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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realizo en el laboratorio de Biotecnologia
de la Facultad de Ingenieria Agrondémica de la Universidad Técnica de Manabi
en el afio 2016. EL propdsito de la investigacion fue evaluar la respuesta de la
combinacién de bencilaminopurina y &cido indolacético en la propagacion in
vitro de dos cultivares de platano Musa AAB: Barraganete y Curaré, clones de
interés comercial en Ecuador. Para el ensayo la micropropagacion se realizd en
dos fases: establecimiento utilizando medio Murashige y Skoog (MS), luego la
fase de multiplicacion de brotes un medio MS suplementado con reguladores de
crecimiento. Todos los medios fueron suplementados con vitaminas, acido
ascorbico, ajustando el pH a 5.8, en condiciones de una humedad de 70%,
temperatura de 25+2°C y un fotoperiodo 16/8 de oscuridad. Los resultados en la
fase de establecimiento muestran una baja contaminacién en ambos cultivares en
estudio con la metodologia utilizada, por su parte el cv. Barraganete mostré un
crecimiento y desarrollo tardio al iniciar a manifestar cambios visibles en los
explantes a diferencia del cv. Curaré con aproximadamente 9 dias de diferencia.
Durante la fase de multiplicacion in vitro, la mejores respuestas en numero
promedio de brotes/explante se obtuvo que el mejor tratamiento fue T1 (3 mg L-
1 BAP + 0,1 mg L-1 AIA) para ambos materiales, sin embargo en el cv. Curaré
fue T2 (4mg L BAP + 0,1 mg L™ AIA) mientras para el cv. Barraganete fue T2
(4 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AIA)

Palabras claves: micropropagacion, cultivo in vitro, platano cvs.. Barraganete y
Curaré, explantes, meristemos

vi




SUMMARY

The present research work was carried out in the laboratory of biotechnology at
the Faculty of agricultural engineering of the Technical University of Manabi in
2016. The purpose of the research was to evaluate the response of the
combination of benzylaminopurine and indoleacetic acid in vitro propagation of
two cultivars of banana Musa AAB: Barraganete and Curaré, clones of
commercial interest in Ecuador. To test micropropagation took place in two
phases: establishment using medium of Murashige and Skoog (MS), then the
phase of multiplication of outbreaks a MS medium supplemented with plant
growth regulators. All media were supplemented with vitamins, ascorbic acid,
adjusting pH to 5.8, under a humidity of 70%, temperature of 25+2 °C and a 16/8
dark photoperiod. The results in the phase of establishment show a low pollution
in both cultivars in the methodology used study, however the cv. Barraganete
showed growth and late development when you start to manifest visible changes
in the explants in contrast to the cv. Curaré with approximately 9 days apart.
During the phase of in vitro multiplication, the best responses in average number
of outbreaks/explant was obtained that the best treatment was T1 (3 mg L-1 BAP
0.1 mg L-1 AIA) for both materials, however in the cv. Curaré was T2 (4 mg L-1
BAP 0.1 mg L-1 AlA) while for the cv. Barraganete was T2 (4 mg L-1 BAP 0.1
mg L-1 AlA).

Key words: in vitro, culture, Micropropagation, banana cvs. Barraganete and

Curaré, explants, meristems.
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1. INTRODUCCION

En general se conoce que los bananos y platanos son nativos del sudeste
asiatico y proceden de dos especies silvestres, M. balbisiana Colla y Musa
acuminata Colla. Por su parte, las muséaceas pertenecen a la clase liliopsida, al

orden Zingiberales y a la familia Musaceae (Medina et al. 2015, 48).

El género Musa spp., es un producto de alto consumo en muchos paises
en vias de desarrollo. Cada una de las principales regiones productoras (América
Latina y el Caribe, Asia - Pacifico y Africa) aporta cerca de un tercio de la

produccion mundial.

El platano (Musa AAB) es uno de los productos agricolas que méas aporta
calorias, por lo que se ha convertido en uno de los alimentos indispensable de la
dieta alimentaria, esencialmente para la poblacion de bajo recurso de los paises
tropicales (Torres et al. 2015, 563).

De la misma manera, este cultivo interviene en el patrimonio de las
familias aportando ingresos econdmicos que proceden de actividades plataneras
y bananeras, ademéas de la generacion de divisas en los paises productores

(Rodriguez y Guerrero, 2002).

Por lo mencionado radica la importancia y preferencia en el mejoramiento
de los cultivos, los cuales han servido de base a nivel mundial en actividades
significativas, para los recursos fitogenéticos a nivel mundial (Navarrete et al.
2013, 6).

Los principales paises productores de platano la encabezan Uganda,
Ghana, Camerun, Ruanda, Colombia y Nigeria, produciendo en el 2011
aproximadamente 38.9 millones de toneladas (FAOSTAT, 2011).

En el 2010, América Latina y el Caribe suministraron el 63.7% del
comercio internacional de platano, que incluye principalmente la produccion de
Ecuador (33.2%), Colombia (10.2%), Costa Rica (10%) y Guatemala (8.6%).
Los cinco paises que lideran la exportacion (Ecuador, Colombia, Filipinas,




Guatemala y Costa Rica) proporcionan el 73.6% del comercio mundial; el resto
de paises productores del mundo aportan el 26.4% de la produccion exportable
(Alvarez et al. 2013).

En relacion a la produccion que logran otros paises como Colombia y
Costa Rica, el MAGAP (2015, 3), reporta que los rendimientos actuales del
Ecuador son limitadamente bajos con 5 t/ha comparandolos con 10 y 12 t/ha de

estos paises, respectivamente.

La baja productividad registrada en Ecuador esta asociada a la presencia
de problemas bidticos (Sigatoka spp, Nematodos, Picudo negro, Virosis, etc.),
abioticos (sequia principalmente) y al insuficiente uso de métodos tecnoldgicos
en el campo (riego, fertilizacidn, control fitosanitario, entre otros). Esto se
proyecta al revisar las estadisticas nacionales INEC (2012), las cuales reportan
que del total del area cultivada, el 14% reciben riego, 35% fertilizacion y el 34%
control fitosanitario, lo que demuestra que alrededor del 86% del platano esta en
condiciones de secano, ademas el 65% no recibe ningin manejo agronémico y

tecnologico, provocando bajos rendimientos alcanzados.

Este cultivo ha incrementado su valor social y econémico, haciendo
necesario mejorar el rendimiento de produccion y calidad del producto, mediante
la introduccion de tecnologias de reproduccidn eficiente que permitan aumentar
la produccion. Por lo que, muchos paises han buscado alternativas tecnoldgicas,
como el caso de cultivo in vitro de tejidos el cual facilita una propagacién mas
rapida y en mayores volumenes; se da el intercambio de germoplasma sin riesgos
de diseminar plagas y enfermedades por lo cual se obtienen plantas sanas

ayudando a incrementar los rendimientos (Medina et al. 2015, 48).




2. PROBLEMATICA

Los recursos fitogenéticos, representan un medio esencial para la produccion
agricola constituyendo la base bioldgica para salvaguardar la seguridad alimentaria
mundial. Estos recursos son la materia prima mas importante para la generacion de
nuevas variedades y el mayor aporte para la produccién y la diversidad genética que
emplean los agricultores. También conforman un banco de adaptabilidad y
estabilidad genética que sirve de una garantia ante el peligro potencial representado
por las alteraciones medioambientales y econdémicas, los agentes patogénicos,

plagas insectiles y/o otras nuevas plagas o sus biotipos (FAO 2014, 7).

El agro ecuatoriano maniobra como un importante motor del progreso del
pais, produciendo suministro de subsistencia, bienes y servicios para el mercado
local y mundial, sobre la base de procesos de concertacion publico-privada, entre
organizaciones gremiales fortalecidas e instituciones eficientes que ayudan a
mejorar la calidad de vida de la poblacion y las comunidades rurales (INIAP 2008,
12). Alimentos

Es un hecho reconocido que el hombre ha usado a las Musaceas comestibles
como alimento por miles de afios contribuyendo a las dietas basicas de numerosos
pueblos en los trépicos y subtropicos, siendo una de las primeras frutas que
cultivaron los agricultores primitivos (Roman 2012, 10). De esta manera, el platano
(Musa spp.), forma parte sustancial de la alimentacion diaria para 400 millones de
individuos aproximadamente, en mas de 100 paises del trépico y subtrdpico. Por la
importancia de este cultivo, existe la necesidad de optimizar la productividad y la

calidad mediante nuevas tecnologias (Uzcategui et al. 2010, 7).

Segun Paz y Pesantes (2013, 206-7), el platano en Ecuador, representa un
rubro de exportacion trascendente, generando fuentes de empleo en muchas zonas
del pais, por lo cual, es considerado parte sustancial de la dieta diaria de las familias
ecuatorianas. Siendo el tridngulo platanero, la mayor zona de produccion, la cual

abarca las provincias de Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas y los Rios. Las



mismas que segun Pro Ecuador (2015, 6), cuentan con una superficie plantada de
50376, 18981 y 10313 ha, respectivamente.

Segun Paz y Pesante (2013, 207), las principales variedades explotadas en
estas zonas son el “Dominico”, que se lo destina esencialmente para el auto-
consumo Y el cultivar “Barraganete” que gran parte de su produccidn se destina a la
exportacién. Sin embargo, los problemas que enfrenta el sector platanero a nivel
mundial y nacional son el bajo rendimiento que presentan los diferentes materiales

distribuidos en las zonas productoras.

El platano, tradicionalmente se propaga de forma asexual utilizando los
cormos o hijuelos. Este sistema de propagacion convencional, permite la
diseminacion de plagas y enfermedades a nuevas areas de cultivos, donde los
problemas fitosanitarios mas frecuentes se dan por la presencia de nematodos,
picudo negro y pulgones harinosos, por lo que se requiere la aplicacion de otro
método de propagacion, que permita obtener de manera masiva plantulas sanas y de
excelente calidad. En la actualidad, la mayoria de los productores que todavia usan
hijuelos como material de propagacion, prefieren utilizar hijos de espada de mayor
tamafio con rizomas grandes que permiten alcanzar altos porcentajes de
establecimiento en campo bajo condiciones de alta humedad (Robinson y Galéan
2010, 138).

Segun Robinson y Galan (2012, 137), en las ultimas tres décadas en el
mundo, se ha reducido rapidamente la utilizacion de hijuelos de platano, como
material de propagacion. Su importancia comercial esta por desaparecer en paises
productores como Israel, Taiwan, Sudafrica y las Islas Canarias. Es méas habitual
encontrar plantaciones con el uso de hijuelos en paises subdesarrollados (Ecuador,
Venezuela, Colombia, Republica Dominicana, entre otros) donde sus agricultores no
se acostumbran al uso de nuevos métodos de propagacion, lo que predispone a la

plantacion a presentar problemas sanitarios.

De lo expuesto anteriormente, se deduce la importancia de adoptar otras

formas para obtener semillas de origen asexual, tales como la propagacion masiva




de plantas in vitro, basada en el cultivo de tejidos, asegurando la disponibilidad
continua de los recursos fitogenéticos para la investigacion, la reproduccion y la
mejora del abastecimiento de semillas para un sistema agricola sostenible y

resiliente.




3. ANTECEDENTES

Haberlandt, en 1902, citado por Forero (2011, 18), realizd los primeros
intentos del cultivo de células vegetales aisladas, utilizando un medio artificial,

siendo el que pionero al utilizar el término de totipotencia celular.

En otro estudio Kotte y Robbins en 1922, citado por Forero (2011, 18),
postularon que un cultivo in vitro de tejidos vegetales podria tener éxito si se inicia a
partir de células meristematicas como las presentes en las puntas de las raices o en

las yemas de los vegetales.

Por su parte Went en 1926, citado por Jordan y Casaretto (2006, 2), demostro
que la influencia transmitida desde el &pice hacia la parte inferior del hipocotilo,
favorece la inclinacion de este hacia la luz, debido a un efecto de naturaleza quimica
que denomind auxinas. De la misma manera Thimann en 1937, citado por Jordan y
Casaretto (2006, 3), identifico, aisl6 y denomind dicho compuesto como &cido
indolacético (AlA), primer regulador de crecimiento natural aislado.

Afios después Robbins en 1936, citado por Forero (2011, 18), al estudiar el
efecto de algunos microelementos en cultivos de tejidos, encontrd que los
microelementos Zn, Mn y B son importantes para el desarrollo in vitro de los puntos

de crecimientos de las raices.

De la misma manera, Blakeslee et al. (1941), citado por Ramirez et al.
(2012,19), encontraron que el agua de coco (AC) tiene propiedades estimulantes

para el desarrollo de embriones de hibridos de Datura stramonium.

Posteriormente Ball en 1946, citado por Ramirez et al. (2012, 19), demostro
la posibilidad de regenerar plantas in vitro morfogénicamente completas a partir de
meristemos apicales. Asi mismo, Caplin y Steward (1948) citado por Forero (2011,
19), encontraron un incremento significativo en la tasa de proliferacion de callos a

partir de apices de raices de zanahoria, cuando se le adicionaba agua de coco al




medio. Cabe indicar que Morel y Wetmore (1955) citado por Ramirez et al. (2012,
20), lograron por primera vez cultivar in vitro especies monocotiledédneas, las cuales

habian mostrado dificultades para este tipo de cultivos.

En el caso particular de Musa spp., se han realizado varios ensayos, entre los
que se destacan el ensayo de Barker en 1959, quien realizé pruebas para aumentar la
formacion de yemas laterales a partir de las bases de las hojas viejas que forman el
pseudotallo. Ademas, se han ejecutado trabajos realizados de micropropagacion

masiva de diferentes genotipos de Musa spp.

Murashige y Skoog en 1962, citado por Forero (2011, 19), descubrieron que
al adicionar cenizas de tabaco al medio de cultivo, pudieron observar que el
crecimiento de los callos era cuatro o cinco veces superior al obtenido en medio de
White. Estos investigadores demostraron que la parte estaba constituida por la
fraccion activa del extracto, lo cual marco el punto de partida para el desarrollo del
medio (MS), que en la actualidad se usa con éxito en el cultivo in vitro de muchas

especies vegetales.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales en musdceas mediante yemas
apicales de hijuelos, constituyen una de las practicas mas importantes de la
biotecnoldgica para la obtencion de grandes volimenes de plantas de platanos y
bananos libre de plagas y enfermedades fungicas y bacterianas, asi como para la
preservacion de la estabilidad genética y en la conservacion e intercambio de

germoplasma (Medina et al. 2015, 48).

Esta estrategia, ha sido aplicada por varios investigadores en diferentes
especies con buenos resultados para la propagacién masiva de musaceas, Ortega et
al. (2010) y Pérez et al. (2011) utilizando la técnica de inmersion temporal del
cultivar de platano vianda; Sandoval (1991, 2-3) la utiliz6 en la propagacion de
platanos y bananos; Rios et al. (2013, 137) para platano «cambur manzano»;
Uzcategui (2010) en harton doble tallo; Pérez et al. (2002) y Hoyos et al. (2008), en
dominico harton, en Musa AAB cv enano; Ortega et al. (2012, 206) en banano
Williams (Medina et al. 2015, 47).




4. JUSTIFICACION

Segun reportes de la FAO (2012), el platano se cultiva especialmente en
paises en vias en desarrollo de América, Asia y Africa. En Sudamérica es de general
relevancia, por la generacion de ingresos de divisas a los paises productores y
compradores, las oportunidades econdmicas que ofrece a los agricultores y a su
entorno, de igual modo forma parte de la alimentacion de las familias (Roman et al.
2001, 2).

En el Ecuador, el platano Barraganete es la variedad de preferencia para la
exportacion, por ser un cultivar altamente requerido por la poblacion caribefia que
habita en los Estados Unidos y Europa. El canton el Carmen, de la provincia de
Manabi, es la zona con mayor area de siembra, sin embargo en los ultimos cinco
afios se ha extendido a las Provincias de Los Rios, Guayas y Santa Elena (Toapanta
etal. 2015, 1).

Mientras que, la variedad de platano con mayor aceptacién en paises como
Honduras y Colombia es el Curaré enano, el cual mantiene las mismas propiedades
y caracteristicas organolépticas y de proceso que otras variedades, pero posee altos
rendimientos en campo, mayor cantidad de dedos después del desmane, longitud y
grosor aceptable por el mercado y es de facil manejo en campo (Caballero, 2010,
48). Sin embargo, a pesar de no existir reportes estadisticos de produccién del
cultivar Curaré en Ecuador, Vélez (2016%), menciona que en el cantén EI Carmen, la
siembra de este material es progresivamente alta, debido a que el porte bajo de este
cultivar permite implementar précticas agronémicas que mejoran su eficiencia, tales

COmMo: acame Y riego por goteo.

Medina et al. (2015, 48), indican que la mayoria de las especies comestibles
del género Musa son partenocarpicas, no producen semillas y para su propagacion se

separan los hijuelos del cormo madre, por lo expresado se deduce que la tasa de

1V/élez, Jefferson. 2016. Informacion personal. Profesor Principal de la Universidad Técnica de Manabi




propagacion que se logra a partir de este método es muy baja ademas el riesgo de

diseminacion de plagas y enfermedades es mayor.

Con todo esto los investigadores reafirmando las bases de la totipotencia
celular buscan una alternativa biotecnoldgica, como la técnica de cultivo in vitro de
tejidos vegetales, la cual permite la propagacion masiva de varias especies vegetales,
entre las que estan las musaceas libres de enfermedades logrando que se realicen
selecciones clonales de genotipos sobresalientes, sus caracteristicas agrondémicas,
organolépticas y con adaptabilidad a un ambientes especificos, ademés de
producirse durante todo el afio por ser realizado en condiciones controladas de
laboratorio (Medina et al. 2015, 48).

En general, en Ecuador, los productores de platano desconocen los beneficios
de utilizar plantas propagadas en laboratorio para establecer y renovar sus
plantaciones, por lo que se requiere potencializar en el sector platanero el uso de
cultivares in vitro de platano los cuales presentan bajo rendimiento debido a la baja
tecnologia utilizada en el manejo agronémico y genético de este cultivo (Martinez
2004, 2).

Cabe mencionar que, la Universidad Técnica de Manabi de acuerdo a su
articulo 5 del Reglamento de Becas? para los y las Estudiantes, establece que “las
becas de graduacion, consisten en la entrega por una sola ocasién de un bono de
graduacion que le permita al estudiante la adquisicion de materiales o insumos de
hasta USD$ 4,000.00 (cuatro mil 00/100 délares americanos) para estudiantes que
estan por realizar su trabajo de graduacion en la modalidad que se establece en este
reglamento”, otorgd USD$ 4000, los mismos que sirvieron para la adecuacion del
Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad, contribuyendo con ello al
conocimiento técnico-cientifico-universitario con la finalidad de elevar el nivel
académico de los estudiantes que se forman como Ingenieros Agrénomos en esta

Facultad.

2 Reglamento de Becas para los y las Estudiantes de la Universidad Técnica de Manabi, mismo que fue
discutido y aprobado por el H. Consejo Universitario en sesiones del 23 de octubre y 8 de noviembre de 2012.




5. OBJETIVOS

General

Evaluar la respuesta de la combinacion de bencilaminopurina y acido indolacético
en la propagacion in vitro de dos cultivares de platano Musa AAB: Barraganete y

Curaré.
Especificos

Determinar el porcentaje de supervivencia de los explantes inoculados durante la

fase de establecimiento de platano (Musa AAB, cvs.: Barraganete y Curaré).

Evaluar el tiempo de respuesta de explantes de platano (Musa AAB cv. Barraganete

y Curaré) en condiciones in vitro.

Determinar la mejor concentracion de citoquininas y auxinas para el desarrollo de

los brotes in vitro.
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6. MARCO REFERENCIAL

6.1.Descripcidon taxondmica

Las muséceas pertenecen a la clase de las monocotileddneas, orden
Zingiberales, familia Musaceae, e incluye a los géneros Musa y Ensete. El género
Musa se divide en cuatro secciones: Autralimusa, Callimusa, Rhodochlamys y
Emusa. Esta ultima seccién comprende a las especies M. acuminata y M. balbisiana.
Siendo el nimero basico cromosomico para la seccion Eumusa n = 11, mientras que
para las muséaceas comestibles (M. acuminata y M. balbisiana) n = 22 (Simmonds
1962; Jiménez, 2004, 5).

La poliploidia y el genomio de cada cultivar esta representado con A para
indicar la procedencia de M. acuminata y con B para M. balbisiana, de esta forma

las letras A y B sirven para la identificacion de cultivares (Jiménez, 2004,8).

En la actualidad, los diploides comestibles son poco comunes ya que han sido
desplazados por los triploides AAA mas productivos, pero también mas estériles.
Los cruzamientos inter-especificos entre acuminata (AA) y balbisiana (BB), dieron
origen a grupos identificados por la contribucion respectiva de cada especie
silvestre: AB, AAB y ABB (Simmonds, 1962; Roman 2012, 12).

El nombre técnico usado hasta ahora es Musa paradisiaca; sin embargo,
debido a que los platanos son hibridos de M. acuminata y M. balbisiana, la genética
moderna insiste en no usar este nombre y asignarlo como Musa AAB (CEDAF
2001, 8).

La clasificacion taxondmica del platano segin Roskov et al.2016 se define de
la siguiente manera:

Reino: Plantae

Filo: Tracheophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Zingiberales

Familia; Musaceae
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Género: Musa
Genotipo: AAB

6.2.0rigen y distribucion

Segun Cruz y Ruiz (2012, 1), el platano (Musa spp), es un cultivo de mucha
importancia en el tropico americano y en otras zonas tropicales del mundo. Todas
las especies del género Musa conocidas actualmente, se derivan de una especie con
semillas, originaria del archipiélago Malayo, Filipinas, y otras regiones de Asia
suroccidental, pasando posteriormente a la India y Africa. En 1516, los europeos lo

trajeron en América y las Antillas (Rodriguez y Guerrero, 2002).

Otros autores indican que el platano a principios del siglo XX se convirtio en
una de las principales especies méas cultivadas y consumidas en américa del sur y
central, convirtiéndose en el cuarto cultivo de exportacion (Vergara, 2010 ;
Velasquez 2015, 7).

En la actualidad es un cultivo de amplia distribucion, por su adaptacion se
encuentran entre los principales cultivos en los tropicos como subtropicos. Sin
embargo las mayores plantaciones comerciales se encuentran en los trépicos
humedos (Rodriguez y Guerrero 2002, 10; Ventura et al. 2015, 40).

6.3.Importancia econémica y nutricional

Los bananos y platanos se encuentran ampliamente distribuidos en el mundo
y son un componente importante en la alimentacion de millones de personas. La
produccion mundial fue de 125°049.265 toneladas métricas en el afio 2008, de las
cuales el 27,46% correspondieron a cultivares de platano (Foastat, 2010). Esta
especie ocupa el cuarto lugar como el producto alimenticio mas importante en el
mundo, sobrepasados Unicamente por el arroz, el trigo y los productos lacteos (Diaz
y 2011, 32).

En Ecuador, la produccion de platano ha venido desde hace muchos afios

principalmente enfocada para el consumo interno, sin embargo en la presion de la
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demanda externa de paises como Estados Unidos y algunos de Europa, han
impulsado la produccion de platano de buena calidad para esos mercados, teniendo
su pico desde los afios 1990 hasta 1997, cuando el volumen de exportacion alcanza
su punto maximo durante el periodo, para luego volver a tener importantes
incrementos en los afios 2000 y 2001 llegando a 113879,61 toneladas (Uribe, 2008;
Cobefia, 2013, 4).

El cultivo de platano en el pais, es considerado la actividad econémica mas
importante del sector agricola, como cultivo de exportacién representa un
importante sostén para el desarrollo economico del sector. Mientras que desde el
punto de vista social genera fuentes de trabajo y representa un eslabon significativo
para la seguridad alimentaria de gran parte de la poblacién, generando nuevas tasas

de empleos para el agricultor ecuatoriano (Vargas, 2004; Ortega et al. 2010, 2).

Este fruto, es uno de los principales cultivos con grandes cantidades de
almidon en paises en via de desarrollo, es consumido como un alimento que
suministra altas porcentajes de energia y se usa en numerosas preparaciones
gastronodmicas (Barco et al. 2009, 71). Sus semillas son muy pequefias lo que facilita
su consumo. Es también apreciado por su caracteristica digestiva lo que favorece la
secrecién de jugos gastricos, ademas es fuente de vitaminas B y C ademas de sales
minerales como el hierro, fésforo, potasio y calcio. Debido a todos los factores
mencionados anteriormente, el platano, es parte esencial de la dieta de muchos

paises del mundo (Castillo y Corrales 2010, 1).
6.4.Descripcion morfoldgica

Es un fruto que procede de una planta grande, herbacea, con una raiz perenne
0 denominada rizoma, de la cual salen sus generaciones futuras por medio de nuevos
brotes. Principalmente en el trdpico, presenta un tallo es anual el cual muere cuando
madura el racimo y brota nuevamente a partir de las yemas del rizoma. Estos tallos o
yemas son el medio de propagacion asexual normal de la que nacen nuevas plantas
ademas presenta un desarrollo tan rapido que el racimo suele estar maduro diez

meses luego de la siembra de los brotes (Barco et al. 2009, 71).
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En forma general, las musaceas se definen como plantas herbaceas, con
pseudotallo aéreo, originandose de cormos o cepas camosas que dan origen al tallo,

a yemas laterales y raices adventicias (CEDAF 2001, 12).

Por su parte, Velasquez (2015, 8), manifiesta que presenta un tallo verdadero
corto que permanece practicamente enterrado, llamandole rizoma o bulbo, aunque

Simmonds (1962), indica que lo correcto es llamarlo cormo.

El cormo, de define como un tallo subterrdneo que desarrolla hojas en la
parte superior y raices adventicias en la parte inferior. De los nudos brotan raices en
grupos de cuatro. Las hojas se originan en la parte apical del tallo. La mayoria de las
raices salen de la parte superior, debajo de la insercion de las hojas, disminuyendo
en namero hacia la parte inferior. Por su parte, el pseudotallo es la parte aérea de la
planta, y esta formado por las vainas envolventes de las hojas, esta le ofrece a la
planta apoyo y la capacidad de almacenar reservas amilaceas e hidricas (CEDAF
2001, 9).

La inflorescencia sale de la parte central superior del cormo, cuando se han
emitido alrededor de 20 hojas, es cilindrica, gruesa, de color blanco, y con nudos en
los que se anidan las hojas. Por su parte las hojas son verdes oscuras en la parte
superior y verde claro en la parte inferior. EIl fruto es partenocarpico, el cual se
forma por el aumento en volumen de las paredes del ovario de las flores pistiladas.

La posicion del fruto varia a través del crecimiento del cultivar (CEDAF 2001, 10).
6.5. Cultivares de importancia comercial

6.5.1. Cultivar Barraganete

Segun Fernandez Cobefia (2013, 15), el platano Barraganete (Horn Platain),
parece ser originario de Indochina, Burneo, Siam y regiones cercanas. En el Ecuador
se encuentra distribuido desde las fajas costeras hasta las estribaciones andinas, es
cultivada especificamente en el cantobn EI Carmen, ubicada en la provincia de
Manabi, y se ha extendido a la provincia del Guayas, en los ultimos afios (Cedefio y
Ordéiiez 2005, 19).
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La importancia de este cultivar se ve reflejada en las hectareas sembradas
(115349,00 has en 2011) y una produccion de 591.984 toneladas (FAO, 2012 citado
por Cobefia, 2013,4). En Ecuador es una de las variedades de preferencia para la
exportacion, muy requerida por los habitantes del Caribe, que habitan en los Estados
Unidos y Europa (Cedefio y Ordéfiez 2005, 19),

El pseudotallo es més largo, presenta un menor nimero de manos y frutos,

ademas de tener menor numero de hijos que el cultivar Dominico (Vélez 2011, 19).

6.5.2. Cultivar Dominico
En esta variedad las vainas presentan manchas rojas en las vainas asi como
un pseudotallo verde. El racimo es visiblemente apretado con 7 a 10 manos, con 12
a 14 platanos cada uno. Los frutos son delgados y alargados con un desarrollado
pedunculo (Vélez 2011, 19). Por su parte Camayo (2015, 24) indica que el potencial
productivo se encuentra en relacion inversa con la altitud, asi que a mayor altitud

afecta reduciendo el tamafio y menor peso del fruto.

6.5.3. Cultivar Dominico Hartén

Esta variedad es de facil manejo, es similar al Curaré Enano y Barraganete,
aunque la formacion del racimo es similar al Dominico. Es muy débil genéticamente
pues luego de dos o tres generaciones se vuelve Barraganete o Dominico (Vélez
2011, 19-20). Ademas el rendimiento de esta variedad se conserva estable dentro de

las altitudes de siembra especificadas (Camayo 205, 24).

Es resistente al “Mal del Estriado”. Se obtienen rendimientos de 38 dedos
comerciales por planta. Los dedos tienen la caracteristica de ser rectos, y ademas
muy dulces. Una desventaja de esta variedad es que el fruto es relativamente
perecedero (L6pez 2002, 5).

6.5.4. Cultivar maquefio
Posee un largo pseudotallo que puede alcanzar los cuatro metros de altura
facilmente, ademas se caracteriza por presentar un cierto vigor. Por su parte, el

racimo es mas pesado y grande que otros cultivares, alcanzando un peso hasta de
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100 libras en suelos con buena fertilidad y riegos oportunos. Ademas los dedos son

pequerios pero gordos (Vélez 2011 ,20).

6.5.5. Cultivar Curaré

Esta variedad es de muy facil manejo, ya que, como su nombre lo indica es
de tamafo pequefio, oscila entre los 2.5 y 3 m, con un promedio de 2.5 m, lo que
permite realizar las labores rutinarias de una forma mas rapida y la cosecha se
realiza con mucha facilidad. Esta variedad ademas tiene la ventaja de que es mucho
menos susceptible al acame debido a sus dimensiones. Es susceptible al ataque de
Sigatoka por lo cual es necesario monitorear constantemente la presencia de esta

enfermedad fungosa (L6pez 2002, 4).

La distancia de siembra y el arreglo o distribucién de las plantas en el campo,
es una de las alternativas que pueden aumentar la produccion significativamente,

siempre que se dé un manejo adecuado a la plantacion (Mufioz 2003, 41).

Es un cultivar poco difundido en el Ecuador, pero en paises como Honduras,
se cultiva en grandes extensiones. El Curaré Enano es un material el cual mantiene
las mismas propiedades y caracteristicas organolépticas y de proceso que otras
variedades (Lardizabal y Gutiérrez 2006, 38; Caballero, 2010, 1). Segun Solérzano
(2012, 5), es un cultivo rendidor alcanzando en promedio 60 unidades por racimo
(maximo 70, minimo 50), asi como el tamafio de sus dedos como maximo se han
encontrado entre 30 y 33 cm de longitud (desde el cuello hasta la punta) y el minimo
26 centimetros. Todas estas caracteristicas lo hacen muy aceptado para exportacion;
sin embargo es susceptible a las malas condiciones de manejo tales como falta de

agua y fertilizacion.
6.6. Métodos de propagacion

6.6.1. Método de propagacion tradicional

La propagacion vegetativa de las plantas sea esta in situ o ex situ, ocurren un

sinnimero de procesos fisiologicos dando lugar a formar una nueva planta parecida
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a la planta que le dio origen Pierik 1990, 208). Cabe indicar que los procesos que se
dan en la multiplicacion asexual de las plantas es la organogénesis y la
embriogénesis somatica, ocurriendo estos procesos sea en plantas in vitro o in vivo,

aungue en estas Ultimas se da de forma natural.

6.6.2. Método de propagacion vegetal in vitro

Esta técnica consiste en escoger una pequefia seccion de un tejido vegetal
Ilamado explante o &pice, desinfectarlo externamente y luego sembrarlo
contenedores llenos de medios enriquecidos en condiciones de asepsia, permitiendo
en poco tiempo un gran numero de plantas en cualquier especie requerida (Oropeza
2007, 27).

Las técnicas del cultivo de tejidos, en especial las relacionadas con el
saneamiento de enfermedades sistémicas y la propagacion masiva y rapida, se han
convertido en herramientas indispensables en el desarrollo de la agricultura, el

mismo que comenz0 a partir de la década del 50 (Montenegro et al. 2014, 147).

La multiplicacion vegetativa in vitro, ha jugado durante muchos afios una
trascendental funcion en la agricultura. El cultivo de tejidos vegetales in vitro, una
de las aplicaciones que ha tenido mayor impacto y repercusion mundial, ha sido la
propagacién masiva de plantas o micropropagacion. De hecho, este proceso
biotecnologico ha sido el mas utilizado para la obtencion de plantas comerciales,
mediante el uso de las técnicas in vitro, que no solo involucran los procesos de
clonacidn, sino también las fases de micropropagacion y los factores que la afectan.
Esta aplicacion biotecnoldgica ha permitido alcanzar multiplicaciones masivas de
cientos de genotipos seleccionados en corto tiempo y a bajos costos en comparacion

con los procedimientos tradicionales de propagacion (Pedroza 2008,11).

La biotecnologia ofrece nuevas oportunidades para la seguridad alimentaria,
ya que mediante esta técnica se obtienen clones de variedades élites en masivas
cantidades, con un sin nimero de beneficios adicionales respecto a la propagacion

tradicional. Esta técnica facilita un riguroso control fitosanitario, produccion de gran
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cantidad de nuevos brotes en espacios pequefios y con buenas caracteristicas
equilibradas, plantas libres de microorganismos, facilitando la labor para el
fitomejorador (Hoyos et al. 2008, 100).

Vasil (2008, 1432), considera que el desarrollo de esta técnica se debe en
gran medida a la formulacion de medios de cultivo con elevados porcentajes de sales
minerales, particularmente de amonio, nitrato, potasio y fosfato como la formulacion
MS (Murashige y Skoog 1962), B5 (Gamborg et al. 1968, 153), entre otras. Estos
compuestos, formulados inicialmente para la induccion de callos de Nicotiana
tabacum y suspensiones celulares de Glycine max, respectivamente, en la actualidad
se utilizan en una extensa diversidad de especies, taxondmicamente distantes
(Montenegro et al. 2014, 148).

Actualmente el medio de cultivo MS es el mas utilizado en cultivo de tejidos
de numerosas especies y si bien no siempre se ha observado crecimiento déptimo de
los explantes, por lo menos ha ocurrido un crecimiento inicial (Azofeifa et al. 2008
citado por Montenegro et al. 2014, 149).

¢ Organogénesis

Este método consiste en la obtencion de organos diferenciados partiendo de un
pequefio explante inicial. Se puede dividir en dos via organogénesis directa en la
que se forman directamente del explante, o indirecta en la que los 6rganos forman
primero un callo (tejidos no organizados) y posterior forman una nueva planta
(Oropeza 2007, 27).

e Embriogénesis somatica

Esta metodologia es una ruta de regeneracion celular que posibilita la formacion de
un embrién a partir de células somaticas y no como un producto de formacion o
fusion de gametos. Esta es la técnica te6ricamente mas rapida para obtener plantas

masivamente (Ramirez et al, 2012, 97).
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6.7. Importancia de la propagacion in vitro de platano

La micropropagacion ofrece un extenso nimero de ventajas comparado sobre
los sistemas de multiplicacion habitual en cuanto a tasas de propagacion, control
sanitario y superficie requerida para la multiplicacion de plantas. Ademaés, el
comportamiento agrondmico del material propagado con esta técnica es similar o

superior al material convencional (Fernandez y Hernandez, 2002, 2).

En los afos 70, comenzo la propagacion clonal in vitro a partir del cultivo de
meristemos. La técnica, descrita por primera vez en platanera por Ma y Shii (1972),
quienes implementaron rapidamente como método frecuente para la propagacion de

una gama de especies vegetales.

Por su parte, la propagacion in vitro de plantas de Musa a escala comercial se
ha consolidado en todo el mundo y la regeneracion via organogénesis mediante
explantes se mantiene como el método mejor manipulado. Esto se debe
principalmente a la posibilidad de multiplicar plantas libres de patdégenos con una
adecuada estabilidad genética. Las técnicas comerciales de micropropagacion de
plantas de Musa forman parte de la evolucion de la agricultura y aportan a mejorar
las condiciones fitosanitarias y de produccion de las plantaciones (Cejas et al. 2011,
14).

La ineficiencia de los métodos de multiplicacion in vivo para suplir la
demanda de bananos y platanos de calidad, genéticamente uniformes y libres de
enfermedades, justifica la metodologia de propagacién in vitro, tales como, la
propagacion masiva mediante el uso de citocininas adicionadas a los medios de
cultivo (Albarran et al. 2006, 1; Florio y Mogollén 2011, 91).

La aplicacion de las técnicas de micropropagacion ha aportado en gran
medida a los proyectos de mejoramiento de las zonas plataneras. Ademas ha
proporcionado una féacil manipulacion del germoplasma, facilitando tanto el
intercambio de material vegetal como la preservacion de los recursos genéticos
(Fernandez y Hernandez 2002, 2).
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6.8. Etapas o fases del cultivo in vitro

La micropropagacion se divide en cinco fases que van desde la seleccion del
material vegetal, desinfeccion del material vegetal, establecimiento aséptico del
cultivo, multiplicacion, enraizamiento y finalmente aclimatacion en campo. En las
dos altimas fases las citoquininas y las auxinas juegan un papel significativo (Hoyos
et al. 2008, 100).

6.8.1. Seleccion del material vegetal

Uno de los principales factores que determinan el éxito del cultivo in vitro de
una especie es la procedencia del explante que se utiliza, por lo que se puede
modificar o alterar de acuerdo al objetivo de la técnica de cultivo in vitro que se
utilice (Ofa 2010, 12).

Una vez que se haya determinado cual es la mejor planta para iniciar el
cultivo, es necesario seleccionar el explante a usarse, lo cual depende de: el tipo de
cultivo a iniciarse, el proposito del cultivo y la especie vegetal con la cual se
trabajara (Mendez 2014, 9).

6.8.2. Desinfeccion del material vegetal

Una desinfeccion exitosa de la superficie del explante a emplearse es
importante, debido a que si sobre el explante persiste algin microorganismo, ya sea
hongo o bacteria, éstos destruirian el cultivo pues compiten con el explante por los
nutrientes del medio, siendo ellos mas exitosos por sus altas tasas de multiplicacion
y desarrollo acelerado (Roca y Mroginski 1991,9; Davila 2011,14 Méndez 2014, 9)

Ademas existe una serie de agentes quimicos que aportan a la desinfeccion de
un material vegetal, dentro de estos agentes se pueden utilizar: alcohol al 70 %;
hipoclorito de sodio en concentraciones de entre 1% y 3%, la principal fuente es el
cloro comercial; otros desinfectantes usados con menor frecuencia es el hipoclorito
de calcio (Roca y Mroginski, 1991, 9; Ofia 2010, 13; Méndez 2014, 9).
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6.8.3. Establecimiento aséptico del cultivo

Para esta fase ya se cuenta con el material vegetal desinfectado y los medios
de cultivo preparados y estériles con lo cual se empieza a la etapa de
establecimiento, en la que el explante es introducido en el medio de cultivo bajo
condiciones de asepsia, generalmente, en camara de flujo laminar en donde se
reducen las posibilidades de contaminacion del explante o del medio de cultivo.
Posteriormente los frascos que contienen a los explantes son llevados a la sala de
incubacion donde permaneceran hasta observar cambios favorables o negativos
(necrosis o contaminacién) (Roca y Mroginski, 1991, 113; Ofia 2010, 16; Méndez
2014, 13).

6.8.4. Multiplicacion

Si las fases anteriores fueron superadas con éxito fue superada con éxito y el
explante ha respondido favorablemente a los componentes del medio de cultivo y a
las condiciones de incubacion, se van observando cambios formando nuevos tejidos
en el explante; este tejido puede ser fragmentado y trasladado a nuevos medios de
cultivos en el cual podra seguir desarrollandose, dando lugar a la formacion de tejido

indiferenciado o formacion de brotes (Ofia 2010, 17).

De modo general, se emplean medios de cultivo diferentes en las fases de
introduccion y multiplicacion de cualquier especie, con el fin de conseguir una
organizacion celular adecuada (Cubero 2003, 482; Méndez 2014, 13).

6.8.5. Enraizamiento

Luego de la etapa de multiplicacion es necesario dar paso al proceso de
enraizamiento en los brotes propagados in vitro, lo cual requiere generalmente el

traspaso a un nuevo medio de cultivo.

Para esta fase los medio utilizados son diferentes con nuevas incorporaciones
de reguladores de crecimiento, con el objetivo de inducir la emision de un sistema

radicular, entre las que se encuentran: disminucion de la concentracion de sales,
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cambio en el balance hormonal a favor de auxinas exogenas, eliminacion de
citoquininas exogenas o disminucion de la fuente de carbono (Roca y Mroginski
1991, ; Ofa 2010,17; Meéndez 2014, 14).

6.8.6. Aclimatacion en campo

Cuando las plantulas tengan un adecuado sistema radicular homogéneo, las
pequefas plantulas son llevadas a invernadero donde tienen que hacer frente a una
serie de factores hostiles que no estan preparadas fisiologicamente.; las plantulas han
crecido y desarrollado en ambientes con humedades relativas muy altas por lo que
sus estomas no son funcionales de modo parcial o completamente; ademas, las
plantulas no cuentan con cuticula para impedir la pérdida de agua y la desecacion
de las plantula (Castillo 2004, 4; Ofa, 2010, 17-18; Méndez 2014, 15).

6.9. Medios de cultivo

El medio de cultivo es concluyente para el éxito de la regeneracion y
propagacion in vitro de plantas. Cada especie vegetal tiene requisitos particulares de
nutricion y condiciones ambientales propias para su crecimiento y desarrollo; por lo
tanto, el medio de cultivo para cada especie vegetal presenta una composicion
determinada y diferente, sin embargo en el (ANEXO 1) se detallan los componentes

basicos de un medio de cultivo de Murashige y Skoog (Ramirez et al. 2012, 51).

Mezcla de sales inorganicas.- en esta se incluyen elementos generales
requeridos para los diferentes procesos metabdlicos y fisiologicos de las plantas, en
los que se encuentran; los macronutrientes los cuales son necesarios en mayores
cantidades para el crecimiento de las plantas. Entre ellas se encuentran el carbono,
hidrogeno y oxigeno, ademas tienen demanda de nitrogeno, fosforo, potasio,
magnesio, calcio y azufre. También podemos encontrar micronutrientes, que se
precisan en minimas concentraciones en la nutricion vegetal, pero que resultan
esenciales para las actividades metabolicas de las plantas. Entre estos podemos
encontrar: manganeso, hierro, zinc, boro, cobre, cobalto y molibdeno (Ramirez et al.
2012, 52).
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Compuestos organicos.- Estos compuestos son los de tipo: carbohidratos,

reguladores de crecimiento y vitaminas/aminoacidos.

Las vitaminas son necesarias en pequefias cantidades e intervienen en
muchas reacciones metabdlicas. En los medios de cultivo por lo general se usan
mezclas de vitaminas, principalmente del grupo B, que incluyen la tiamina
(Vitamina B1), acido nicotinico (Vitamina B3), la piridoxina (Vitamina B6), y el

aminoéacido glicina (Ramirez et al. 2012, 53).

El mio-inositol no es considerado como una vitamina, aunque con frecuencia
es adicionada en el medio de cultivo junto con las vitaminas. Es un producto
involucrado en una de las vias metabdlicas de las células metabdlicas como en el
transporte de azucares, metabolismo de los carbohidratos y formacion de la pared y

membrana celular (Ramirez et al. 2012, 53).

Los gelificantes son utilizados en los medios para los cultivos in vitro ya
sean liquidos o semisélidos, lo cual depende de la presencia o no de sustancias
gelificantes. Estos compuestos solidifican el medio de cultivo y brindan una matriz
que sirve de sosten al explante. El agar es el polisacarido mas utilizado para los
medios de cultivo. Las concentraciones varian entre 0,6% y 1%. Ademas del agar
existen otros gelificantes comerciales como el Phytagel, el Bactoagar, el Gelrite,

entre otros (Ramirez et al. 2012, 54).

Los reguladores de crecimiento (RC), son sustancias producida en un tejido
especifico de la planta, que cuando es transportada en bajas concentraciones a otra
parte de la misma planta puede actuar como sefial para estimular o inhibir el
crecimiento o regular alguna actividad fisioldgica. Los principales RC se concentran
en auxinas, citoquininas, giberelinas, acido abscisico y etileno. Sin embargo, se
reconocen otros compuestos que también ejercen efectos sobre el crecimiento y
desarrollo vegetal, pero que no ejercen efecto distancia, entre ellos: poliaminas,

acido jasmonico, brasinolidos, entre otros (Ramirez et al. 2012, 65).
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Los RC en el medio de cultivo determinan la via de desarrollo que un
explante incubado en condiciones apropiadas puede seguir. Estos reguladores tienen
una funcion especifica en el desarrollo in vitro de un explante. Las auxinas, las
citoquininas y las giberelinas son los principales reguladores de crecimiento
utilizados en un medio de cultivo para la propagacion in vitro (Ramirez et al. 2012,
66).

Segun Ramirez et al. (2012, 66), las auxinas tiene la funcién de inducir la
elongacion celular en tallos y coleoptilos (principal responsable del fototropismo y
del gravitropismo) y la dominancia apical (inhibicion del desarrollo de la yema

apical presente de la auxina AlA).

Por su parte, las citoquininas son compuesto derivados de la adenina las
cuales promueven la division celular y la citocinesis en células y tejidos vegetales.
Se encuentran especialmente en tejidos en division, como los meristemos, la semilla

en germinacién, los frutos y las raices (Ramirez et al. 2012, 67).

6.10. Desinfectantes

Son varios los productos utilizados para separar de las superficies vegetales
el gran namero de microorganismos, que pueden llegar a contaminar el medio de

cultivo y reducir la prosperidad del mismo (Sanes 2002, 35).

Como desinfectante de superficie el mas utilizado es el hipoclorito de sodio
(NaOCl), se consigue como blanqueador y contiene hipoclorito de sodio entre 5-6%.
Asi mismo aparece el hipoclorito de calcio utilizado para desinfectar cominmente
materiales. Sin embargo, el hipoclorito de calcio puede llegar a causar toxicidad en
algunos tejidos (Sanes, 2002, 35).

Cabe indicar que antes de manipular cualquier desinfectante se debe dosificar
las concentraciones a utilizar, asi como el tiempo durante la desinfeccion

dependiendo del material vegetal en estudio (Sanes 2002, 36).
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Muchas veces es oportuno incluir en el protocolo de desinfeccion el uso de
un tensoactivo como el Tween 20, en bajas concentraciones (0,1%), siempre y
cuando sea utilizado antes de colocar el alcohol. La funcion del mismo es romper la
tension superficial permitiendo que agentes quimicos entren en contacto con el
material vegetal (Cedefio 2015, 15).

6.11. Condiciones ambientales del cultivo

En términos generales, se debe de mantener una temperatura promedio de 26
a 28°C, con una intensidad luminosa de 3000 lux y con una humedad relativa de
70%, para producir plantas in vitro. Por su parte, en especies del género Musa se ha
observado que no es exigente en la intensidad luminosa y cuando le da luz directa
del sol, o cuando las l&mparas son de mayor potencia (120w), se da una pérdida de
la coloracion de las plantas, seguramente por la degradacion de la clorofila, ademas

de un aumento de la tasa respiratoria del explante (Sanes 2002, 23).
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1. Localizacion del ensayo
La presente investigacion se desarrollo en el laboratorio de Biotecnologia de
la Facultad de Ingenieria Agronomica de la Universidad Técnica de Manabi, durante
los meses de julio del 2016 a enero del 2017. El laboratorio se localiza en la
parroquia Lodana km 12%: via Portoviejo-Santa Ana, Provincia de Manabi, Ecuador
y ubicada geograficamente a 01° 09°de latitud sur y 80° 21° de longitud oeste a una

altitud de 47msnm.

7.2. Material vegetal
Para la investigacion se utiliz6 material vegetal de cormos (hijos espada) de
plantas madres seleccionadas con caracteristicas sanitarias y morfoldgicas
apropiadas de dos cultivares de platano (Barraganete y Curaré), los cuales fueron
colectados de un lote de multiplicacion establecido en la finca Experimental La
Teodomira (Figura 2), de la Facultad de Ingenieria Agrondmica, ubicada en la

parroquia Lodana del Canton Santa Ana.

Figura 2. Material de propagacion (hijos espada) de los cultivares utilizados:
A) Material de propagacién de platano cv. Barraganete. B) Material de propagacion de
platano cv. Curare.
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7.3. Medio de cultivo
El medio utilizado fue la formulacién de Murashige y Skoog (1962), (Anexo
1), suplementado con vitaminas, sacarosa (30gr/l) y gelificante (Gellan Gum 3gr/l).
Este se ajusté a un pH de 5,7 + incorporandole 0.01N de NaOH, 0,1N de HCl y
esterilizado en autoclave a 121°C durante 20 minutos, el medio fue colocado en
tubos de ensayos con 10 ml para la fase de establecimiento y en vasos de

polipropileno con 20ml para la fase de multiplicacion.

7.4. Condiciones de cultivo
Los frascos de los diferentes tratamientos fueron colocados en condiciones de
cultivo en el cuarto de incubacion con una temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de

16 horas luz, intensidad luminica de 1500 lux, y una humedad relativa de 70%.

7.5. Metodologia
Para el establecimiento del material de platano in vitro, se utiliz6 la
metodologia descrita por Sandoval (1991), adaptada por Macias (1994), con algunas

modificaciones (Anexo 2).

7.5.1. Factores en estudio
Factor A: Materiales utilizados

Niveles del factor A

C1. Cultivar Curaré

C2. Cultivar Barraganete

Factor B: Dosis de hormonas

Niveles del factor B

TO = Sin Hormona; “testigo”

T1=3mgL!BAP+0,1mg L AIA
T2=4mgL*BAP +0,1 mgL*AIA
T3=5mg LY BAP + 0,1 mg L't AIA
T4=3mg L*BAP +0,3mg Lt AIA
T5=4mg LBAP +0,3mg Lt AIA
T6=5mg L BAP +0,3mg L* AIA
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7.5.2. Tratamientos

Tabla 2. Tratamientos aplicados en la fase de multiplicacion in vitro de
explantes de platano (cvs.. Barraganete y Curaré).

Mgt_eriales Dosis de hormonas Tratamientos
utilizados  [BAP (mg/l) | AIA (mg/l)
0 0 P1TO0= Barraganete: Sin Hormona; “testigo”
3 0,1 P1T1= Barraganete: 3 mg L BAP + 0,1mg L AIA
_ 4 0,1 P1T2= Barraganete: 4 mg L BAP + 0,1 mg L™ AIA
ggx%a;nete 5 0,1 P1T3= Barraganete: 5 mg L. BAP + 0,1 mg L™ AIA
3 0,3 P1T4= Barraganete: 3 mg L BAP +0,3mg L AIA
4 0,3 P1T5= Barraganete: 4 mg L™ BAP + 0,3mg L AIA
5 0,3 P1T6= Barraganete: 5 mg L BAP + 0,3mg L AIA
0 0 P2T0= Curaré: Sin Hormona; “testigo”
3 0,1 P2T1= Curaré: 3 mg L't BAP + 0,1mg L AIA
) 4 0,1 P2T2= Curaré: 4 mg L BAP + 0,1 mg Lt AIA
cultiver 5 0.1 P2T3= Curaré: 5 mg L BAP + 0.1 mg L AIA
3 0,3 P2T4= Curaré: 3 mg L2 BAP + 0,3mg L AIA
4 0,3 P2T5= Curaré: 4 mg L't BAP + 0,3mg L AIA
5 0,3 P2T6= Curaré: 5mg Lt BAP + 0,3mg L AIA
AlA= Acido indol-acético BAP= 6-Bencilaminopurina

7.5.3. Disefio experimental
Los datos obtenidos en la fase de establecimiento de esta investigacion,
fueron analizados mediante estadistica descriptiva. Mientras que en la fase de
multiplicacion se utiliz6 un disefio completamente al Azar (DCA) en Arreglo
Factorial (2x7). EI mismo que incluyo 14 tratamientos (combinaciones de cultivar

por dosis de hormonas) y 3 repeticiones.

Tabla 3. Anélisis de varianza

Fuente de variacion GL
Repeticiones 2
Tratamientos 13
A 1
B 6
A*B 6
Error 26
Total correcto 41
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7.5.4. Andlisis Estadistico
Los datos obtenidos fueron procesados mediante un analisis de varianza
utilizando el procedimiento ANOVA en el programa estadistico IMB SPSS
Statistics 21, y la comparacion de medias se efectué mediante la prueba de Tukey (P
<0.01%).

7.6. Manejo del ensayo

7.6.1. Establecimiento de apices de platano cultivares Barraganete y Curaré en
laboratorio
Se utilizaron cormos de hijuelos de plantas seleccionadas de platano cvs..
“Curaré” y “Barraganete” obtenidos del lote de multiplicacién, a los cuales se
eliminaron las partes externas y vainas foliares del cormo (Figura 2A) hasta obtener
secciones de 3cm de base y 5¢cm de altura colocandose en un vaso de precipitacion
de 1000ml donde se lavaron con jabon liquido por 5 minutos y se procedio a
enjuagar con abundante agua corriente (Figura 2B y C). Enseguida el material fue
colocado en un otro vaso de precipitacion se llevo a condiciones de asepsia (cAmara
de flujo laminar) para la desinfeccidn, en donde en frascos esterilizados se colocaron
las secciones de platano con el fin de desinfectarlos, utilizando hipoclorito de sodio
(NaOCl) al 5.25% y gotas de Tween-20 colocados en agua esterilizada durante 20
minutos, para finalmente enjuagar por cuatro ocasiones con agua esterilizada (Figura
2D).

Figura 2. Limpieza y desinfeccion de cormos de platano cvs.. Barraganete y Curaré: A) Hijos
espada de plantas seleccionas. B) Secciones del cormo de 3cm de base y Scm de altura. C)
Desinfeccion del material de campo con jabon liquido. D) Desinfeccion y enjuague de los
explantes.
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Luego de realizar el proceso de desinfeccion dentro de la cdmara de flujo
laminar, se procedié con ayuda de hojas estriles de bisturi a eliminar las partes
externas del explante (Figura3 A) con la finalidad de reducir el tamafio de los
explantes, hasta alcanzar una altura de 2cm y 1,5cm en la base (Figura 3 B), y se
colocaron en una solucion antioxidante de cisteina 50 mg/Il. hasta el momento de la

siembra (Figura 3C).

Para la siembra se procedid a sacar los explantes de la solucion de cisteina
colocandolos en papel kraft estéril para eliminar el exceso de agua, para lo cual se
utilizaron pinzas estériles colocadas en alcohol al 90° las cuales fueron flameadas en
un mechero de alcohol. Los tubos previamente contenian el medio de cultivo
(Figura 3D) luego sembraron cada explante en los tubos de ensayo (Figura 3E),
posteriormente se sellaron con cinta parafilm ademés de etiquetarlos segun cada
material (Figura 3F). Los tubos utilizados para esta fase no contenian reguladores de

crecimiento, quedando ahi por cuatro semanas.

Figura 3. Siembra de apices de platano cvs.. Barraganete y Curaré en medio de establecimiento:
A) Eliminacion de partes externas del explante. B) Explante reducido a 2cm de alturay 1,5cm en
la base. C) Explantes colocados en solucion de cisteina, por 10 minutos. D) Tubos de ensayo
dispensados con medio MS. E) Siembra de los explantes en el medio de establecimiento. F)
Explantes en el cuarto de cultivo in vitro.
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Variables analizadas

- Porcentaje de sobrevivencia

Se evalud el numero de explantes contaminados por bacterias y hongos, asi
como también aquellos que presentaron necrosis por oxidacion fendlica. Las
evaluaciones tuvieron una duracion de un mes y se realizaron semanalmente a partir

de la siembra.
- Tiempo de respuesta

Se registrd el tiempo de respuesta en dias de cien explantes, desde el
momento del establecimiento hasta la observacion de cambios en la coloracién o
aparicion de las primeras hojas o brotes. Esta variable se evalu6 una sola vez en cada

explante en esta fase.

7.6.2. Determinacion de la mejor concentracion de citoquininas y auxinas para el
desarrollo de los brotes in vitro

Para iniciar la fase de multiplicacion se utilizaron los explantes de cuatro
semanas que se adaptaron y sobrevivieron en la fase de establecimiento (Figura 4A),
para lo cual con ayuda de la pinza esterilizada y colocada en alcohol al 90° se
flameaba en el mechero para coger el explante y colocarlo en el papel kraf estéril,
para cortar con el bisturi (Figura 4B), la parte superior (primera hoja o alargamiento
del talluelo) e inferior (base del explante) del explante, para posteriormente sembrar
los explantes (Figura 4C) de cada genotipo en los vasos de polipropileno que
contenian los medios de cultivo con las combinaciones y concentraciones
hormonales (seis tratamientos mas el testigo), para proceder a sellarlos y etiquetarlos

antes de sacarlos de la cdmara de flujo laminar.

Las hormonas utilizadas en esta fase fueron una auxina (Acido indolacético-
AIlA) y una citocinina (6-bencilaminopurina/6-BAP), incorporado en el (Alvarez, y
otros 2013)medio base formulado de MS (Murashige y Skoog, 1962).

En el momento de iniciar el primer subcultivo el explante fue colocado entero

en el vaso conteniendo el medio de cada tratamiento (Figura 4 D), posteriormente
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al iniciar el segundo subcultivo los pequefios explantes se partieron por la mitad
(Figura 4E). Los subcultivos de los pequefios brotes producidos se realizaron cada 3
semanas, colocando los explantes en un nuevo medio, hasta finalizar el cuarto

subcultivo.

Figura 4. Fase de multiplicacién de apices de platano (Barraganete y Curaré): A) Explante
de cuatro semanas listo para fase de multiplicacion. B) Decapitacién del explante en la base
y primeras hojas. C) Siembra de explantes en los vasos en cada tratamiento. D) Explante
entero para iniciar el primer subcultivo. E) Explante partido longitudinalmente para iniciar
el segundo a cuarto subcultivo. F) Explante con los primeros brotes en el segundo
subcultivo.

7.6.2.1.Variables analizadas

- Numero promedio de brotes emitidos

Para determinar esta variable a los 21 dias después de la siembra (DDS), se
contabiliz6 el nimero promedio de brotes emitidos por explante, para lo cual se
tomaron 6 brotes por tratamiento, en forma aleatoria. Esta evaluacién se realiz6 en
cada subcultivo, hasta el final del periodo de incubacién, en ambos genotipos de

platano.
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- Longitud de brotes

En condiciones de camara de flujo, se midi6 la longitud de quince brotes por
tratamiento en cada subcultivo en forma aleatoria, cada 21 DDS de iniciado el
subcultivo en cada cultivar de platano. Los datos fueron registrados en centimetros

(cm), donde se utiliz6 un calibrado pie de rey esterilizado en autoclave.
- Diémetro de brotes

A los 21 dias DDS de cada subcultivo, se registré el diametro de quince
brotes por tratamiento en forma aleatoria, para la medicién se utilizé un calibrados

pie de rey esterilizado. Los datos fueron registrados en milimetros (mm).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1.Porcentaje de contaminacion

En el establecimiento se presentd contaminacién para ambos genotipos
estudiados, presentando para el cv. Curaré 86.15% y el cv. Barraganete 74.62% de
sobrevivencia (Figura 5A) con la metodologia utilizada en el ensayo (Grafico 1),
resultados que podriamos considerarlos aceptables en relacion con los demostrados
por Lopez (2015, 29-30), los cuales utilizando una metodologia de 10% de cloro y
tiempo de inmersion de 90min presentaron el 50% de sobrevivencia en el cv.

Barraganete.

Gréfico 1.
Porcentaje de sobrevivencia de explantes de platano cvs. Barraganete y Curaré
en la fase de establecimiento in vitro.
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De la misma manera, los resultados obtenidos en este ensayo, se pueden
comprar con los reportados por Gutiérrez (1996, 29), donde utilizando una
metodologia similar se presentd 85% de sobrevivencia para el clon de banano
Cavendish. Mientras que Ortega et al. (2012, 215), indican que con un protocolo
méas exhaustivo con doble desinfeccion se obtuvo un 69% de sobrevivencia en

explantes a los 7 dias de establecido el ensayo.
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Se debe resaltar que, en los trabajos de Uzcategui et al. (2010, 8), muestran
que en la fase de establecimiento presentaron 75% de sobrevivencia en el cv. Harton
y en el mismo trabajo un 60% de sobrevivencia en el cv. Harton “Doble Tallo”
utilizando el protocolo establecido por Colmenares y Giménez (2003), en el que se
realizaba un triple lavado con varios desinfectantes. Estos ensayos demuestran que
el protocolo de desinfeccion utilizado en esta investigacion, es mas fiable para
reducir las pérdidas de explantes por agentes contaminantes en la fase de
establecimiento. Sin embargo, en la metodologia de desinfeccion utilizada por
Canchignia et al. (2008, 44), muestran que un tratamiento de 20% de cloro
comercial, durante 20 minutos + 0,1% de bicloruro de mercurio por 10 minutos,

tuvo un 100% de sobrevivencia en explantes de platano variedad Maquerio.

La fase de establecimiento es sumamente delicada y exige todas las medidas
de asepsia posible, de lo contrario, aumentarian los riesgos de contaminacion por
hongos y bacterias (Figura 5B-C) los cuales se observaron a partir de los cinco dias
de establecido el ensayo, afectando la calidad y cantidad del material inicial. Por su
parte, ademas se presentd contaminacion bacteriana en ambos cultivares 13,08% en
Barraganete y 12,31% en Curaré. Mientras que el porcentaje de contaminacion
causada por hongos 3,07% en el cv. Barraganete y 1.54% en el cv. Curaré (Grafico
2).

Gréfico 2.

Porcentaje de contaminacion en explantes de platano cv. Barraganete y Curaré
en la fase de establecimiento in vitro.

FACTORES DE CONTAMINACION

4 13,08
S 14 -
£ 12 - 12,31 923
£ 10 -
S
(= 8
] 6 - M Barraganete
4 3,07 ]
£ 4 1,54 B Curaré
L 9 4 0
o
& 0

Bacterias Hongos Oxidacidn |

Factores de contaminacion |

35




Es importante resaltar lo reportado por Ancasi et al. (2016, 107), quiénes
trabajando con una metodologia similar de desinfeccion presentaron un 72% de
sobrevivencia en explantes de platano dentro de los cuales tuvieron un 16,6% de
explantes contaminados por hongos, siendo ese porcentaje superior a o demostrado
en este ensayo, lo cual pueden deberse a la asociacion del medio con el explante,
condiciones de introduccién del material, asi como la fuente de origen del material
vegetal, de ahi la importancia de introducir plantas sanas y en condiciones optimas
(Mroginski y Roca 1991, 114).

El presente ensayo, a pesar de observase oxidacion (Figura D), los indices
fueron bajos en el cv. Barraganete 9.23% y en el cv. Curaré no se presentd
oxidacién fendlica de los meristemos (Grafico 2). Estos resultados difieren a los
reportados por Uzcategui et al. (2010), quiénes reportan en el cv. Harton y Doble
Hartén un 20 y 65% de necrosamiento. En la investigacion se presentaron registros
con altos indices de oxidacion generalizada, ademas con altos porcentajes de
mortalidad a diferencia de los demostrados por este ensayo en el que el cv. Curaré
no se presentd fenolizacién y en el cv. Barraganete tuvo un bajo porcentaje aunque

no se adiciono ningun reactivo a diferencia de otras investigaciones.

Figura 5. Sobrevivencia y factores de contaminacién de los explantes en fase de
establecimiento: A) Explante sano. B) Explante contaminado con bacteria. C) Explante
contaminado con honao. D) Aagente con sianos de necrosamiento.

Cabe mencionar que en un estudio realizado con clones de banano Williams

se utiliz6 carbdn activado incorporado al medio obteniendo excelentes resultados
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con la adicion de 1gr/litro de carbén al medio en total oscuridad favoreciendo la
reducion del fendmeno, ya que estas sustancias oxidoreductoras presentes en las
vacuolas y citoplasma catalizan reacciones en presencia de luz y posteriormente

afectan la viabilidad de los explantes (Ramirez et al. 2008, 55).

Azofeifa (2009, 155), manifiesta que la oxidacion en los explantes constituye
un frecuente y serio problema desde el establecimiento y durante el mantenimiento
de un cultivo in vitro, por lo que luego de ser cortados, muchos de los explantes
empiezan a perder el color verde e inician un oscurecimiento, ocasionando que se
liberen con frecuencia exudados oscuros al medio de cultivo, cuyo origen no es

precisd, aungque se conoce gue son una mezcla compleja de sustancias fenolicas.

Cabe indicar que otra condicién tomada en cuenta en el ensayo fue el tiempo
en aparecer los contaminantes, observandose que los explantes mostraron sintomas
por bacterias y hongos en las primeras semanas de iniciado la fase de

establecimiento (Gréfico 3).

Gréfico 3.
Porcentajes de los factores de contaminacion de explantes de platano cv.
Barraganete y Curaré en la fase de establecimiento in vitro.
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8.2. Tiempo de respuesta

En la fase de establecimiento ademas se evalud el tiempo de respuesta,
observandose que el cultivar que presentdé menor tiempo cuando se observaron
cambios aparentes en color y consistencia de los explantes en los medios de
establecimiento fue el cv. Curaré a los 15 DDS, mientras que el cv. Barraganete
manifestd cambios significativos a los 24 DDS (Grafico 4). Aunque esta variable se
evalué en la fase de establecimiento sin la adicién de ningun regulador de
crecimiento, trabajos previos realizados por Tandazo et al. (2014, 122), reportan que
aunque se suplemento el medio con 3 mg L™ de BAP en explantes de banano clon
Cavendish se obtuvo manifestacion en los explantes a los 23 dias, siendo esta
respuesta igual a los reportes de este ensayo para el cv. Barraganete. Sin embargo la
respuesta del cv. Curaré ( 15 dias), fue mejor que la mostrada el clon Cavendish a
pesar que dicho clon contenia BAP en el medio, asi mismo se reporta en el mismo
experimento que adicionando més cantidad de BAP al medio (5 mg L) se tarda méas

en responder el explante que sin la adicién de ninguna hormona adicional.

Graéfico 4.
Tiempo de respuesta de explantes de platano cv. Barraganete y Curaré en
condiciones in vitro durante la fase de establecimiento expresado en dias.
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8.3. Longitud de brotes

El andlisis de varianza (Anexo 3), muestra diferencias estadisticas
significativas correspondientes a las dosis, pero no hay diferencia en los materiales
utilizados y a la interaccion de los factores. EI mejor promedio se obtuvo al utilizar
3 mg L BAP + 0,1 mg LAIA con una altura promedio de 3,13 cm en ambos
materiales en comparacién con las otras dosis utilizadas (Grafico 5). Por lo cual
Saucedo (2008), manifiesta que una pequefia cantidad de citocinina puede ser
sintetizada por los brotes en crecimiento, sin embargo se conoce que es insuficiente
para promover el crecimiento y elongacion in vitro de yemas y brotes, razon por la
cual en la propagacion in vitro de platano los medios utilizados fueron adicionados
con citocininas ayudando en el crecimiento de los nuevos brotes, por ello al usar una
dosis relativamente baja de BAP combinada con una auxina en nuestro ensayo
favorecio a la elongacién de los brotes, mostrando que la dosis ya mencionada es la
adecuada para promover la longitud de los brotes en estos cultivares de platano en

condiciones in vitro.

Grafico 5.
Respuesta de la longitud de brotes de platano cv. Barraganete y Curaré, en la
fase de multiplicacion
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TO= Testigo; T1=(3 mg L™ BAP + 0,1 mg Lt AIA): T2= (4 mg L™ BAP + 0,1 mg L AIA): T3 (5
mg Lt BAP + 0,1 mg L AlA); T4= (3 mg L' BAP + 0,3 mg L AlIA); T5= (4 mg L BAP + 0,3
mg LT AIA); T6=(5mg L BAP + 0,1 mg L AIA)
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Siendo este valor superior a los reportado por Canchignia et al. (2008),
quienes estudiando el platano, variedad maquefo utilizaron dosis de 3 mg L™ BAP
+ 0,3 mg L AIA en los explantes evaluados a los 28 dias, obteniendo como
promedio 2.32cm de longitud.

Cabe indicar que a pesar de que el andlisis de varianza no mostrd
significancia en la interaccion, el tratamiento con mejor promedio fue el P2T1 (3 mg
L't BAP + 0,1 mg L AIA) para el cultivar curaré, mientras que para el cultivar
barraganete el mejor tratamiento se obtuvo con P1T2 (4 mg L™* BAP + 0,1 mg L
AlA) (Anexo 4), determinando posiblemente que, con concentraciones altas de

citocininas y auxinas se obtienen mayores longitudes de brotes.

8.4. Diametro de los brotes

En el analisis de varianza realizado, se muestra que los valores son altamente
significativos entre los materiales, las dosis y significativo en la interaccion de los
factores estudiados (Anexo 5). Dentro de la cual se determind que la mejor dosis de
hormona para los materiales estudiados fue T5 (4mg/L BAP/ 0.3 mg/L AIA) con
una media de 4,31 mm de diametro; por lo contrario la no adiccion de hormonas al

medio (Testigo absoluto) presentd los valores més bajos (2,76 mm).

Por su parte la prueba de comparacién de medias para la interaccion de
materiales con dosis hormonales (Anexo 6), muestra que se presentaron cuatro
grupos, indicando que el mejor promedio lo present6 la combinacion P2T6 (5 mg L™
BAP + 0,3 mg L AlA) en el cultivar Curaré, mientras que en el cultivar Barraganete la
mejor combinacion fue P1T4 (3 mg Lt BAP +0,3mg L™ AIA) y la menor respuesta para
ambos materiales se obtuvieron con los testigos (Gréfico 6).
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Gréfico 6.
Respuesta del diametro de brotes de platano cv. Barraganete y Curaré en la

fase de multiplicacion, en las diferentes combinaciones hormonales
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Interacion de medios con cultivares

Barraganete: P1TO= (testigo); P1T1= (3 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AlA); P1T2= (4 mg L-1 BAP +
0,1 mg L-1 AIA); P1T3= (5mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AIA); P1T4= 3 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1
AlA; P1T5=(4 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA); P1T6= (5 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA)

Curaré: P2T0= (testigo); P2T1= (3 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AlA); P2T2= (4 mg L-1 BAP + 0,1 mg
L-1 AIA); P2T3= (5mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AIA); P2T4= 3 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA;
P2T5=(4 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA); P2T6= (5 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA)

Lo expresado es ratificado por los reportes de Hoyos et al. (2008), quienes
manifiestan que las auxinas tienen la capacidad de producir un ensanchamiento
celular; asi como promover la formacién de raices, asi que un balance hormonal
entre auxinas y citocininas es la clave para mantener una proporcionada division
celular y el crecimiento de la region meristematica presente en las yemas que a su
vez ayudan a la proliferacion de brotes (Norberto 2007, 136).

8.5. Numero promedio de brotes/explante
El analisis de varianza determind que se presentaron diferencias altamente
significativas en las dosis y en la interaccion de los factores estudiados (Anexo 7),
para lo cual realizando la prueba de Tukey de los datos obtenidos se determiné que
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la mejor dosis de hormona para los materiales utilizados fue 4 mg L' BAP + 0,1 mg
Lt AIA. Sin embargo, la comparacion de medias realizada mostrd siete grupos
diferentes estadisticamente para los tratamientos (Gréafico 7), indicando que el mejor
tratamiento presentd un promedio de 3,93 brotes/explante el cual se obtuvo usando
el T1 (3mg L BAP + 0,1 mg L't AIA) y 3,46 brotes/explante usando el T2 (4mg L
1 BAP + 0,1 mg Lt AIA) en el cultivar Curaré. Por su parte en el caso del cultivar
Barraganete la mejor respuesta fue 3,52 brotes/explante usando el T2 (4 mg L™t BAP
+ 0,1 mg L't AIA) (Anexo 8). Los datos obtenidos en el ensayo son corroborados
por Davila (2011, 24), quien indica que la cantidad utilizada de citocinina en
relacion de la auxina determina la diferenciacion celular de los tejidos para la
formacion de brotes o raices, por lo que se menciona que a mayor concentracion de

citocinina en relacion a las auxinas ayudan a la proliferacion de brotes.

Gréafico 7.

Respuesta del nimero promedio de brotes/explante de platano cv. Barraganete
y Curaré en la fase de multiplicacion.
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Interaccion de medios con cultivares P2T1

Barraganete: P1TO= (testigo); P1T1= (3 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AlA); P1T2= (4 mg L-1 BAP +
0,1 mg L-1 AlA); P1T3= (5mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AlA); P1T4=3 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1
AIA; P1T5=(4 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA); P1T6= (5 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA)

Curaré: P2T0= (testigo); P2T1= (3 mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AlA); P2T2= (4 mg L-1 BAP + 0,1
mg L-1 AIA); P2T3= (5mg L-1 BAP + 0,1 mg L-1 AlA); P2T4=3 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA;
P2T5=(4 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA); P2T6= (5 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AlA)
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Mientras que, los datos obtenidos en este ensayo difirieren de los datos reportados
por Hoyos et al. (2008), quienes usando explantes de platano Dominico Harton
obtuvieron una mejor respuesta (5.75 brotes/explante) en la que adicionaron al
medio base 5 mg L BAP+ 0.3 mg L't AIA. Por otra parte, los resultados obtenidos
se pueden comparar con trabajos similares reportados Florio et al. (2010, 433),
donde utilizaron explantes de platano “Harton Gigante” sometidos a multiplicacion
con dosis elevadas de 5mg L™ de BAP en medio semisdlido tuvo un promedio de

1,56 brotes/explante.

Otra investigacion realizada por Tandazo et al. (2014, 123), en la que
utilizando dosis mayores (5 mg L™* BAP) obtuvieron menor incidencia de brotes
promedio (0,78 brotes/explante) en explantes de banano clon Cavendih; el mismo
autor indica que al utilizar 3 mg L™ BAP presenté la mayor tasa de brotacion, con
un promedio de 2,56 brotes/ explante, indicando que a pesar de usar la misma dosis

de citocininas se obtuvo un menor nimero de brotes/explante.

La relacion entre auxinas y citocininas determina el tipo de crecimiento: a
favor de auxinas se produce mayor crecimiento de raices y a favor de citocininas se
produce mayor crecimiento vegetativo. En yemas, la relacion favorable a citocininas
estimula diferenciacion a yema vegetativa y favorable a auxinas estimula

diferenciacion a yema reproductiva (Stoller 2005, 5).

Una observacion realizada durante el ensayo fue la aparicién de explantes
anormales los cuales reducian el nimero de brotes obtenidos, porque estos brotes
denominados “ciegos” se eliminaban e cada subcultivo por no ser considerados
brotes que pudieran regenerar o formar un nuevo brote por lo contrario seguian
generando mas explantes ciegos, los cuales se expresaron principalmente en los
tratamientos con una mayor dosis de auxinas, por lo que mantener un balance
hormonal para el normal funcionamiento de los explantes es importante observando
que altos contenidos de auxinas en el medio reducen el poder efectivo de la

citocinina.
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9. CONCLUSIONES

1. En la fase de establecimiento el cv. Barraganete mostro una respuesta
tardia al iniciar a manifestar cambios visibles en los explantes, por su parte el cv.
Curaré mostrd precocidad en los cambios apreciables a pesar de ser cultivares
parecidos morfologicamente.

2. En las evaluaciones realizadas con respecto a la longitud de los brotes
en los cultivares de platano en condiciones de laboratorio muestran que el mejor
promedio se obtuvo al utilizar 3 mg L BAP + 0,1 mg L AIA con una altura
promedio de 3,13 cm en ambos materiales, en comparacion con las otras dosis
utilizadas.

3. En el caso de la variable diametro de brotes se determind que la
mejor dosis de hormona para los materiales estudiados fue T5 (4mg/L BAP/ 0.3
mg/L AlA) con una media de 4,31 mm de diametro, y para el cultivar Curaré la
mejor respuesta la presento T6 (5 mg L BAP + 0,3 mg L* AIA), mientras que en el
cultivar Barraganete la mejor combinacion fue T4 (3 mg L* BAP +0,3 mg L AIA) y la
menor respuesta para ambos materiales se obtuvieron con los testigos.

4. Por su parte, el nimero promedio de brotes/explante mostré que el
mejor tratamiento presentdé un promedio de 3,93 brotes/explante el cual se obtuvo
usando el T1 (3 mg L™t BAP + 0,1 mg L AIA) y 3,46 brotes/explante usando el T2
(4mg Lt BAP + 0,1 mg L AIA) en el cultivar Curaré. Por su parte en el caso del
cultivar Barraganete la mejor respuesta fue 3,52 brotes/explante usando el T2 (4 mg
L1 BAP + 0,1 mg Lt AIA).
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10.RECOMENDACIONES

> La metodologia utilizada en el ensayo para el establecimiento de
explantes de platano resulté factible para los cultivares de platano con bajos indices
de contaminacién principalmente por hongos, por lo que podria ser utilizada para

posteriores trabajos con los cultivares en estudio.

> Utilizar dosis mas bajas de Acido Indolacético (AIA), en proximos
ensayos, ya que los tratamientos con mayor concentracion de Acido Indolacético
aumentan la cantidad de produccién de brotes ciegos en ambos cultivares
estudiados, reduciendo asi la cantidad de brotes viables y vigorosos en los

subcultivos posteriores.

> Evaluar otras concentraciones y combinaciones hormonales para

ampliar el rango de alternativas en el uso de reguladores de crecimiento.

> Continuar con las siguientes fases de enraizamiento y posterior

aclimatacion de las plantulas en el invernadero.
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Anexos 1.

12. ANEXOS

Tabla 1. Composicion del medios basico de Murashige y Skoog (1962).

MACRONUTRIENTES
ELEMENTO CONCENTRACION (mg/l)
NH4NO3 1650.00
KNO3 1900.00
CaCl2. 2H20 440.00
MgSO4.7H20 370.00
KH2PO4 170.00
MICRONUTRIENTES
ELEMENTO CONCENTRACION (mg/l)
MnSO4.H20 22.30
ZnS04.7H20 8.60
H3BO3 6.20
Kl 0.83
Na2Mo04.2 H20 0.25
CuS04.5H20 0.02
CoClI2.6H20 0.02
VITAMINAS
ELEMENTO CONCENTRACION (mg/l)
Tiamina HCI 0.10
Myo-inositol 100.00
FUENTE DE ENERGIA
ELEMENTO CONCENTRACION (g/1)
SACAROSA 30.00
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10.

Anexo 2. Protocolo de desinfeccién y siembra de explantes de platano para

iniciar la fase de establecimiento

Recolectar hijos espada (cormos) de plantas madres seleccionadas de un lote de

multiplicacion sano sin signos aparentes de problemas sanitarios.

Limpieza de los cormos seleccionados con la ayuda de una navaja afilada.

Eliminar las partes externas y vainas foliares del cormo hasta obtener secciones de

3cm de base y 5cm de altura.

Colocar los cormos en un vaso de precipitacion de 1000ml donde se lavaron con

jabon liquido por 5 minutos y se procedi6 a enjuagar con abundante agua corriente.

Colocar en un nuevo vaso de precipitacion los cormos para ser fue llevado a

condiciones de asepsia (camara de flujo laminar) para la desinfeccion.

Colocar en frascos esterilizados las secciones de platano para desinfectarlos
utilizando 1.1. ppm de NaOCI (hipoclorito de sodio al 5.25%) y gotas de Tween-20

colocados en agua esterilizada durante 20 minutos, totalmente sellados.

Enjuagar luego de los 20 minutos por cuatro ocasiones con agua esterilizada,
dejandolos reposar en el mismo frasco hasta el momento de sacarlos

individualmente para continuar reduciendolos.

Proceder con ayuda de hojas estriles de bisturi a eliminar las partes externas del
explante con la finalidad de reducir el tamafio de los explantes, hasta alcanzar una

altura de 2cmy 1,5cm en la base.

Colocar inmediatamente luego de reducirlos, en una solucion antioxidante de

cisteina (50 mg/l.), hasta el momento de la siembra.

Sembrar los explantes dentro de los tubos o vasos conteniendo el medio de cultivo

previamente dispensados.
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Anexo 3

Tabla 4. ANOVA realizado para evaluar la longitud de los brotes en cvs..
Barraganete y Curaré, durante la fase de multiplicacion.

PRUEBAS DE LOS EFECTOS INTER-SUJETOS

\Variable dependiente:

Longitud de brotes

Origen cuadi':\JcriT(])zsi '?igo i g cu';/lierglt?ca F Sig. | Significancia
Modelo corregido 4,418% 13 ,340 6,670 ,000
Interseccién 324,815 1 324,815| 6374,879 ,000
Materiales (A) ,001 1 ,001 ,019 ,892 NS
Dosis (B) 3,878 6 ,646 12,685 ,000 **
Interaccion (A*B) ,539 6 ,090 1,763 ,143 NS
Error 1,427 28 ,051
Total 330,660 42
Total corregida 5,845 41

a. R cuadrado =,756 (R cuadrado corregida = ,643)

Anexo 4. Prueba de comparacion de medias de Tukey (diferencia minima
significativa) para la variable de longitud de brotes en cvs.. Barraganete y
Curaré en los diferentes tratamientos de la fase de multiplicacion

LONGITUD DE BROTES

DHS de Tukey?”

Dosis de Hormona Subconjunto

1 2 3

0 6 2,23c
6 6 2,46¢ 2,46b
5 6 2,71¢c 2,71b 2,71a
4 6 2,91b 291la
3 6 2,95h 2,95a
2 6 3,05a
1 6 3,13a
Sig. ,014 ,014 ,047

Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica(Error) = ,051.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 6,000

b. Alfa=,01.
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Anexo 5.

Tabla 5. ANOVA realizado para evaluar el didametro de los brotes en Cvs..
Barraganete y Curaré en el tercer subcultivo de los tratamientos durante la fase de

establecimiento.

PRUEBAS DE LOS EFECTOS INTER-SUJETOS

Variable dependiente:

Diametro de Brotes

Suma de cuadrados

Media

Origen tipo 111 gl cuadratica F Sig. Significancia
Modelo corregido 16,1172 13 1,240 10,131 ,000
Interseccion 602,686 1 602,686 4924,671 ,000
Materiales (A) 3,372 3,372 27,551 ,000 **
Dosis (B) 10,062 1,677 13,704 ,000 ol
Interaccion (A*B) 2,683 6 447 3,654 ,008 *
Error 3,427 28 ,122
Total corregida 19,544 41

a. R cuadrado =,825 (R cuadrado corregida = ,743)
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Anexo 7. Prueba de comparacion de medias de Tukey (diferencia minima
significativa) para la variable de didmetro de los brotes en cvs.. Barraganete y
Curaré en los diferentes tratamientos de la fase de multiplicacion.

DIAMETRO DE BROTES
DHS de Tukey??
Tratamientos N Subconjunto

1 2 3 4
P1TO 3 2,43d
P2TO 3 3,10d 3,10c
P1T2 3 3,23d 3,23c
P2T1 3 3,46d 3,46¢ 3,46h
P1T6 3 3,50d 3,50c 3,50b 3,50a
P1T3 3 3,63d 3,63c 3,63b 3,63 a
P1T1 3 3,70c 3,70b 3,70 a
P2T4 3 3,93c 3,93b 3,93a
P2T2 3 3,96¢ 3,96b 3,96 a
P1T5 3 4,00c 4,00b 4,00 a
P1T4 3 4,03c 4,03h 4,03a
P2T5 3 4,63h 4,63a
P2T3 3 4,66h 4,66 a
P2 T6 3 4,73a
Sig. ,014 ,117 ,014 ,010
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.
El término de error es la media cuadrética(Error) = ,122.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000
b. Alfa=,01.
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Anexo 8

Tabla 6. ANOVA realizado para evaluar el nUmero promedio de brotes/explante en

cvs. Barraganete y Curaré durante la fase de multiplicacion.

PRUEBAS DE LOS EFECTOS INTER-SUJETOS

\Variable dependiente: Numero de Brotes

Origen cuad?;orl?)g Sgo i gl culz\i/clier(glt?ca F Sig. Significancia
Modelo corregido 14,1582 13 1,089 34,486 ,000
Interseccién 324,370 1 324,370 | 10271,078 ,000
Materiales (A) ,052 1 ,052 1,651 ,209 NS
Dosis (B) 12,593 6 2,099 66,458 ,000 *x
Interaccion (A*B) 1,513 6 ,252 7,986 ,000 **
Error ,884 28 ,032
Total corregida 15,043 41

a. R cuadrado =,941 (R cuadrado corregida = ,914)
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Anexo 9. Prueba de comparacion de medias de Tukey (diferencia minima
significativa) para la variable de nimero promedio de brotes/explante en cvs..

Barraganete y Curaré en
multiplicacion.

los diferentes tratamientos de la fase de

DHS de Tukey??

Tratamientos N Subconjunto

1 2 3 4 5 6 7

P2T0 3 1,90g

P1TO 3 2,03g 2,03f

P2T5 3 2,30g 2,30f 2,30e

P1T4 3 2,329 2,32f 2,32

P2T6 3 2,369 2,36f 2,36e

P1T5 3 2,53f 2,53e 2,53d

P2T4 3 2,56f 2,56e 2,56d 2,56¢

P1T6 3 2,66e 2,66d 2,66¢

P1T1 3 3,03d 3,03c 3,03b

P1T3 3 3,09d 3,09c 3,09b

P2T3 3 3,16¢ 3,16b

P2T2 3 3,46b 3,46a
P1T2 3 3,52b 3,52a
P2T1 3 3,93a
Sig. ,129 ,048 ,426 ,030 ,016 ,093 ,129
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.

Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) =,032.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3,000

b. Alfa=,01.
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Anexo 10

Cuadro 2. Equipos, materiales, reactivo y otros utilizados durante el ensayo

RUBRO FASE DE ) FASE DE FASE DE ]
DESINFECCION | ESTABLECIMIENTO MULTIPLICACION
EQUIPOS
Céamara de flujo laminar X X
Autoclave X X
Destilador de agua X X
Refrigerador X X
Peachimetro X X
Balanza analitica X X
MATERIALES
Tubos de ensayo X
Vasos de polipropileno X
Vaso de precipitacion X X
Pinzas X X
Erlenmeyer X X
Mechero X X
Piseta X X
Goteros X X
Materiales de vidrio y pléastico X X X
REACTIVOS
Sacarosa X X
Vitaminas X X
Solucién Murashige y Skoog X X
Reguladores de crecimiento X
Soluciones buffer X X
Gellan Gum X X
Hidréxido de sodio
Acido clorhidrico
OTROS
Hipoclorito de sodio (Cloro X
comercial)
Alcohol potable 70 y 90° X X
Tween-20 X X
Jabon liquido X
Gorros, guantes, botas,
mascarillas, tapa bocas X X
Bisturi X X
Papel Kraf X X
Calibrador pie de rey X X
Marcador X X
Cinta parafilm X X
Papel aluminio X X
Navaja X
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