24.889
12 45.937 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.111
12 27.890 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 7.556 12
13.945 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 32.000 12
59.061 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.556 12
58.241 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 29.778 12
54,960 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 29.778 12
54.960 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.778 12
40.195 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 20.444 12
37.734 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 10.667 12
19.687 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.111 12
5.742 0.007 Yes

ZEAJ/IAA vs. ZEA/IBA 28.889 12
53.319 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.444 12
52.499 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 26.667 12
49.218 <0.001 Yes

ZEAJ/IAA vs. BAP/IBA 26.667 12
49.218 <0.001 Yes

ZEAJ/IAA vs. CIN/NAA 18.667 12
34.452 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/INAA 17.333
12 31.992 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 7.556 12
13.945 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 21.333
12 39.374 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 20.889 12
38.554 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 19.111
12 35.273 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.111
12 35.273 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 11.111
12 20.507 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.778
12 18.047 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.556
12 21.328 <0.001 Yes
ZEA/NAAvs. CIN/IBA 11.111 12
20.507 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 9.333 12
17.226 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
17.226 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.333 12
2.461 0.843 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.222 12
18.867 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 9.778 12
18.047 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 8.000 12
14.766 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
14.765 <0.001 Yes

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
4.101 0.163 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
3.281 0.473 Do Not Test
BAP/IBA vs. TDZ/IBA 0.000111
12 0.000205 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 2.222 12
4.101 0.163 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
3.281 0.473 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.444 12
0.820 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.000
12 55.370 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 29.778
12 54.960 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 29.778 12
54.960 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 28.222
12 52.089 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.333
12 46.757 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 23.778
12 43.886 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 16.667
12 30.761 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.000
12 29.531 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.000
12 29.531 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 15.111 12
27.890 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 11.778
12 21.738 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 18.222 12
33.632 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 18.000 12
33.222 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 18.000 12
33.222 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.444 12
30.351 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 13.556
12 25.019 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 12.000 12
22.148 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
9.023 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.222 12
7.793 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 4.222 12
7.793 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.333 12
6.152 0.003 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 14.889 12
27.480 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 14.667 12
27.070 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 14.667 12
27.070 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 13.111 12
24.199 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 10.222 12
18.867 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.667 12
15.996 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.871 0.672 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.889 12
1.641 0.990 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.641 0.990 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 14.000 12
25.839 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 13.778 12
25.429 <0.001 Yes
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BAP/IAA vs. CIN/IBA 13.778 12
25.429 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 12.222 12
22.558 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 9.333 12
17.226 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 7.778 12
14.355 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.230 0.999 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.000
12 25.839 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 13.778
12 25.429 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 13.778 12
25.429 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 12.222
12 22.558 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.333
12 17.226 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 7.778 12
14.355 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.667 12
1.230 0.999 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 13.333 12
24.609 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 13.111 12
24.199 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 13.111 12
24.199 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 11.556 12
21.328 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 8.667 12
15.996 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.111 12
13.125 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
11.484 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 6.000 12
11.074 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.000 12
11.074 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.556 12
2.871 0.672 No

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.667 12
8.613 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
5.332 0.016 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
3.281 0.473 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
2.871 0.672 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.556 12
2.871 0.672 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.410 1.000 Do Not Test

CIN/IBA VS. ZEA/IBA

0.000000000333 12
0.000000000615 1.000 Do Not
Test

ZEAJ/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.410 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.556
12 28.710 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 15.556
12 28.710 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 15.333 12
28.300 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 14.667
12 27.070 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.778
12 21.738 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 10.444
12 19.277 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 10.222
12 18.867 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.000 12
14.765 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 7.556
12 13.945 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 7.333 12
13.535 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.000 12
11.074 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 9.556 12
17.636 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 9.556 12
17.636 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 9.333 12
17.226 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 8.667 12
15.996 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.778 12
10.664 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEAINAA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.222 12
7.793 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.000 12
3.691 0.294 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 1.556 12
2.871 0.672 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 1.333 12
2.461 0.843 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
15.176 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.222 12
15.176 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 8.000 12
14.765 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 7.333 12
13.535 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 3.111 12
5.742 0.007 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 2.889 12
5.332 0.016 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.230 0.999 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.222 12
0.410 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.000 12
14.765 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
14.765 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 7.778 12
14.355 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
13.125 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
7.793 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 2.889
12 5.332 0.016 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.667 12
4,922 0.038 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.820 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
13.945 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 7.556 12
13.945 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 7.333 12
13.535 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.667 12
12.304 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
6.973 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 2.444 12
4,512 0.082 No

CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.222 12
4,101 0.163 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
9.844 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.333 12
9.844 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 5.111 12
9.433 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
8.203 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.871 0.672 No

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.222 12
0.410 1.000 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.111 12
9.433 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
9.433 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.889 12
9.023 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
7.793 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 1.333 12
2.461 0.843 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 3.778 12
6.973 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 3.778 12
6.973 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 3.556 12
6.562 <0.001 Yes
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ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
5.332 0.016 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.641 0.990 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
1.641 0.990 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.667 12
1.230 0.999 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.410 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.410 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test4 vs. 1
and3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv. Oro
Azteca

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: Oro Azteca
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.110)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Failed (P < 0.050)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 11461.774
1041.979 1808.579 <0.001
Dose 2 8455.218 4227.609
7337.921 <0.001

Phythormones x Dose 22
4097.572 186.253 323.282
<0.001

Residual 72 41.481 0.576

Total 107 24056.045 224.823
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what

level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 29.333

TDZ/IBA 11.185
TDZ/NAA43.481

CIN/IAA 25.185

CIN/IBA 8.519

CIN/NAA 14.889

ZEAJ/IAA 22.593

ZEA/IBA 8.222
ZEA/NAA15.556

BAP/IAA 28.667

BAP/IBA 8.667
BAP/NAA22.000

Std Err of LS Mean = 0.253
Least square means for Dose :
Group Mean

High 31.722

Medium 17.370

Low 10.481

Std Err of LS Mean = 0.127
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 47.556
TDZ/IAA x Medium 25.333
TDZ/IAA x Low 15.111
TDZ/IBA x High 17.111
TDZ/IBA x Medium 9.556
TDZ/IBA x Low 6.889

TDZ/NAA x High 72.222
TDZ/NAA x Medium 38.222
TDZ/NAA x Low 20.000
CIN/IAA x High 42.667

CIN/IAA x Medium 20.889
CIN/IAA x Low 12.000

CIN/IBA x High 11.333

CIN/IBA x Medium 8.667
CIN/IBA x Low 5.556

CIN/NAA x High 21.111
CIN/NAA x Medium 13.333
CIN/NAA x Low 10.222
ZEAJ/IAA x High 38.889
ZEA/IAA x Medium 20.444
ZEA/IAA x Low 8.444

ZEA/IBA x High 11.111
ZEA/IBA x Medium 8.000
ZEA/IBA x Low 5.556

ZEA/NAA x High 22.444
ZEA/NAA x Medium 13.111

ZEA/NAA x Low 11.111
BAP/IAA x High 51.556
BAP/IAA x Medium 21.333
BAP/IAA x Low 13.111
BAP/IBA x High 12.667
BAP/IBA x Medium 8.222
BAP/IBA x Low 5.111
BAP/NAA x High 32.000
BAP/NAA x Medium 21.333
BAP/NAA x Low 12.667
Std Err of LS Mean = 0.438

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 32.444 3 74.036
<0.001 Yes

High vs. Medium 22.222 3
50.709 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
23.326 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.222 3 23.326
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.556 3 17.241
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 6.085
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 52.222 3 119.167
<0.001 Yes

High vs. Medium 34.000 3
77.585 <0.001 Yes

Medium vs. Low 18.222 3
41.582 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.667 3 69.979
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.778 3
49.695 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.889 3 20.284
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p g P
P<0.050

High vs. Low 5.778 3 13.184
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.667 3 6.085
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.099
<0.001 Yes
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Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 10.889 3 24.848
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.778 3 17.748
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.099
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 30.444 3 69.472
<0.001 Yes

High vs. Medium 18.444 3
42.089 <0.001 Yes

Medium vs. Low 12.000 3
27.383 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 5.556 3 12.677
<0.001 Yes

High vs. Medium 3.111 3 7.099
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.444 3 5.578
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.333 3 25.862
<0.001 Yes

High vs. Medium 9.333 3 21.298
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.000 3 4.564
0.005 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.444 3 87.727
<0.001 Yes

High vs. Medium 30.222 3
68.965 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.222 3 18.762
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.556 3 17.241
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.444 3 10.142
<0.001 Yes

Medium vs. Low 3.111 3 7.099
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 19.333 3 44.117
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.667 3
24.340 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.667 3 19.777
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 61.111
12 139.450 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 60.889 12
138.943 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 59.556
12 135.901 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 55.111
12 125.759 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 51.111
12 116.631 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 49.778
12 113.589 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 40.222
12 91.784 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 33.333
12 76.064 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 29.556 12
67.443 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 24.667
12 56.287 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 20.667
12 47.160 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.444 12
92.291 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 40.222 12
91.784 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.889 12
88.741 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 34.444 12
78.599 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.444 12
69.472 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 29.111
12 66.429 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.556
12 44.624 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 12.667 12
28.904 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 8.889 12
20.284 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.000 12
9.128 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.444 12
83.163 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 36.222 12
82.656 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.889 12
79.614 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 30.444 12
69.472 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.444 12
60.344 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 25.111
12 57.301 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.556
12 35.496 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 8.667 12
19.777 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.889 12
11.156 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 31.556 12
72.007 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.333 12
71.500 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 30.000 12
68.457 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 25.556 12
58.316 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 21.556 12
49.188 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 20.222 12
46.145 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/NAA 10.667 12
24.340 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
8.621 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 27.778 12
63.387 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 27.556 12
62.879 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 26.222 12
59.837 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 21.778 12
49.695 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 17.778 12
40.567 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/INAA 16.444
12 37.525 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 6.889 12
15.720 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 20.889
12 47.667 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 20.667 12
47.160 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.333
12 44.117 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 14.889
12 33.975 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 10.889
12 24.848 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.556
12 21.805 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.333
12 25.862 <0.001 Yes
ZEA/NAAvs. CIN/IBA 11.111 12
25.355 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.778 12
22.312 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 5.333 12
12.170 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.333 12
3.043 0.589 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.000 12
22.819 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 9.778 12
22.312 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.444 12
19.270 <0.001 Yes
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CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.000 12
9.128 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 6.000 12
13.691 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 5.778 12
13.184 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 4.444 12
10.142 <0.001 Yes

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
3.550 0.351 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.333 12
3.043 0.589 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.507 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 30.222
12 68.965 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.000
12 68.457 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 29.556 12
67.443 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 28.667
12 65.415 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.111
12 57.301 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 24.889
12 56.794 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.778
12 40.567 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 17.333 12
39.553 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.889
12 38.539 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 16.889
12 38.539 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 12.889
12 29.411 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.333 12
39.553 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 17.111 12
39.046 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 16.667 12
38.032 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 15.778 12
36.004 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEAINAA 12.222
12 27.890 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 12.000 12
27.383 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 4.889 12
11.156 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 4.444 12
10.142 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4.000 12
9.128 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 4.000 12
9.128 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 13.333 12
30.426 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 13.111 12
29.918 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 12.667 12
28.904 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 11.778 12
26.876 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 8.222 12
18.762 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 8.000 12
18.255 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 0.889 12
2.028 0.953 No

BAP/IAA vs. CIN/IAA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 13.333
12 30.426 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. BAP/IBA 13.111
12 29.918 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 12.667 12
28.904 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 11.778
12 26.876 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 8.222
12 18.762 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 8.000 12
18.255 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 0.889 12
2.028 0.953 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 12.889 12
29.411 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 12.667 12
28.904 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 12.222 12
27.890 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 11.333 12
25.862 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 7.778 12
17.748 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 7.556 12
17.241 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.444 12
28.397 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 12.222 12
27.890 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 11.778 12
26.876 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 10.889 12
24.848 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 7.333 12
16.734 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 7.111 12
16.227 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
12.170 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
11.663 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
10.649 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 3.778 12
8.621 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 0.222 12
0.507 1.000 No

ZEAI/NAA vs. ZEA/IBA 5.111 12
11.663 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.889 12
11.156 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.444 12
10.142 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 3.556 12
8.113 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.556 12
3.550 0.351 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.333 12
3.043 0.589 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 0.889 12
2.028 0.953 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.667 12
1.521 0.995 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.222 12
0.507 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 14.889
12 33.975 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 14.444
12 32.961 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 14.444 12
32.961 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 13.111
12 29.918 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.556
12 26.369 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 9.778 12
22.312 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 8.889
12 20.284 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.000 12
18.255 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 7.333
12 16.734 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.889 12
15.720 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 4.889 12
11.156 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 10.000 12
22.819 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 9.556 12
21.805 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 9.556 12
21.805 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 8.222 12
18.762 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 6.667 12
15.213 <0.001 Yes

TDZ/1AA vs. CIN/NAA 4.889 12
11.156 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 4.000 12
9.128 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.111 12
7.099 <0.001 Yes

243



TDZ/IAA vs. BAP/NAA 2.444 12
5.578 0.009 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 2.000 12
4.564 0.075 No

BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.000 12
18.255 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 7.556 12
17.241 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 7.556 12
17.241 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 6.222 12
14.199 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.667 12
10.649 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 2.889 12
6.592 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 2.000 12
4.564 0.075 No

BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
2.535 0.816 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 7.556 12
17.241 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 7.111 12
16.227 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 7.111 12
16.227 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 5.778 12
13.184 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.222 12
9.635 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.444 12
5.578 0.009 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 1.556
12 3.550 0.351 Do Not Test
BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.667 12
1.521 0.995 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IBA 6.889 12
15.720 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 6.444 12
14.706 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 6.444 12
14.706 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 5.111 12
11.663 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.556 12
8.113 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 1.778 12
4.057 0.175 No

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 0.889 12
2.028 0.953 Do Not Test
ZEA/NAA vs. BAP/IBA 6.000 12
13.691 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.556 12
12.677 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 5.556 12
12.677 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
9.635 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 2.667 12
6.085 0.003 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.889 12
2.028 0.953 Do Not Test

CIN/NAA vs. BAP/IBA 5.111 12
11.663 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 4.667 12
10.649 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
10.649 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 3.333 12
7.606 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.778 12
4.057 0.175 No

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 3.333 12
7.606 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 2.889 12
6.592 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 2.889 12
6.592 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 1.556 12
3.550 0.351 No

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
4.057 0.175 No

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.333 12
3.043 0.589 Do Not Test
TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.333 12
3.043 0.589 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
1.014 1.000 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and3vs. 1

(4 vs. 3 and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference between

the means, even though one
may appear to exist.

Coffea arabica cv.
ICATU

Two Way Analysis of Variance
Dependent Variable: ICATU
Normality Test (Shapiro-Wilk):
Passed (P = 0.255)

Equal Variance Test (Brown-
Forsythe): Passed (P = 0.117)
Source of Variation DF SS MS F
P

Phythormones 11 11730.021
1066.366 1008.276 <0.001

Dose 2 8508.848 4254.424
4022.665 <0.001

Phythormones x Dose 22
3949.424 179.519 169.740
<0.001

Residual 72 76.148 1.058

Total 107 24264.440 226.770
Main effects cannot be properly
interpreted if significant
interaction is determined. This is
because the size

of a factor's effect depends upon
the level of the other factor.

The effect of different levels of
Phythormones depends on what
level of Dose is present. There is
a

statistically significant
interaction between
Phythormones and Dose. (P =
<0.001)

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for

Phythormones : 1.000

Power of performed test with
alpha = 0.0500: for Dose : 1.000
Power of performed test with
alpha = 0.0500: for
Phythormones x Dose : 1.000
Least square means for
Phythormones :

Group Mean

TDZ/IAA 28.074

TDZ/IBA 8.815

TDZ/NAA41.926

CIN/IAA 24.963

CIN/IBA 7.481

CIN/NAA 13.852

ZEA/IAA 21.852

ZEA/IBA 6.667

ZEAINAA13.778

BAP/IAA 27.778

BAP/IBA 7.630
BAP/NAA21.111

Std Err of LS Mean = 0.343
Least square means for Dose :
Group Mean

High 30.481

Medium 16.407

Low 9.093

Std Err of LS Mean = 0.171
Least square means for
Phythormones x Dose :

Group Mean

TDZ/IAA x High 46.222
TDZ/IAA x Medium 24.889
TDZ/IAA x Low 13.111

TDZ/IBA x High 13.556
TDZ/IBA x Medium 8.444
TDZ/IBA x Low 4.444

TDZ/NAA x High 70.000
TDZ/NAA x Medium 36.667
TDZ/NAA x Low 19.111
CIN/IAA x High 42.444

CIN/IAA x Medium 21.333
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CIN/IAA x Low 11.111
CIN/IBA x High 10.667
CIN/IBA x Medium 6.667
CIN/IBA x Low 5.111
CIN/NAA x High 20.000
CIN/NAA x Medium 12.889
CIN/NAA x Low 8.667
ZEA/IAA x High 38.667
ZEAJ/IAA x Medium 19.333
ZEA/IAA x Low 7.556
ZEA/IBA x High 9.556
ZEA/IBA x Medium 7.111
ZEA/IBA x Low 3.333
ZEA/NAA x High 21.333
ZEA/NAA x Medium 11.333
ZEA/NAA x Low 8.667
BAP/IAA x High 50.222
BAP/IAA x Medium 20.889
BAP/IAA x Low 12.222
BAP/IBA x High 12.000
BAP/IBA x Medium 6.667
BAP/IBA x Low 4.222
BAP/NAA x High 31.111
BAP/NAA x Medium 20.667
BAP/NAA x Low 11.556
Std Err of LS Mean = 0.594

All Pairwise Multiple
Comparison Procedures (Tukey
Test):

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 33.111 3 55.766
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.333 3
35.930 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
19.836 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within TDZ/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 9.111 3 15.345
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.111 3 8.608
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.000 3 6.737
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within TDZ/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 50.889 3 85.708
<0.001 Yes

High vs. Medium 33.333 3
56.140 <0.001 Yes

Medium vs. Low 17.556 3
29.567 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.333 3 52.772
<0.001 Yes

High vs. Medium 21.111 3
35.556 <0.001 Yes

Medium vs. Low 10.222 3
17.216 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within CIN/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 5.556 3 9.357
<0.001 Yes

High vs. Medium 4.000 3 6.737
<0.001 Yes

Medium vs. Low 1.556 3 2.620
0.160 No

Comparisons for factor: Dose
within CIN/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 11.333 3 19.088
<0.001 Yes

High vs. Medium 7.111 3 11.977
<0.001 Yes

Medium vs. Low 4.222 3 7.111
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 31.111 3 52.398
<0.001 Yes

High vs. Medium 19.333 3
32.561 <0.001 Yes

Medium vs. Low 11.778 3
19.836 <0.001 Yes
Comparisons for factor: Dose
within ZEA/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 6.222 3 10.480
<0.001 Yes

High vs. Medium 2.444 3 4.117
0.013 Yes

Medium vs. Low 3.778 3 6.363
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within ZEA/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 12.667 3 21.333
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.000 3
16.842 <0.001 Yes

Medium vs. Low 2.667 3 4.491
0.006 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 38.000 3 64.000
<0.001 Yes

High vs. Medium 29.333 3
49.404 <0.001 Yes

Medium vs. Low 8.667 3 14.597
<0.001 Yes

Comparisons for factor: Dose
within BAP/IBA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 7.778 3 13.099
<0.001 Yes

High vs. Medium 5.333 3 8.982
<0.001 Yes

Medium vs. Low 2.444 3 4.117
0.013 Yes

Comparisons for factor. Dose
within BAP/NAA

Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

High vs. Low 19.556 3 32.936
<0.001 Yes

High vs. Medium 10.444 3
17.591 <0.001 Yes

Medium vs. Low 9.111 3 15.345
<0.001 Yes

Comparisons for factor:
Phythormones within High
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 60.444
12 101.801 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 59.333 12
99.930 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 58.000
12 97.684 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 56.444
12 95.065 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 50.000
12 84.211 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 48.667
12 81.965 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 38.889
12 65.497 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 31.333
12 52.772 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 27.556 12
46.409 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 23.778
12 40.047 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 19.778
12 33.310 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 40.667 12
68.491 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 39.556 12
66.620 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 38.222 12
64.374 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 36.667 12
61.755 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 30.222 12
50.901 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 28.889
12 48.655 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/NAA 19.111
12 32.187 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 11.556 12
19.462 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 7.778 12
13.099 <0.001 Yes
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BAP/IAA vs. TDZ/IAA 4.000 12
6.737 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 36.667 12
61.755 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 35.556 12
59.883 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 34.222 12
57.638 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 32.667 12
55.018 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 26.222 12
44.164 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 24.889
12 41.918 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 15.111
12 25.450 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 7.556 12
12.725 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.778 12
6.363 0.002 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 32.889 12
55.392 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 31.778 12
53.521 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 30.444 12
51.275 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 28.889 12
48.655 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 22.444 12
37.801 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 21.111 12
35.556 <0.001 Yes

CIN/IAAvs. BAP/NAA 11.33312
19.088 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.778 12
6.363 0.002 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 29.111 12
49.029 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 28.000 12
47.158 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 26.667 12
44,912 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 25.111 12
42.292 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 18.667 12
31.439 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 17.333
12 29.193 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/NAA 7.556 12
12.725 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 21.556
12 36.304 <0.001 Yes
BAP/NAAvs. CIN/IBA 20.444 12
34.433 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 19.111
12 32.187 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 17.556
12 29.567 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 11.111
12 18.713 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.778
12 16.468 <0.001 Yes
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 11.778
12 19.836 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 10.667 12
17.965 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 9.333 12
15.719 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
13.099 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 1.333 12
2.246 0.908 No

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 10.444 12
17.591 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 9.333 12
15.719 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 8.000 12
13.474 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 6.444 12
10.854 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 4.000 12
6.737 <0.001 Yes

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 2.889 12
4.866 0.042 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.556 12
2.6200.783 No

BAP/IBA vs. ZEA/IBA 2.444 12
4.117 0.159 No

BAP/IBA vs. CIN/IBA 1.333 12
2.246 0.908 Do Not Test
CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.871 0.973 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Medium
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. BAP/IBA 30.000
12 50.526 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 30.000 12
50.526 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 29.556
12 49.778 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 28.222
12 47.532 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 25.333
12 42.667 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 23.778
12 40.047 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 17.333
12 29.193 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/NAA 16.000
12 26.947 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 15.778
12 26.573 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 15.333 12
25.825 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 11.778
12 19.836 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 18.222 12
30.690 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 18.222 12
30.690 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 17.778 12
29.942 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 16.444 12
27.696 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/INAA 13.556
12 22.830 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 12.000 12
20.211 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.556 12
9.357 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 4,222 12
7.111 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IAA 4.000 12
6.737 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 3.556 12
5.988 0.004 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 14.667 12
24.702 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 14.667 12
24.702 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IBA 14.222 12
23.953 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 12.889 12
21.708 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/NAA 10.000 12
16.842 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 8.444 12
14.222 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 2.000 12
3.368 0.431 No

CIN/IAA vs. BAP/NAA 0.667 12
1.123 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. BAP/IAA 0.444 12
0.749 1.000 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/IBA 14.222 12
23.953 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 14.222 12
23.953 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IBA 13.778 12
23.205 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 12.444 12
20.959 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 9.556 12
16.094 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 8.000 12
13.474 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 1.556 12
2.620 0.783 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. BAP/IBA 14.000
12 23.579 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/IBA 14.000 12
23.579 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IBA 13.556
12 22.830 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. TDZ/IBA 12.222
12 20.585 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. ZEA/NAA 9.333
12 15.719 <0.001 Yes
BAP/NAA vs. CIN/NAA 7.778 12
13.099 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 1.333 12
2.246 0.908 Do Not Test
ZEA/IAA vs. BAP/IBA 12.667 12
21.333 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 12.667 12
21.333 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 12.222 12
20.585 <0.001 Yes
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ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 10.889 12
18.339 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. ZEA/NAA 8.000 12
13.474 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/NAA 6.444 12
10.854 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 6.222 12
10.480 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 6.222 12
10.480 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.778 12
9.731 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.444 12
7.485 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/NAA 1.556 12
2.620 0.783 No

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.667 12
7.860 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 4.667 12
7.860 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
7.111 <0.001 Yes

ZEAI/NAA vs. TDZ/IBA 2.889 12
4.866 0.042 Yes

TDZ/IBA vs. BAP/IBA 1.778 12
2.994 0.613 No

TDZ/IBA vs. CIN/IBA 1.778 12
2.994 0.613 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.333 12
2.246 0.908 Do Not Test
ZEA/IBA vs. BAP/IBA 0.444 12
0.749 1.000 Do Not Test
ZEA/IBA vs. CIN/IBA 0.444 12
0.749 1.000 Do Not Test
CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
Comparisons for factor:
Phythormones within Low
Comparison Diff of Means p q P
P<0.050

TDZ/NAA vs. ZEA/IBA 15.778
12 26.573 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IBA 14.889
12 25.076 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. TDZ/IBA 14.667
12 24.702 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IBA 14.000 12
23.579 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. ZEA/IAA 11.556
12 19.462 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/NAA 10.444
12 17.591 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. ZEA/NAA 10.444
12 17.591 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. CIN/IAA 8.000 12
13.474 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. BAP/NAA 7.556
12 12.725 <0.001 Yes
TDZ/NAA vs. BAP/IAA 6.889 12
11.602 <0.001 Yes

TDZ/NAA vs. TDZ/IAA 6.000 12
10.105 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IBA 9.778 12
16.468 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. BAP/IBA 8.889 12
14.971 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. TDZ/IBA 8.667 12
14.597 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IBA 8.000 12
13.474 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/IAA 5.556 12
9.357 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/NAA 4.444 12
7.485 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. ZEA/NAA 4.444 12
7.485 <0.001 Yes

TDZ/IAA vs. CIN/IAA 2.000 12
3.368 0.431 No

TDZ/IAA vs. BAP/NAA 1.556 12
2.620 0.783 Do Not Test
TDZ/IAA vs. BAP/IAA 0.889 12
1.497 0.996 Do Not Test
BAP/IAA vs. ZEA/IBA 8.889 12
14.971 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. BAP/IBA 8.000 12
13.474 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. TDZ/IBA 7.778 12
13.099 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IBA 7.111 12
11.977 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/IAA 4.667 12
7.860 <0.001 Yes

BAP/IAA vs. CIN/NAA 3.556 12
5.988 0.004 Yes

BAP/IAA vs. ZEA/NAA 3.556 12
5.988 0.004 Yes

BAP/IAA vs. CIN/IAA 1.111 12
1.871 0.973 Do Not Test
BAP/IAA vs. BAP/NAA 0.667 12
1.123 1.000 Do Not Test
BAP/NAA vs. ZEA/IBA 8.222 12
13.848 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. BAP/IBA 7.333 12
12.351 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. TDZ/IBA 7.111 12
11.977 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IBA 6.444 12
10.854 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/IAA 4.000 12
6.737 <0.001 Yes

BAP/NAA vs. CIN/NAA 2.889 12
4.866 0.042 Yes

BAP/NAA vs. ZEA/NAA 2.889
12 4.866 0.042 Yes

BAP/NAA vs. CIN/IAA 0.444 12
0.749 1.000 Do Not Test
CIN/IAA vs. ZEA/IBA 7.778 12
13.099 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. BAP/IBA 6.889 12
11.602 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. TDZ/IBA 6.667 12
11.228 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. CIN/IBA 6.000 12
10.105 <0.001 Yes

CIN/IAA vs. ZEA/IAA 3.556 12
5.988 0.004 Yes

CIN/IAA vs. CIN/NAA 2.444 12
4.117 0.159 No

CIN/IAA vs. ZEA/INAA 2.444 12
4,117 0.159 Do Not Test
ZEA/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
8.982 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. BAP/IBA 4.444 12
7.485 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
7.111 <0.001 Yes

ZEA/NAA vs. CIN/IBA 3.556 12
5.988 0.004 Yes

ZEA/NAA vs. ZEA/IAA 1.111 12
1.871 0.973 No

ZEA/NAA vs. CIN/NAA 0.000 12
0.000 1.000 Do Not Test
CIN/NAA vs. ZEA/IBA 5.333 12
8.982 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. BAP/IBA 4.444 12
7.485 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. TDZ/IBA 4.222 12
7.111 <0.001 Yes

CIN/NAA vs. CIN/IBA 3.556 12
5.988 0.004 Yes

CIN/NAA vs. ZEA/IAA 1.111 12
1.871 0.973 Do Not Test
ZEA/IAA vs. ZEA/IBA 4.222 12
7.111 <0.001 Yes

ZEA/IAA vs. BAP/IBA 3.333 12
5.614 0.009 Yes

ZEA/IAA vs. TDZ/IBA 3.111 12
5.240 0.020 Yes

ZEA/IAA vs. CIN/IBA 2.444 12
4.117 0.159 No

CIN/IBA vs. ZEA/IBA 1.778 12
2.994 0.613 No

CIN/IBA vs. BAP/IBA 0.889 12
1.497 0.996 Do Not Test
CIN/IBA vs. TDZ/IBA 0.667 12
1.123 1.000 Do Not Test
TDZ/IBA vs. ZEA/IBA 1.111 12
1.871 0.973 Do Not Test
TDZ/IBA vs. BAP/IBA 0.222 12
0.374 1.000 Do Not Test
BAP/IBA vs. ZEA/IBA 0.889 12
1.497 0.996 Do Not Test

A result of "Do Not Test" occurs
for a comparison when no
significant difference is found
between two

means that enclose that
comparison. For example, if you
had four means sorted in order,
and found no

difference between means 4 vs.
2, then you would not test 4 vs.
3 and 3vs. 2, but still test 4 vs. 1
and 3vs. 1

(4 vs. 3and 3 vs. 2 are enclosed
by 4 vs. 2: 4 3 2 1). Note that not
testing the enclosed means is a
procedural rule, and a result of
Do Not Test should be treated as
if there is no significant
difference
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Anexo 6. Analisis del ciclo celular y graficas Dot plot de diferentes plantas

modelo usadas como estandares para Citometria de flujo.
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Anexo 7. Graficas de dispersion celular (Dot-plot) de 16 cultivares de C. arabica.

IP fue usado como compuesto de tincién de nucleos.
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Anexo 8. Graficas de dispersion celular (Dot-plot) de 16 cultivares de C. arabica.

DAPI fue usado como compuesto de tincién de nacleos.
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Anexo 9. Prueba t de student. Comparacién del tamafio de genoma de 16
Cultivares de C. arabica. Soya y C. canephora fueron usados como estandares,

IP como compuesto de tincién.

Los cultvares que no pasaron la prueba de normalidad también fueron evaluados con
el andlisis de suma de rangos Mann-Whitney.

Coffea arabica cv. Typica:

Dependent Variable: Typica

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 2.558 2.556 2.560
C.canephora 3 0 2.524 2.522 2.527

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Maragogype:

Dependent Variable: Marago

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun
Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 2.612 2.611 2.613
C. canephora 3 0 2,577 2576 2578

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Pluma Hidalgo:

Dependent Variable: Pluma H
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Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 2.660 2.660 2.660
C.canephora 3 0 2.625 2.624 2.625

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Villa sarchi:
Dependent Variable: Villa S
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.176)

Equal Variance Test: Passed (P =0.914)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Soya 3 0 2.761 0.000916 0.000529
C. canephora 3 0 2.724 0.000904 0.000522
Difference 0.0365

t=49.071 with 4 degrees of freedom. (P = <0.001)
95 percent confidence interval for difference of means: 0.0344 to 0.0385

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Coffea arabica cv. Bourbon:

Dependent Variable: Bourbon

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun
Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 2.858 2.858 2.858
C.canephora 3 0 2.820 2.820 2.820

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)
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Coffea arabica cv. Caturra:

Dependent Variable: Caturra

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 2.877 2.877 2.878
C.canephora 3 0 2.839 2.839 2.840

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Catuai:

Dependent Variable: Catuai

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun
Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 2.884 2.883 2.884
C. canephora 3 0 2.846 2.845 2.846

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

T =15.000 n(small)=3 n(big)= 3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Mundo Novo:
Dependent Variable: Mundo N
Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.102)

Equal Variance Test: Passed (P =0.980)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Soya 3 0 2.896 0.000430 0.000248
C. canephora 3 0 2.857 0.000424 0.000245
Difference 0.0382

t=109.620 with 4 degrees of freedom. (P = <0.001)
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95 percent confidence interval for difference of means: 0.0373 to 0.0392

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
Coffea arabica cv. Garnica:
Dependent Variable: Garnica

Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P <0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya
75%

2.930

2.892

Group N Missing Median 25%
Soya 3 0 2.930 2.930
C. canephora 3 0 2.891 2.891

Mann-Whitney U Statistic= 0.000

T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the

difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Pacamara:

Dependent Variable: Pacamara

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.147)
Equal Variance Test: Passed (P =0.967)

Group Name N Missing Mean Std Dev

Soya 3 0 2.994 0.000354
C. canephora 3 0 2.954 0.000350
Difference 0.0395

t =137.577 with 4 degrees of freedom. (P = <0.001)

95 percent confidence interval for difference of means: 0.0387 to 0.0403

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
Coffea arabica cv. Garena:

Dependent Variable: Garena

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.163)
Equal Variance Test: Passed (P =0.954)

Group Name N Missing Mean Std Dev

Soya 3 0 3.026 0.000494
C. canephora 3 0 2.986 0.000488
Difference 0.0400

SEM
0.000205
0.000202

SEM
0.000285
0.000282
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t =99.663 with 4 degrees of freedom. (P = <0.001)
95 percent confidence interval for difference of means: 0.0389 to 0.0411

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000
Coffea arabica cv. Colombia:

Dependent Variable: Colombia

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.147)

Equal Variance Test: Passed (P =0.967)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Soya 3 0 3.050 0.000354 0.000205
C. canephora 3 0 3.010 0.000350 0.000202
Difference 0.0403

t = 140.163 with 4 degrees of freedom. (P = <0.001)
95 percent confidence interval for difference of means: 0.0395 to 0.0411

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Power of performed test with alpha = 0.050: 1.000

Coffea arabica cv. IAPAR 59:

Dependent Variable: IAPAR

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.181)
Equal Variance Test: Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun
Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 3.054 3.053 3.055
C. canephora 3 0 3.014 3.013 3.015

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Costa Rica:

Dependent Variable: C rica
Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P < 0.050)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun
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Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 3.125 3.122 3.125
C. canephora 3 0 3.084 3.081 3.084

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. Oro Azteca:

Dependent Variable: Oro Azteca

Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P < 0.050)
Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test
Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 3.154 3.154 3.155
C. canephora 3 0 3.113 3.112 3.113

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)

Coffea arabica cv. ICATU:

Dependent Variable: ICATU

Normality Test (Shapiro-Wilk) Failed (P < 0.050)
Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun
Mann-Whitney Rank Sum Test

Data source: 2C soya vs canephora in t student 2c genome canephora vs soya

Group N Missing Median 25% 75%
Soya 3 0 3.159 3.158 3.159
C.canephora 3 0 3.117 3.117 3.117

Mann-Whitney U Statistic= 0.000
T =15.000 n(small)=3 n(big)=3 P(est.)=0.081 P(exact)=0.100

The difference in the median values between the two groups is not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is not a statistically significant difference (P = 0.100)
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Anexo 10 Analisis Fisher’s Least Significant Difference (LSD). Comparacion del

tamafo de genoma de 16 Cultivares de C. arabica. Soya y C.canephora fueron

usados como estandares, IP como compuesto de tincién de nacleos.

Abreviacion Cultivar Valor 2C (pg)  Error (pg) REIZ?i\r/o Varianza
y2 Typica 2.56 0.0629 0.0246 27.3529
y3 Marago 2.61 0.0692 0.0265 31.9225
y4 Pluma H 2.66 0.0678 0.0255 29.4849
y5 Villa sarchi 2.76 0.0545 0.0198 17.7241
y6 Bourbon 2.86 0.0760 0.0266 32.0356
y7 Caturra 2.89 0.0193 0.0067 37.5769
y8 Catuai 2.89 0.0193 0.0067 19.7136
y9 Mundo N 2.9 0.0194 0.0067 18.4041
y10 Garnica 2.93 0.0777 0.0265 31.9225
y11 Pacamara 2.99 0.0886 0.0296 39.9424
y12 Garena 3.03 0.0708 0.0234 24.7009
y13 Colombia 3.05 0.0362 0.0119 26.5225
yl4 lapar 59 3.05 0.0362 0.0119 24.6016
y15 Costa rica 3.12 0.0838 0.0269 32.8329
y16 Oro azteca 3.16 0.0416 0.0132 27.2484
y17 Icatu 3.16 0.0417 0.0132 36.2404

Varianza global 0.035204995

SW 44.01771861

F calculada 4800883.95

v1 (grados de libertad num) 2

v2 (grados de libertad dem) 30

F tablas 0.05 (2,30) 3.32

MSW 3.107213333

LSD 0.13356
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Anexo 11 Prueba t de student. Comparacion del tamafio de genoma de 16
cultivares de C. arabica usando DAPI y IP como compuestos de tincion de

nucleos.

Coffea arabica cv. Typica:

Dependent Variable: Typica

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.975)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe): Failed (P < 0.050)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.029 0.000839 0.000484
Pl 3 0 2.558 0.00225 0.00130
Difference of means 0.470

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 338.947 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.467 to 0.474
Two-tailed P-value = 0.000000000455

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =338.947 with 2.545 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.464 to 0.476
Two-tailed P-value = 0.000000544

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Maragogype:
Dependent Variable: Marago

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.593)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =1.000)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.127 0.000193 0.000111
Pl 3 0 2.612 0.000986 0.000569
Difference of means 0.516

259



Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =889.599 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.514 to 0.517
Two-tailed P-value = 9.580E-012

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =889.599 with 2.152 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.513 to 0.518
Two-tailed P-value = 0.000000498

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Pluma Hidalgo:
Dependent Variable: Pluma H

Normality Test (Shapiro-Wilk):  Passed (P =0.202)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.387)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.128 0.00260 0.00150
PI 3 0 2.660 0.000141 0.0000813
Difference of means 0.468

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =310.924 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.464 to 0.472
Two-tailed P-value = 0.000000000642

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):
t =310.924 with 2.012 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.462 to 0.475

Two-tailed P-value = 0.00000975
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The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Villa Sarchi:
Dependent Variable: Villa S

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.529)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.299)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.141 0.00117 0.000676
PI 3 0 2.761 0.000916 0.000529
Difference of means 0.380

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =442.809 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.378 to 0.382
Two-tailed P-value = 0.000000000156

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =442.809 with 3.781 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.378 to 0.383

Two-tailed P-value = 0.000000000469

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a

statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Bourbon:
Dependent Variable: Bourbon

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.403)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.343)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.145 0.00126 0.000729
PI 3 0 2.858 0.000141 0.0000813
Difference of means 0.287

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =391.803 with 4 degrees of freedom.
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95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.285 to 0.289
Two-tailed P-value = 0.000000000255

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =391.803 with 2.050 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.284 to 0.290
Two-tailed P-value = 0.00000500

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Caturra:
Dependent Variable: Caturra

Normality Test (Shapiro-Wilk):  Passed (P =0.854)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Failed (P < 0.050)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.184 0.00217 0.00125
Pl 3 0 2.877 0.000563 0.000325
Difference of means 0.307

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =236.950 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.303 to 0.310
Two-tailed P-value = 0.00000000190

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =236.950 with 2.268 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.301 to 0.312

Two-tailed P-value = 0.00000495

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Catuai:

Dependent Variable: Catuai

Normality Test (Shapiro-Wilk):  Passed (P =0.794)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.246)
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The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.188 0.000839 0.000484
PI 3 0 2.884 0.000563 0.000325
Difference of means 0.304

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =521.282 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.303 to 0.306
Two-tailed P-value = 8.126E-011

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =521.282 with 3.498 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.302 to 0.306
Two-tailed P-value = 0.00000000111

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Mundo Novo:
Dependent Variable: Mundo N

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.864)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.225)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.192 0.000667 0.000385
PI 3 0 2.896 0.000430 0.000248
Difference of means 0.296

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 645.905 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.295 to 0.297
Two-tailed P-value = 3.447E-011

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).
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Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t = 645.905 with 3.419 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.295 to 0.297
Two-tailed P-value = 0.000000000812

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Garnica:
Dependent Variable: Garnica

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.900)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Failed (P < 0.050)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.199 0.00100 0.000578
PI 3 0 2.930 0.000293 0.000169
Difference of means 0.269

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t =447.392 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.268 to 0.271
Two-tailed P-value = 0.000000000150

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =447.392 with 2.341 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.267 to 0.272
Two-tailed P-value = 0.000000793

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Pacamara:
Dependent Variable: Pacamara

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.251)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Failed (P < 0.050)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.251 0.00534 0.00308
Pl 3 0 2.994 0.000354 0.000205
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Difference of means 0.258

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 83.365 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.249 to 0.266
Two-tailed P-value = 0.000000124

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =83.365 with 2.018 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.244 to 0.271

Two-tailed P-value = 0.000135

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Garena:

Dependent Variable: Garena

Normality Test (Shapiro-Wilk):  Passed (P =0.660)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.132)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.260 0.000667 0.000385
PI 3 0 3.026 0.000494 0.000285
Difference of means 0.234

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 487.420 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.232 to 0.235
Two-tailed P-value = 0.000000000106

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):
t =487.420 with 3.689 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.232 to 0.235

Two-tailed P-value = 0.000000000525
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The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Colombia:
Dependent Variable: Colombia

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.800)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.102)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.273 0.00135 0.000778
PI 3 0 3.050 0.000354 0.000205
Difference of means 0.223

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t=277.092 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.221 to 0.225
Two-tailed P-value = 0.00000000102

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t=277.092 with 2.275 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.219 to 0.226
Two-tailed P-value = 0.00000335

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. IAPAR 59:
Dependent Variable: IAPAR

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.319)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Failed (P < 0.050)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.282 0.00100 0.000578
PI 3 0 3.054 0.00113 0.000650
Difference of means 0.228

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):
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t=261.751 with 4 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.225 to 0.230
Two-tailed P-value = 0.00000000128

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =261.751 with 3.945 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.225 to 0.230
Two-tailed P-value = 0.00000000164

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Costa Rica:
Dependent Variable: C rica

Normality Test (Shapiro-Wilk):  Passed (P =0.957)
Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P =0.151)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM

DAPI 3 0 3.305 0.00433 0.00250
Pl 3 0 3.124 0.00176 0.00102
Difference of means 0.181

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 66.894 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.173 to 0.188
Two-tailed P-value = 0.000000299

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t = 66.894 with 2.642 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.169 to 0.192
Two-tailed P-value = 0.0000243

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. Oro Azteca:
Dependent Variable: Oro Azteca

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.707)
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Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Passed (P = 0.056)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.476 0.00117 0.000676
PI 3 0 3.154 0.000293 0.000169
Difference of means 0.322

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 462.246 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.320 to 0.324
Two-tailed P-value = 0.000000000131

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =462.246 with 2.250 degrees of freedom.
95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.319 to 0.325
Two-tailed P-value = 0.00000120

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Coffea arabica cv. ICATU:
Dependent Variable: ICATU

Normality Test (Shapiro-Wilk): Passed (P =0.698)

Equal Variance Test (Brown-Forsythe):  Failed (P < 0.050)

The result of the equal variance test indicates the likelihood that the two groups are sampled from populations with
equal variances, but does not guarantee the equality or inequality of the two variances.

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
DAPI 3 0 3.500 0.00150 0.000868
Pl 3 0 3.159 0.000293 0.000169
Difference of means 0.341

Use the results of Welch's test, where equal variances are not assumed, if the equality of the population variances
of the two groups is in doubt.

Equal Variances Assumed (Student's t-test):

t = 385.605 with 4 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.339 to 0.343

Two-tailed P-value = 0.000000000271

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).

Equal Variances Not Assumed (Welch's t-test):

t =385.605 with 2.152 degrees of freedom.

95 percent two-tailed confidence interval for difference of means: 0.337 to 0.345

Two-tailed P-value = 0.00000302

The difference in the mean values of the two groups is greater than would be expected by chance; there is a
statistically significant difference between the input groups (P = <0.001).
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Anexo 12. Célculo del AT% y GC%

Mean fluorescence DAPI Glycine max

70.48

Mean fluorescence Pl Glycine max

163.36

binding length of DAPI | 3.5

Glycine max AT%

63.6

AT%= AT% for standard [(mean fluoresence standard DAPI/ mean fluorescence

sample DAPI)/(mean fluorescence standard Pl/mean fluorescence sample

PI)](1/binding length).

GC%= 100 - AT%

Maragogype

x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample

DAPI)/(mean fluorescence 0.85
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= x"(1/3) 0.96
%AT= 63.6%y 60.78
%GC= 100 - %AT 39.22
Villa Sarchi
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.90
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y=x"1/3) 0.97
%AT= 63.6*y 61.68
%GC= 100 - %AT 38.32
Caturra
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample 0.92
DAPI)/(mean fluorescence standard ’
Pl/mean fluorescence sample PI)
y=xN1/3) 0.98
%AT= 63.6*y 62.17
%GC= 100 - AT 37.83

Typica
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.86
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= xN(1/3) 0.96
%AT= 63.6%y 60.98
%GC= 100 - %AT 39.02
PlumaH
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.87
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y=x"1/3) 0.96
%AT= 63.6*y 61.09
%GC= 100 - AT 38.91
Bourbon
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.93
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= x"1/3) 0.98
%AT= 63.6*y 62.26
%GC= 100 - AT 37.74
Catuai
x= (mean fluoresence standard 0.92

DAPI/ mean fluorescence sample
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Mundo N

DAPI)/(mean fluorescence
standard Pl/mean fluorescence

x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample

sample PI)
y= x*(1/3) 0.98
%AT= 63.6*y 62.19
%GC= 100 - %AT 37.81
Garnica
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample 0.94
DAPI)/(mean fluorescence standard '
Pl/mean fluorescence sample PI)
y= x(1/3) 0.98
%AT= 63.6*y 62.41
%GC= 100 - %AT 37.59
Garena
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample 0.95
DAPI)/(mean fluorescence standard )
Pl/mean fluorescence sample PI)
y= X/\(_‘]_/3) 0.99
%AT= 63.6%y 62.65
%GC= 100 - %AT 37.35
IAPAR 59
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.95
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= x"(1/3) 0.99
%AT= 63.6%y 62.69
%GC= 100 - %AT 37.31

DAPI)/(mean fluorescence 0.93
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= X’\(l/3) 0.98
%AT= 63.6%y 62.24
%GC= 100 - %AT 37.76
Pacamara
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.94
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= X’\(l/3) 0.98
%AT= 63.6%y 62.50
%GC= 100 - %AT 37.50
Colombia
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.95
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= x(1/3) 0.99
%AT= 63.6%y 62.71
%GC= 100 - %AT 37.29
Costa Rica
x= (mean fluoresence standard
DAPI/ mean fluorescence sample
DAPI)/(mean fluorescence 0.97
standard Pl/mean fluorescence
sample PI)
y= x"(1/3) 0.99
%AT= 63.6%y 62.97
%GC= 100 - %AT 37.03
Oro Azteca
x= (mean fluoresence standard DAPI/
mean fluorescence sample 0.93
DAPI)/(mean fluorescence standard ’
Pl/mean fluorescence sample PI)
y= x"(1/3) 0.98
%GC= 100 - %AT 37.76
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