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RESUMEN

El cultivo in vitro es una herramienta invaluable que promueve una serie de
ventajas, por ejemplo, dar soluciones a los inconvenientes que conlleva la
propagacion de cultivos estériles debido a su condicion de triploides, como es
el caso del Barraganete. Por consiguiente, el objetivo de este proyecto es
estandarizar un protocolo de cultivo in vitro para producir eficientemente la
biomasa del platano (Musa spp. AAB) variedad Barraganete, con el propdsito
de dejar una puerta abierta para las diferentes aplicaciones que se puedan
generar a futuro como la clonacion de plantas con caracteristicas agronémicas
muy deseables durante todo el afio, la produccién de nuevos hibridos y la
obtencion de plantas transgénicas, entre otras. En el proceso de desinfeccion,
los explantes fueron sujetos a 12 tratamientos. Todos estos se generaron a
partir de 3 concentraciones de hipoclorito de sodio (2%, 10% y 20%); 2 rangos
de tiempo (45 min y 90 min) y 2 niveles en cuanto al nimero de lavados (2 y 3).
Posteriormente, se procedid a sembrar los explantes en un nueve medios de
cultivo MS diferentes, enriquecidos con 3 concentraciones de sacarosa (20; 30;
40 g/L), é&cido naftalenacético (ANA) (2.30; 13.95; 46.50 mg/L) y N6-
benciladenina (BA) (2.5; 6; 10 mg/L). Los explantes introducidos en el medio
suplementado con 6 mg/L de BA; 13.95 mg/L de ANA y 30 g/L de sacarosa,

generaron un peso del callo de 6.90 g, convirtiéendose en el mejor tratamiento.
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ABSTRACT

In vitro cultivation is an invaluable tool that promotes a range of benefits, the
primary is provide solutions to the problems which involves propagation of
sterile cultures due to their status as triploid, as the case of Barraganete
variety. Therefore, the objective of this project is to standardize a protocol for in
vitro culture to efficiently produce biomass plantain (Musa spp. AAB), with the
aim of leaving an open door for different applications that can generate on the
future such as cloning with highly desirable agronomic characteristics during the
whole year, production of new hybrids and obtaining transgenic plants, among
others. In the disinfection process, the explants were subjected to 12
treatments. These were generated from 3 concentrations of sodium
hypochlorite (2%, 10% and 20%); 2 ranges of time (45 min and 90 min) and
levels in reguard of the number of washes (2 and 3). Then, the explants were
planted in 9 different MS culture medium, enriched with 3 concentrations of
sucrose (20; 30; 40 g/L), naphthalene acetic acid (NAA) (2.30; 13.95; 46.50
mg/L) and N6-benciladenina (BA) (2.5; 6; 10 mg/L). The explants introduced in
medium supplemented with 6 mg/L of BA; 13.95 mg/L NAA and 30 g/L of
sucrose, generated a callus of 6.90 g weight, becoming the best treatment of

the experiment.
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INTRODUCCION
FORMULACION DEL PROBLEMA

El cultivo de platano (Musa spp. AAB) variedad Barraganete, ademas de
perfilar como uno de los cimientos mas representativos en la socioeconomia
del pais, se ha convertido en un soporte para la seguridad alimentaria del
mismo. Basados en un paradigma econdmico y social, se puede afirmar que
este cultivo ha venido generando una amplitud significativa en cuanto a las
plazas de trabajo y a su vez, proporcionando a la poblacion campesina una
fuente alimentaria energética permanente. Segun los informes del INEC en el
2011, se reportd en el pais un total de 144. 981 hectareas de platano, de las
cuales, 86. 712 hectareas estan bajo el sistema de monocultivo y 58. 269
hectareas se encuentran asociadas con otros cultivos. La superficie donde se
obtiene mas productividad de esta musacea es aquella conocida como el
triangulo platanero correspondiente a las provincias de Manabi, Santo Domingo
y los Rios con 52. 612, 14. 249 y 13. 376 hectareas, respectivamente (INIAP,
s.f.).

De acuerdo con la informacion del afio 2011 manifestada por el Ministerio de
Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), el rendimiento
promedio de platano no cumplié con las expectativas esperadas para ese
periodo; con todos los esfuerzos empleados apenas se consiguié producir 5
toneladas por hectarea al afio. La baja productividad registrada se vio ligada al
sinnumero de problemas bidticos, abidticos y tecnoldgicos presenciados en
aquel entonces. Tal fue la magnitud del caso, que se llegé a la conclusién de
qgque mas del 60% de la superficie nacional no tiene acceso a la tecnologia
(INIAP, s.f.).

Posteriormente y de conformidad con las estadisticas dadas por el Ministerio
de Comercio Exterior (MCE) en el 2013, los datos ya eran alentadores. Las
exportaciones de banano y platano habian incrementado el 13.13% comparado
con el mismo periodo del afio anterior (Direccion de Inteligencia Comercial e

Investigaciones, s.f.-a).



Al siguiente afo, en el acumulado a abril del 2014, el sector de banano y
platano ya se constituyd en la principal division de exportacién con un 22.14%
de participacion del total no petrolero, segun el boletin de junio/julio de 2014 de

PRO Ecuador (Direccion de Inteligencia Comercial e Investigaciones, s.f.-b).

Con estos datos en mente, se establece que el Barraganete es la variedad de
preferencia para la exportacion hacia destinos como Estados Unidos y Europa.
Sin embargo, como consecuencia del ataque de plagas y/o enfermedades
virales ya sea el caso del virus del estriado del banano, el cual compromete el
buen estado de la nervadura principal, el pseudotallo y el fruto; los agricultores
terminan eliminando miles de unidades productivas o en su defecto, optando
por densidades bajas de siembra, lo que ocasiona que el &rea sembrada en el
pais no responda a los valores reales de produccion para cubrir la demanda
exigida (Armijos, 2004).

Una alternativa para solucionar este problema es la micropropagacion in vitro
de Barraganete mediante meristemos apicales, razon por la cual se pretende
realizar este estudio. De tal manera que se pueda asegurar y promover la
produccion de dichos clones con caracteristicas agrondmicas especificas y

sobretodo, libre de patdégenos.

Por otra parte, un motivo de gran significancia para la elaboracion de este
proyecto es brindar a los productores una solucion para optimizar el tiempo y
demas recursos que se invierten en ampliar, renovar o iniciar las plantaciones
de Barraganete con el método de propagacion habitual, el cual es de tipo
vegetativo a partir de cormos. Con la reproduccion vegetativa tradicional es
muy probable que se genere una transmision de patdgenos sistémicos, sin
contar con el hecho de que no siempre se dispone del material para la siembra,
mientras que al realizar una produccion masiva de plantas mediante la técnica
de cultivo in vitro, se puede asegurar que el crecimiento de las plantas, su
comportamiento fisioldgico y la cosecha de los frutos sea uniforme debido a
gue poseen el mismo material genético, y por ende se facilitaran las practicas

culturales en grandes extensiones (Roca y Mroginski, 1991, p. 498).



JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

De acuerdo con la informacion proporcionada por el INIAP, las principales
variedades de musaceas explotadas en el pais son el banano, destinado
principalmente para el autoconsumo y el platano que se destina en su mayor
parte a la exportacion, cumpliendo con envios anuales de alrededor de 90000
toneladas de este cultivar (INIAP, s.f.). Por lo tanto, el incentivo de este
proyecto es producir eficientemente la biomasa del cultivo in vitro de
Barraganete mediante yemas apicales con el objetivo de dejar una puerta
abierta para las diferentes aplicaciones que se puedan generar a futuro como la
clonacion de plantas con caracteristicas agronomicas muy deseables durante
todo el afo, la produccién de nuevos hibridos y la obtencion de plantas

transgénicas, entre otras.

Por otra parte, la aplicacion de metodologias existentes como las que propone
Roca y Mroginski (1991, p. 505-506) para las fases de coleccion de material
inicial, aislamiento, cultivo de meristemos y propagacién masiva de brotes; en
las condiciones de laboratorio de la Universidad de las Américas también es de
gran importancia en este proyecto debido al surgimiento de posteriores
investigaciones como la produccién de metabolitos secundarios orientados a
cumplir actividades biolégicas especificas. Cabe recalcar que este proyecto
tendrd una continuacién destinada a la produccion de catalasa para su

aplicacién como antioxidante alimentario.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un protocolo de cultivo in vitro para el incremento de biomasa de

los callos de platano (Musa spp. AAB) variedad Barraganete.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar las plantas madre a partir de los descriptores del platano (Musa
spp. AAB) variedad Barraganete de modo que se garantice la calidad del

explante.



e Estandarizar los protocolos de desinfeccion de tal manera que se asegure el
maximo porcentaje de prendimiento del explante extraido de yemas

apicales.

e Generar una produccion eficiente de biomasa mediante la formulacién de un
medio de cultivo en la fase dos (desarrollo) cuya correlacién entre azucar y

hormonas, permita el desarrollo de biomasa en menor tiempo.

HIPOTESIS

H1: Utilizando yemas apicales de platano (Musa spp. AAB) variedad
Barraganete es posible establecer un protocolo de cultivo in vitro para el

incremento de biomasa de los callos.

HO: Utilizando yemas apicales de platano (Musa spp. AAB) variedad
Barraganete no es posible establecer un protocolo de cultivo in vitro para el

incremento de biomasa de los callos.



1. MARCO TEORICO
1.1. Importancia econémica de la especie en estudio

El Barraganete se perfila como un producto béasico en la dieta de paises
tropicales, incluyendo Ecuador, donde ademas de generar fuentes de divisas
debido a la gran cantidad de mano de obra, bienes y servicios que se emplean,
se ha perfilado como uno de los mejores recursos permanentes y energéticos,

promoviendo de esta manera la seguridad alimentaria en el pais.

Basados en el enfoque econdmico y segun la informacion proporcionada por
Trade Map, Ecuador se encuentra abasteciendo el 17% de las importaciones
de platano a nivel mundial, informacibn que concuerda con los datos
estadisticos del Banco Central del Ecuador (BCE) al afirmar que en el periodo
del 2010 al 2014, la tasa de crecimiento promedio anual fue de 5.83%

(Direccion de Inteligencia Comercial e Investigaciones, s.f.-c).

1.2. Origen y Distribucién geografica

El género Musa contiene una gama de 30 a 40 especies, las cuales se
caracterizan por ser diploides en su totalidad. Entre las mas comerciales se
encuentran Musa acuminata (AA) y Musa balbisiana (BB). Todas estas tienen
su origen en el continente asiatico, pasando desde India y Tailandia hasta

Nueva Guinea y Australia (Martinez, 1998, p. 9).

De la especie silvestre Musa acuminata (AA) , por restitucion cromosdmica en
la fase de meiosis, se formaron los triploides AAA, convirtiéndose en uno de los
clones con mas importancia econémica puesto que se trata de los hibridos de
bananos que en la actualidad se comercializan a nivel mundial. Con el paso del
tiempo, optaron por realizar el cruce de la especie Musa acuminata (AA) con
Musa balbisiana (BB), obteniendo asi mayor resistencia a las condiciones
ecologicas adversas y por supuesto, a enfermedades, o que generé que su

rango de distribucion fuese mayor (Martinez, 1998, p. 9).

Segun Alfonso Martinez (1998, p. 10), a pesar de ser un género cuya historia

se remonta hace miles de afos atras, la distribucion a nivel mundial empezé



hace apenas 2000 afios aproximadamente, cuando después de ser sembrado
en Africa fue trasladado a la zona oriental mediante los inmigrantes indonesios
y consecuentemente, llevado a la costa occidental por los portugueses. Sobre
la introduccién en América, se puede intuir que en un inicio fue llevado por los

arabes a Espafia y finalmente trasportado al continente americano.

En cuanto a Ecuador, es ampliamente conocido que las provincias que mas
cultivan Barraganete son Manabi, Guayas, Los Rios y Esmeraldas, dado que

gozan de una zona tropical hiumeda.

1.3. Cultivo in vitro

El uso de cultivos in vitro es una herramienta efectiva que se caracteriza
especialmente por el hecho de realizar propagaciones masivas de plantas
libres de patdogenos mediante la utilizacion de un medio de cultivo nutritivo y

aséptico en condiciones ambientales controladas.

Este suceso se esclarece en 1838, cuando Schleiden y Schwann, afirman con
su teoria que la célula es la unidad béasica de la vida e implicitamente se puso
de manifiesto la autonomia vital de la misma y debido a esto, su totipotencia
(Dorris, 2010).

Para el afio de 1853, Trécul describié un proceso de cicatrizacion de heridas y
formacion de callos en numerosas especies. Posteriormente, Vochting en 1878
realiza experimentos sobre la polaridad celular. Dos afios después, Sachs
continda con el estudio que revelaba que las plantas contenian sustancias de
organos de formacién los cuales estan distribuidos polarmente, y de ahi parte
el concepto de que la diferenciacion estaba en funcion de la posicién relativa de
la célula en la planta, corroborando el hecho de que no era permanente
(Pospisilova, 1997).

Un avance importante ocurre en 1893 por el cuasi pionero en este campo,
Rechinger, quien traté de determinar experimentalmente el limite permitido de
proliferacion de tejidos. Sin embargo, el medio de cultivo no contempld los
parametros de asepsia ni de nutricion requeridos por lo que dificultd

sobremanera su trabajo. Este principio fue formulado nueve afios después con



un toque mas avanzado por Haberlandt en 1902, quien, en vez de preguntarse
cual es el limite de proliferacion, asumié que no habria ninguno a causa de su
creencia absoluta en la teoria celular. Por estos afos, se logré que la célula
permaneciera viva de 20 a 27 dias e incrementara su volumen once veces mas
que el original. El éxito de su estudio lo consigue al descubrir finalmente que la
divisiébn celular ocurre casi sin excepcion alguna, siempre y cuando existan
fragmentos de tejido vascular. Desafortunadamente, no se pudo demostrar su
hipotesis puesto que los medios de cultivo utilizados no contenian los
reguladores de crecimiento que vienen implicitos en materiales como la
zanahoria (Gautheret, 1983).

No fue sino hasta inicios del siglo XX que empezaron los estudios usando
medios de cultivo muy simples como avena cocida, para hacer crecer plantas
con la intencién de analizar su fisiologia. Con el paso del tiempo, sustancias
extraidas del platano, las papas y el agua de coco fueron brindando
caracteristicas interesantes para ser utilizadas como tales. Actualmente, al
hablar sobre los medios de cultivo, se encuentra desde uno propuesto en 1925
denominado Krudson B para la familia de las Orchidaceae; hasta aquel
generado a mediados del siglo XX por Murashige & Skoog, el cual constituy6 la

base para un sinnimero de plantas (Dorris, 2010).

Después de Haberlandt, recién en los afios 30 y gracias a White en Estados
Unidos y Gautheret en Francia, se hizo factible la posibilidad de cultivar células
y tejidos vegetales de manera absoluta mediante la herramienta de cultivo in
vitro. No transcurrid6 mucho tiempo hasta que en esta misma temporada, se
registraron dos acaecimientos que repercutieron de forma trascendental sobre
el desarrollo de esta técnica: primero, la identificacion de las auxinas como
reguladoras naturales del crecimiento vegetal, y segundo, el reconocimiento de
la importancia de las vitaminas del complejo B en el crecimiento de las plantas
(Calva et al, 2005).

En 1970, comenzd la micropropagaciéon de las Bromelias, debido a sus bajas
probabilidades de reproducirse por semillas y de la misma manera, esta

industria empez6 a tomar fuerza (Dorris, 2010); esta vez, cumpliendo con



estandares mas especificos que involucraban la obtencién de metabolitos
secundarios, la clonacion de plantas con caracteristicas agronémicas muy
deseables durante todo el afio, la produccion de nuevos hibridos y la obtencion
de plantas transgénicas, entre otros, aplicaciones que hoy en dia, describen

claramente la funcidn de esta técnica.

Diez y nueve afos después, en Ecuador, empieza a desarrollarse la industria
de la propagacion in vitro en laboratorios como Agrogenotec, quienes se
especializaban en la germinacion de orquideas obtenidas por hibridacién con el
objetivo de desarrollar nuevos colores en los géneros Cattleya y Phalaenopsis
(Romo-Leroux, 2012). En la actualidad, el enfoque de esta industria esta en los
cultivos de mayor importancia econdmica para el pais como el cacao, el

platano, el café, las rosas, entre otros.

1.4. Factores que influyen en el cultivo in vitro de Barraganete
1.4.1. Material vegetal

Para llevar a cabo este proyecto de investigacion se utilizaron los cormos de
Barraganete, cuyo desarrollo se potencializa en la etapa de diferenciacion floral
y produccién de la planta. Al realizar el primer corte transversal es posible
apreciar como las bases de las vainas de las hojas estan ubicadas de tal
manera que forman un revestimiento superficial para la yema central o
meristemo apical. El objetivo final es obtener un cilindro de 3 a 5 cm de alto sin
dafiar el punto de crecimiento puesto que es el responsable del dinamismo

vegetativo de la planta (Martinez, Tremont y Hernandez, 2004).

1.4.2. Componentes quimicos
1.4.2.1. Sales inorganicas

Estan presentes en la mayoria de fertilizantes y se encargan de cubrir las
necesidades especificas de la planta. Se clasifican en macronutrientes como el
nitrogeno, fosforo, potasio, azufre, calcio, magnesio, hierro; y en
micronutrientes como el boro, molibdeno, manganeso, cobalto, zinc, cobre,

cloro e iodo (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994, p. 9).



1.4.2.2. Vitaminas

Son nutrientes organicos que potencializan las funciones enzimaticas de las
células generando asi, el crecimiento O6ptimo de los explantes (Toledo,

Espinoza, Golmirzaie, 1998, p. 2).

1.4.2.3. Reguladores de crecimiento

Son las hormonas que controlan y regulan los procesos de crecimiento,
desarrollo y diferenciacion en el reino Plantae. Cabe recalcar que las
condiciones ambientales estan estrechamente relacionadas con su evolucion.
Los grupos basicos de hormonas vegetales son las auxinas, citoquininas,
giberelinas, etileno y acido abscisico. En este proyecto de investigacion se ha

empleado la auxina ANA 'y la citoquinina BA (Montiel, 1995, p. 30).

1.4.2.4. Carbohidratos

Debido a que la minoria de cultivos in vitro se caracterizan por ser autétrofos,
nace la necesidad de adicionar una fuente de carbono. En este caso de estudio
se utilizé sacarosa, sin embargo se conoce que la glucosa actia con la misma
efectividad mientras que la fructosa en menor medida (Roca y Mroginski, 1991,
p. 30).

1.4.2.5. Agente gelificante

Esta comprobado cientificamente que la gelrita o la agarosa son mas efectivos
como agentes gelatinizadores. Sin embargo, por cuestion de costos se decidid
emplear agar, el cual debe ser empleado con las concentraciones adecuadas
para descartar cualquier posible alteracién en la eficiencia de los cultivos de

tejidos vegetales (Mafia et al., 1991, p.80).

1.5. Callogénesis

Callogénesis es el proceso de formacion de callo, el cual es un tejido tumoral
no organizado y poco diferenciado cuyas células estan compuestas de tejido

parenquimatico. Al ser observado microscopicamente, se puede notar que no
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se trata de una masa compuesta de células homogéneas, debido a que
predominan ambos tipos de tejido: el diferenciado y el desdiferenciado
(Chawla, 2002, p. 33).

Para la produccion de biomasa de plantas monocotiledéneas, como es el caso
del Barraganete, lo ideal es empezar con un explante juvenil que contenga
células meristematicas, de esta manera se puede garantizar que la induccion a
callo no seré un inconveniente. Varios autores sefalan que el cultivo de yemas
apicales aporta serias ventajas en la micropropagacion in vitro debido a que
mantiene la estabilidad genética y asegura plantas con alta calidad fitosanitaria
al presentar escasez de patdégenos en su estructura; razon por la cual se
decidié utilizar yemas apicales como propagulo inicial en este estudio. Se
atribuyen diversas suposiciones por las cuales es poco probable que los
explantes compuestos por el meristemo apical presenten virus o bacterias,
entre ellas perfila la presencia natural de auxinas o citoquininas, la ausencia de
tejidos vasculares y la presencia de inhibidores viricos (Garcia et al., 2004, p.
76 y Martinez y Agusti, 2006, p. 75).

El siguiente factor esencial a considerar, es la presencia de un regulador de
crecimiento que cuente con una alta actividad de auxinas, las cuales estan
encargadas de la activacion y divisién de las células no diferenciadas. Por lo
general, la mas utilizada es la hormona 2,4-D cuya concentracion dependera

netamente del tipo de explante a utilizarse (Bajaj, 2013, p. 304).
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2. DESCRIPTORES DEL PLATANO
2.1. Platano (Musa spp. AAB) variedad Barraganete

Este grupo de hibridos triploides son originarios de India, pais caracterizado por
haber realizo un sinnUmero de mutaciones somaticas. Entre los cultivares
correspondientes al arreglo cromosémico AAB, se encuentran aquellos frutos
que no se pueden apreciar sin un previo proceso de coccién como es el caso
del Barraganete (Figura 1), asi como también, aquellos que poseen un sabor
dulce (Robinson, Sauco, 2010, p. 2).

El cultivo de Barraganete se desarrolla en una temperatura alrededor de 20 °C
a 32 °C. Si la temperatura supera el limite inferior es probable que suceda un
retraso en el desarrollo fisiolégico de la planta, lo que traeria como
consecuencia la tardia emergencia del brote, la muerte prematura de las hojas,
la perdida de turgencia del tallo, el nacimiento deforme de las manos, entre
otras. Otro factor ambiental determinante es el agua. Debido a que el 87.5% del
peso de la planta corresponde a la misma, el Barraganete debe ser cultivado
en una region cuya precipitacion pluvial sea de 1800 a 3000 mm durante todo

el afio (Rodriguez, Morales y Chavarria, 1985, p. 6).

En cuanto al viento, empiezan a surgir problemas desde que sobrepasan los 20
km/h; ocasionando el debilitamiento de la planta, asi como, la pérdida de
manos por el doblamiento del pseudotallo. Por otra parte, la intensidad
apropiada de luz es de gran importancia para el cultivo, puesto que como toda
planta, si crece bajo la sombra de otra, tendra un porte mas bajo y tomara mas
tiempo la obtencién de sus frutos. ElI pH 6ptimo del suelo es de 6.5 y debe
caracterizarse especialmente por ser fértil, poseer un buen drenaje interno,
tener una buena estructura y de preferencia contar con una textura franco-

arenosa o franco-arcillosa (Davila et al., 1983, p. 2).
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Figura 1. Platano (Musa spp. AAB) variedad Barraganete.

2.1.1. Clasificacion taxondmica
* Reino: Plantae
»= Division: Magnoliophyta
» Subdivisiéon: Angiosperma
» C(Clase: Liliopsida (Monocotiledénea)
= Orden: Escitaminales
= Familia: Musaceas
= Subfamilia: Musoideae

= Género: Musa
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= Ploidia;: AAB

= Cultivar: Barraganete

2.1.2. Descriptores del Barraganete

El Barraganete es una planta monocotiledonea que se desarrolla eficazmente
en el clima tropical, alcanzando una altura aproximada de 4 m.
Morfologicamente hablando, consta de un tallo verdadero conocido como
cormo, el cual se caracteriza por permanecer soterrado y poseer una
disposicion asimétrica. En su estructura interna se diferencian dos zonas
separadas por una capa de haces vasculares. Mientras que en la parte superior
se encuentra el punto de crecimiento, material vegetal que se ha utilizado en
este proyecto de investigacion para lograr su desdiferenciacion (Rodriguez et
al., 1985, p. 2).

Las raices se desarrollan en la fase vegetativa la cual empieza desde el
establecimiento del cormo en el suelo hasta la culminacion de los posteriores
seis meses. La mayoria poseen una orientacion horizontal llegando a superar
los 3.5 m de largo, como es el caso de las raices superiores. En tanto que los
pelos absorbentes que se han ramificado de las raices secundarias, se
encuentran de 10 a 15 cm de profundidad. Es importante mencionar que el
momento de la paricién es un indicador para saber que la diferenciacion de las

mismas ha concluido (Davila et al., 1983, p. 3).

La unién de las vainas envolventes de las hojas es lo que se conoce como
pseudotallo. Su altura aproximada es de 403 cm y se caracteriza por tener una
estructura muy vigorosa, capaz de mantener ligeramente inclinada a la planta a
pesar del peso que conlleva su sistema foliar y el racimo en formacion. Debido
a gue en esta zona se encuentran las reservas de almidén y de agua del
Barraganete, el perimetro del pseudotallo de la mayoria de variedades no es
menor a los 80 cm, para el caso del Barraganete se estima que alcanza 86 cm.
En cuanto al tallo verdadero, se conoce que inicia su crecimiento en la fase
floral cuya duracion es de 3 meses aproximadamente (Davila et al., 1983, p. 3y
Rodriguez et al., 1985, p. 2).
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Belalcazar (1991, p. 275), sefiala que durante el ciclo vegetativo, el nUmero de
hojas emitidas es de 38 aproximadamente tomando en cuenta un periodo de
5.5 a 6.1 meses, llegando asi a estimar un promedio de 9.1 dias/hoja en la tasa
de emision foliar. La hoja ancha o verdadera esta conformada por cinco
estructuras: las vainas foliares que estan formando el pseudotallo, el peciolo
que constituye el canal conductor de agua, la lamina foliar cuya representacion
grafica es ovado-oblonga, la nervadura central que es la prolongacion del apice
y el apéndice cuya funcidén es permitir que la hoja emerja adecuadamente por

el pseudotallo.

La inflorescencia posee entre 5 a 8 cm de diametro y se genera a continuacion
del tallo. En esta fase las hojas son reemplazadas por las bracteas las cuales
se encargan de recubrir las flores. La bellota, en el quinto dia de su aparicion,
empieza a inclinarse debido a su geotropismo positivo, en tanto que al
catorceavo dia ya se puede apreciar las flores femeninas y masculinas
(Rodriguez et al., 1985, p. 4)

Tomando en cuenta todas las fases de desarrollo, se establece que el ciclo
vegetativo del Barraganete es de 11.4 meses aproximadamente, destacandose
por su longitud, circunferencia y espesor de los dedos del racimo, si se lo

compara con el dominico (INIAP, s.f.).

2.2. Materiales y métodos
2.2.1. Localizacion del ensayo

El proyecto de investigacion se lo llevé a cabo en dos fases. Gracias a la
colaboracién de la empresa Agricultor Guaynero, ubicada al Noroccidente de
Manabi, se pudo disponer del material vegetal para la fase de campo. La
plantacion de Barraganete de donde se recolectaron los cormos, esta
localizada en El Carmen. Su latitud es de 0° 16’ 11” Sur y su altitud minima y

maxima es de 2000 m.s.n.m. y 3000 m.s.n.m., respectivamente.

La fase de experimentacion se ejecuto, en un principio, en el laboratorio de

microbiologia de la Facultad de Ingenierias y Ciencias Agropecuarias de la
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Universidad de las Américas — UDLA, localizada en Quito, calle José Queri y
Av, De Los Granados, provincia de Pichincha, a una altitud media de 2800
m.s.n.m. Posteriormente y gracias al apoyo del Ing. Pedro Romo-Leroux, se
trasladd el material al Laboratorio BIOGREEN C.A, ubicado en el sector de

Amaguana.

2.2.2. Seleccion de plantas madre, colecta y transporte del material

vegetal

Las plantaciones de la empresa Agricultor Guaynero cuentan con sistemas de
siembra triangulares, también conocidos como tresbolillo, por lo que en cada
hectarea se dispone de 1392 plantas. Este numero se obtiene aplicando la

Ecuacion 1., descrita por Baraona y Sancho (1991, p. 112).

N = ha
~ d? cos 30°

(Ecuacion 1)
Donde:
N = namero de plantas por ha
ha = 10.000 m?
d? = 8.2944 m?siendo la distancia entre siembra 2.88 m x 2.88 m

De manera que al tratarse de una poblacién finita, se empleé la Ecuacién 2.,
para calcular la muestra constituida por 301 plantas que se utilizaron para
registrar la informacion en cuanto a los descriptores del Barraganete
(Fernandez, 2004, p. 165).
B Z%0%N

e?(N — 1) + Z?0?

n

(Ecuacion 2)
Donde:
N = 1392 plantas de Barraganete por ha
Z = 1.96 para un nivel de confianza del 95%
0=0.5
e =0.05
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Como consecuencia, se recopilaron los datos descritos en la Tabla 1., los
cuales coinciden en su mayoria, con los descriptores expuestos anteriormente,

pertenecientes a especificaciones manisfestadas por diferentes autores.

Tabla 1. Descriptores del Barraganete

DESCRIPTORES DEL BARRAGANETE
PARAMETROS ASPECTOS AGRONOMICOS
Dias desde siembra hasta floracion 224
Dias desde floracion hasta cosecha 91
Cosecha 9 a 12 meses después de la siembra
Altura de la planta (cm) 430
Perimetro del pseudotallo (cm) 85
Peso del racimo (KQg) 18
NUmero de manos 6a8
Calibre del fruto 23 cmde largo y 4.5 cm de ancho

Una vez seleccionadas las plantas madre, se distinguieron los hijuelos de cada
una que poseian de 1.8 m a 2 m de altura, los cuales estaban entre 3 y 4
meses de edad. Estas son conocidas como hijo de espada y las caracteristicas
agronomicas similares a las plantas madre que poseen, las hacen propicias
para garantizar el éxito de una plantaciébn cuya propagacion sea vegetativa,

puesto que son consideradas como las semillas de mejor calidad.

Debido a que Agricultor Guaynero es una empresa con fines de exportacion,
sus practicas culturales demandan de mayor exigencia para la obtencion de
certificaciones internacionales, por lo que en este caso, no fue necesario incluir

un tratamiento fitosanitario en campo ya que contaba con el mismo.

Se retir6 la parte aérea y se dio la forma de un rectangulo de 15 cm x 10 cm,
procurando mantener intacto el meristema central, como se indica en la Figura
2. Una vez recolectados todos los cormos, fueron lavados con agua potable y
colocados en un cooler con hielos, con la finalidad de frenar de cierta manera el
proceso de oxidacion. Finalmente, se los transportdé via terrestre hacia el
laboratorio de la Universidad de las Amércias — UDLA, donde se realiz6 la

extraccion y desifeccion del explante.
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Figura 2. Material vegetal cortado en forma de rectangulo.
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3. PROTOCOLO DE DESINFECCION
3.1. Principio

3.1.1. El tiempo que transcurre desde la recoleccion de los cormos hasta la
siembra debe ser el menor posible. Una vez acopiado el material, se procedié a

desinfectar y realizar la siembra en un periodo no mayor a 15 h.

3.1.2. El proceso de desinfeccion es critico para poder continuar con la
propagacion del material vegetal, por o que se opto por realizar la extraccion
de los explantes en un area diferente al lugar donde se encuentra la camara de

estabilizacion.

3.1.3. La extraccibn de material vegetal se la debe realizar con mucha
precaucion, de tal manera que el punto de crecimiento no sufra ningun riesgo
fisico, quimico, ni bioldgico.

3.2. Equipos y materiales especiales

3.2.1. Mecheros de alcohol

3.2.2. Cuchillos

3.2.3. Recipientes de plastico correctamente etiquetados

3.2.4. pH-metro

3.2.5. Medidor multiparamétrico

3.2.6. Balanza analitica

3.2.7. Camara de flujo laminar

3.2.8. Camara de estabilizacion

3.2.9. Autoclave (0.15 MPa de presion, 121 °C durante 21 min)

3.3. Reactivos

3.3.1. Durante la desinfeccion, se utilizd cloro al 2%, 10% y 20%, alcohol al
95% y agua destilada.
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Cloro al 2%.

Aplicando la formula

CiV; =GV, (Ecuacion 3)
Donde:

C1 = concentracion inicial
V1 = volumen inicial
C, = concentracion final

V5, = volumen final

Se determina que se debe pesar 380,9 mL de cloro comercial, cuya
concentracion es de 5,25%, en un vaso de precipitacion y se debe aforara 1 L

con agua destilada.

Alcohol al 95%.

Aplicando la Ecuacion 2., se determina que se debe pesar 989.6 mL de cloro
comercial, cuya concentracion es de 96%, en un vaso de precipitacion y se

debe aforar a 1 L con agua destilada.

3.4. Procedimiento (basado en la metodologia presentada por Roca y
Mroginski, 1991)

3.4.1. Se coloco en la mesa cada cormo en forma de cubo, de tal manera que

se facilito el siguiente corte a realizar.

3.4.2. Se realiz6 el primer corte en la cara frontal para obtener un mejor angulo

de visualizacién del punto de crecimiento.

3.4.3. Se extrajo el explante de manera circular cuya longitud no superaba los 5
mm, tal como se muestra en la siguiente Figura 3., con el objetivo de no

ocasionar ningun dafio fisico en el meristema central.
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Figura 3. Explantes introducidos en los tratamientos de desinfeccion
respectivos.

3.4.3. Se ubicé cada explante en una tarrina previamente etiquetada,
dependiendo del tratamiento a trabajar, tomando en cuenta que se manejaron

12 tratamientos, los cuales se detallan en la Tabla 1.

3.4.4. Después del antepenultimo lavado, se trasladé el material a la cabina de
flujo laminar con el fin de realizar la dltima inmersion y el dltimo lavado en

condiciones de absoluta asepsia.

3.4.5. Se coloct los explantes en tubos de ensayo de 28 x 200 mm, los cuales

contenian las respectivas dosis de cloro.

3.4.6. Trascurridos los 45 y 90 min de la inmersion final, se traspasd a nuevos

tubos de ensayo, ahora llenos con agua destilada.

3.4.7. Una vez terminado el proceso de desinfeccion, se procedidé a sembrar en
los medios de cultivo de Murashige y Skoog (1962), estos se caracterizan por
poseer todos los componentes mencionados en la Tabla 2. Conjuntamente
fueron enriquecidos con 30 g/L de azucar como fuente de carbono y 8 g/L de
agente gelificante, en este caso se utilizé Bacto Agar. Cabe recalcar que todos
los medios elaborados en esta investigacion, se ajustaron a un pH de 5.8 y

fueron esterilizados en el autoclave a 121 °C durante 21 min.
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3.4.8. Pasadas las 5 semanas desde la fecha de siembra, se valoré la variable
de contaminacion mediante inspeccion visual. Para este analisis, se asigno el
valor de 100 a los explantes contaminados, ya sea por hongo o bacteriay 0 a

los explantes no contaminados.

Tabla 2. Componentes del medio de Cultivo Murashige y Skoog

Medio de cultivo Murashige y Skoog
(1962)
Componente Co.ncentraci.()n en el
medio de cultivo (mg/L)
Sales Minerales

NH;NO3 1650
KNO3 1900
CacCl,.2H,0 440
MgS0QO,.7 H,0 370
KH,PO, 170

Kl 0.83
H;BO; 6.2
MnSO,.4H,0 223
ZnS0,4.7H,0 8.6
NaMoO,.2H,0 0.25

CuS0,4.5H,0 0.025

CoCl,.6H,0 0.025
FeS0,.7H,0 27.8

Na,EDTA.4 H,0 37.3

Vitaminas

Myo-inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina 0.5
Tiamina 0.5
Glicina 2

Adaptado de Mroginski y Roca, 1991, p. 22.

3.5. Tratamientos

Para la evaluacion del protocolo de desinfeccion, se realizdO un disefio
estadistico completamente al azar bajo un arreglo factorial 2 x 2 x 3, es decir, 2
niveles en cuanto a tiempo de inmersién, 2 niveles en cuanto a niumero de

lavados y 3 niveles en cuanto a concentracion de cloro, para un total de 12
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tratamientos, 4 repeticiones por tratamiento; siendo la unidad experimental 1
explante por envase.

Por consiguiente, se realizaron doce metodologias de desinfeccion con el fin de
determinar el porcentaje de prendimiento del explante extraido de yemas
apicales a partir de su propagaciéon como se indica en la Tabla 3. Estas
consistieron en emplear dos tiempos de inmersion en cloro para la
desinfeccidn, siendo estos de 45 y 90 min, respectivamente.

En el proceso que tardo 45 min, se realizaron 2 lavados con cloro al 2%, 10% y
20%; estableciendo una duracién de 5 min para el primer lavado y de 45 min
para el ultimo; y en el proceso que tarda 90 min, se efectuaron 3 lavados con
cloro al 2%, 10% y 20% estableciendo una duracion de 5 min para los dos

primeros lavados y de 90 min para el ultimo.

Tabla 3. Tratamientos de desinfeccion para los explantes de platano (Musa
spp. AAB) variedad Barraganete

. CLORO |TIEMPO|LAVADOS
Tratamientos )
(%) | (min) (#)
T1 2 45 2
T2 10 45 2
T3 20 45 2
T4 2 90 2
15 10 90 2
T6 20 90 2
T7 2 45 3
T8 10 45 3
T9 20 45 3
T10 2 90 3
Ti1 10 90 3
T12 20 90 3

Transcurrida cada semana, se evaluo la variable de contaminacion mediante
inspeccion visual asignando el valor de 100 a los explantes contaminados y 0 a
los explantes no contaminados. Al final de las 5 semanas, se procesaron los
datos utilizando el software estadistico InfoStat. El analisis consistio de un
analisis de la varianza (ANOVA) y pruebas de significacion de Fisher para

diferenciar grupos entre tratamientos.
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4. PROTOCOLO DE PRODUCCION EFICIENTE DE BIOMASA
4.1. Principio

4.1.1. Los parametros de asepsia para la elaboracion de medios de cultivo

deben ser monitoreados con regularidad.

4.1.2. El uso y la cantidad de hormonas estan relacionadas directamente con la
especie a tratar. En este proyecto de investigacion, se realizaron pruebas piloto
con acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) las cuales no tuvieron trascendencia
en el tiempo debido al deterioro que se ocasioné en el explante y a la posible
mutacion genética que puede producir una dosis alta. (Aguilar, Ortiz y
Sandoval, 2008, p. 33).

4.1.3. Previo a la siembra, los frascos deben almacenarse en condiciones
ambientales controladas que promuevan el desarrollo del material vegetal, es

decir, temperatura entre 25 a 27 °C y humedad del 60%.

4.2. Equipos y materiales especiales
4.2.1. Mandil quirargico

4.2.2. Guantes

4.2.3. Mechero de alcohol

4.2.4. Film plastico

4.2.5. Ligas

4.2.6. Frascos de vidrio de 250 mL
4.2.7. Tapas metalicas

4.2.8. Hojas de papel esterilizadas
4.2.9. Toallas absorbentes esterilizadas
4.2.10. Pinzas de 30 cm

4.2.11. Mangos de bisturi
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4.2.12. Hojas de bisturi N. 24
4.2.13. Papel aluminio

4.2.14. pH-metro

4.2.15. Medidor multiparamétrico
4.2.16. Balanza analitica

4.2.17. Camara de flujo laminar
4.2.18. Camara de estabilizacion

4.2.19. Autoclave (0.15 MPa de presion, 121 °C durante 21 min)

4.3. Reactivos

4.3.1. Para desinfectar la cAmara de flujo laminar se utilizé alcohol comercial al
96%.

4.3.2. Para desinfectar el material de vidrio que ingresaba a la camara, se

ocup6 amonio cuaternario al 10%.

4.3.3. Para la siembra se realizaron medios de cultivo bajo la conocida
formulacion de Murashige and Skoog y se complementaron con BA y ANA
dependiendo del tratamiento a seguir. La razén fundamental por la que se
utilizaron estos reguladores de crecimiento es porque la diferenciacién de las
yemas apicales se produce mas rapidamente, siempre y cuando se empleen
medios cuya relacion citoquinina:auxina sea alta. Por otra parte, se conoce que
la calidad de las auxinas presentes en el medio tiene un marcado efecto sobre
el metabolismo primario e induce la formacién de metabolitos secundarios, lo
cual es favorable para la posterior investigacion que partira de este proyecto
(Roca y Mroginski, 1991, p. 158-222).
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4.4. Procedimiento (basado en la metodologia presentada por Roca y
Mroginski, 1991)

4.4.1. Se lavo con detergente 45 frascos de vidrio con las respectivas tapas

metalicas antes de colocarlos en el autoclave.

4.4.2. Se colocaron las hojas de papel peridodico dentro de un sobre y
posteriormente dentro de una funda pléastica de polietileno previo a su

esterilizacion.

4.4.3. Se autoclavo todo el material de vidrio y metal incluyendo las pinzas y

mangos de bisturi envueltos en papel aluminio.

4.4.4. Se pesaron las sales minerales para la elaboracion de los medios y se
analizé la conductividad del agua destilada mediante el uso del medidor

multiparamétrico.

4.45. Se preparard el medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) y se
complementé con la auxina &acido naftalenacético (ANA) y la citoquinina N6-
benciladenina (BA), como se muestra en la Tabla 4., con el objetivo de generar

eficiencia en el peso de biomasa.

Figura 4. Elaboracion de medios previo a la dispensacién en los frascos
de vidrio.
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4.4.6. Se virti6 50 mL de medio en cada frasco de vidrio y se autoclavo a 121

°C durante 21 min, asegurandose previamente que el pH se mantuviese en 5.8.

4.4.7. Se sometieron los frascos a un periodo de inspeccion visual de 7 dias
con el afdn de asegurar la ausencia de cualquier posible contaminacion en el

medio.

4.4.8. Se procedid a limpiar todas las superficies de la camara de flujo laminar
con alcohol al 96% y se mantuvo encendida la luz ultravioleta por 1 h para
asegurar la desinfeccion completa del lugar.

4.4.9. Se realiz6 la siembra y se incubaron los frascos en la camara de
estabilizacion con un periodo de luz de 11 h, temperatura de 25 + 2 °C y
humedad relativa de 30 a 60%.

4.4.10. Se evalud la variable de desdiferenciacion celular cada semana
mediante la inspeccion visual de los brotes. Al concluir las 5 semanas a partir

de la siembra, se pesé la biomasa.

4.5. Tratamientos

Para la evaluacién del protocolo de produccién de biomasa de Barraganete, se
realizé un disefio estadistico completamente al azar, bajo un arreglo factorial
32, es decir, 2 factores (sacarosa, complejo hormonal) y 3 niveles en cuanto a
concentracion de sacarosa y complejo hormonal, para un total de 9
tratamientos, 4 repeticiones por tratamiento y 1 explante por frasco como

unidad experimental.

Por consiguiente, para inducir la formacion de callo, el material vegetal fue
sembrado en un medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962) con 7 g/L de
Bacto Agar como agente gelificante. Este medio fue enriquecido con 3
concentraciones distintas de &acido naftalenacético (ANA) y de N6-
benciladenina (BA) como agentes hormonales de crecimiento y con 3
concentraciones distintas de sacarosa como fuente de carbono, dando como
resultado 9 tratamientos diferentes, tal como se indica a continuacion en la
Tabla 4.
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Tabla 4. Tratamientos para produccion eficiente de biomasa de platano (Musa

spp. AAB) variedad Barraganete

Tratamiento Sacarosa (g/L) [BA (mg/L)|[ANA (mg/L)
T1 20 2.50 2.30
T2 20 6.00 13.95
T3 20 10.00 46.50
T4 30 2.50 2.30
T5 30 6.00 13.95
T6 30 10.00 46.50
T7 40 2.50 2.30
T8 40 6.00 13.95
T9 40 10.00 46.50

Transcurrida cada semana, se evaluo la variable de peso de biomasa generado

y al final de las 5 semanas se procesaron los datos utilizando el software

estadistico Stata. El analisis consistié de un analisis de la varianza (ANOVA) y

pruebas de significacion de Scheffé al 5% para la interaccion de las variables

correspondientes.
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5. RESULTADOS
5.1. Desinfeccion de explantes

Durante la fase de desinfeccion del propagulo inicial de Barraganete, se evalu6
la variable de contaminacién mediante inspeccién visual. Por tal motivo, los
explantes fueron sujetos a 12 tratamientos. Todos estos se generaron a partir
de 3 concentraciones de hipoclorito de sodio (2%, 10% y 20%); 2 rangos de
tiempo (45 min y 90 min) y 2 niveles en cuanto al nimero de lavados (2 y 3).

5.1.1. Contaminacién

Para el analisis exploratorio de datos, se realiz6 una tabla de contingencia
donde se detalla el nimero de repeticiones que permanecieron sin
contaminarse hasta la quinta semana, tras la aplicacion de los 12 tratamientos

destinados para el protocolo de desinfeccién, tal como se indica a continuacion.

Tabla 5.Tabla de contingencia para contaminacion basada en la sobrevivencia
de las repeticiones a la quinta semana

] CLORO | TIEMPO |LAVADOS|SOBREVIVENCIA
Tratamientos ) .

(%) (min) (#) (repeticiones)
T1 2 45 2 3
T2 10 45 2 2
T3 20 45 2 4
T4 2 90 2 0
15 10 90 2 2
T6 20 90 2 1
T7 2 45 3 2
T8 10 45 3 4
T9 20 45 3 3
T10 2 90 3 1
Ti1 10 90 3 3
T12 20 90 3 2

Se observo que los tratamientos 3 y 8, los cuales poseen las concentraciones
de hipoclorito de sodio méas altas (20% y 10% v/v, respectivamente),
presentaron la mayor cantidad de explantes no contaminados. Por otro lado, en
los tratamientos con menor concentracion de este reactivo (2% v/v), se observo

una mayor cantidad de explantes contaminados.
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Promedio de SOBREV5

Total
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80 75 75 75 75 75
60 50 50 50 50
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Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia de explantes en la quinta semana,
con respecto a las concentraciones de hipoclorito de sodio, tiempos de
inmersion y numero de lavados.

En la Figura 5., se puede apreciar que los tratamientos 3 y 8 presentaron un
total de 100% de explantes no contaminados, convirtiéndose en los
tratamientos mas exitosos con respecto a la variable de contaminacion.
Mientras que los tratamientos 4 y 10 presentaron 0% y 25% de explantes libres
de patdgenos respectivamente, siendo los tratamientos menos efectivos para la

desinfeccion.

Escobar, Fernandez y Bernardi (2012, p. 336) sefialan que para el analisis de
la normalidad es posible realizar tres pruebas, con las cuales al examinar las
variables, se obtendran las mismas conclusiones. Entre ellas esta la prueba de
Skewness/Kurtosis, Shapiro-Wilk y Shapiro-Francia, De modo que, para
comprobar la distribucion de la normal es necesario que el nivel de significacion

sea superior al 0.05 para que se ajuste a una distribucién normal.

Para este protocolo, se realizo la prueba de normalidad de Skewness/Kurtosis
con el objetivo de determinar si existen diferencias significativas entre los
distintos tratamientos evaluados para la desinfeccion cuya variable fue la
sobrevivencia de las repeticiones hasta la semana 5, como se indica en la

Figura 6.
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Skewness/Kurtosis tests for Normality
——————— joint ------
Variable | Obs Pr (Skewness) Pr (Kurtosis) adj chi2(2) Prob>chi2
_____________ +_______________________________________________________________
sobrevivencia | 12 0.736 0.866 0.14 0.9316

Figura 6. Prueba de normalidad de Skewness/Kurtosis en funcién de la
variable sobrevivencia.

En la prueba de normalidad de Skewness/Kurtosis de la variable sobrevivencia
se puede observar que existe un valor de la probabilidad (Prob>chi2) de 0.9316
el cual es superior al 0.05 del error, por tal razén se acepta la normalidad de la

variable en mencion.

Para el analisis inferencial, se identificO0 el nimero de semanas que los
explantes se mantuvieron viables por cada uno de los tratamientos, es decir sin
presentar anomalias de indole patoldgico. Posteriormente, se aplicé un Anélisis
de Varianza (ANOVA) en donde el valor de p arrojado fue de 0,0877 (8,77%), el
mismo que es mayor al nivel de significancia de la prueba (5%), lo que nos
indica que no existe diferencia estadistica significativa entre los 12
tratamientos. El error estandar de la prueba de ANOVA fue de 143.75, el cual
es superior a la suma de cuadrados de todos los tratamientos (79.73), esto se
debe a la cantidad de 4 repeticiones efectuadas durante la investigacion por

cuestiones presupuestarias. El ANOVA realizado se observa en la Figura 7.

Analisis de la varianza

Variable N R? R*Aj cv
Semanas de viabilidad 48 0.36 0.16 58.84

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)

F.V. SC gL CM F p-valor
Modelo 79.73 11 7.25 1.82 0.0877
Tratamientos 79.73 11 7.25 1.82 0.0877
Error 143.75 36 3.99
Total 223.48 47

Figura 7. Analisis de varianza en funcion de los tratamientos de
desinfeccion evaluados.
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Se realiz6 una prueba de Fisher con el fin de encontrar los tratamientos mas
similares en base a la viabilidad del explantes en funcién del tiempo de
evaluacion (5 semanas), tomando en cuenta que el Barraganete demostré un
tiempo aproximado de desdiferenciacion celular de 3 semanas en esta
investigacion. Los resultados arrojados por la prueba de Fisher se muestran en
la Figura 8., donde se observa que los tratamientos que lograron mantener el
explante viable por mayor tiempo fueron los Tratamientos 8, 3, 11, 12, 1,6y 9,

los cuales presentaron una media superior a las 3 semanas de viabilidad.

Test: LSD Fisher Alfa = 0.05 DMS = 2.86567
Error: 3.9931 gl: 36

Tratamientos Medias n E.E.
8.00 5.00 4 1.00 A
3.00 5.00 4 1.00 A
11.00 4.50 4 1.00 A
12.00 4.25 4 1.00 A
1.00 4.25 4 1.00 A
6.00 4.00 4 1.00 A B
9.00 3.75 4 1.00 A B
2.00 2.50 4 1.00 A B
7.00 2.50 4 1.00 A B
5.00 2.50 4 1.00 A B
4.00 1.25 4 1.00 B
10.00 1.25 4 1.00 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Figura 8. Prueba de Fisher para comparacion entre medias de tratamientos
evaluados en funcion del tiempo de viabilidad del explantes.

Finalmente, se aplic6 un andlisis de varianza a los tratamientos que
presentaron una media de viabilidad superior a las 3 semanas (Figura 9), el
valor de p obtenido fue de 0,8692 (86,92%), el cual es superior al nivel de
confianza de la prueba (5%), lo que indica que no existe diferencia estadistica
entre estos tratamientos, por lo que cualquiera de estos tratamientos ofrecen
un tiempo de viabilidad suficiente para que la induccion de callo de Barraganete

ocurra. Sin embargo, se observd que los tratamientos 3 y 8 ofrecen una
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viabilidad del explante de al menos 5 semanas, por lo que serian los protocolos
mas recomendables para la fase de desinfeccion.

Analisis de la varianza

Variable N R? R?Aj cv
Semanas de viabilidad 28 0.10 0.00 34.15

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC gL CM F p-valor
Modelo 5.43 6 0.90 0.8692
Tratamientos 543 6 0.90 0.40 0.8692
Error 47.25 21 2.25
Total 52.68 27

Figura 9. Analisis de Varianza de los tratamientos de desinfeccion con la
media de viabilidad superior a 3 semanas.

Se aplicé una prueba de Fisher para encontrar subgrupos entre tratamientos,
en la Figura 10., se observa que todos los tratamientos de desinfeccion fueron
agrupados dentro del grupo A, lo que confirma que cualquiera de estos
protocolos es eficiente para la fase de desinfeccion de explantes de

Barraganete.

Test: LSD Fisher Alfa = 0.05 DMS = 2.20576
Error: 2.2500 gl: 21

Tratamientos Medias n E.E.
8.00 5.00 4 0.75 A
3.00 5.00 4 0.75 A
11.00 4.50 4 0.75 A
12.00 4.25 4 0.75 A
1.00 4.25 4 0.75 A
6.00 4.00 4 0.75 A
9.00 3.75 4 0.75 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Figura 10. Test de Fisher en funcion de los tratamientos de desinfeccion con
tiempo de viabilidad superior a las 3 semanas.
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5.2. Produccion de biomasa

Durante la fase de induccion de callo en Barraganete, se evaluo la variable de
generacion de biomasa mediante el analisis del peso generado. Por tal motivo,
los explantes fueron sembrados en nueve medios de cultivo distintos,
enriquecidos con 3 concentraciones de sacarosa (20; 30; 40 g/L), acido
naftalenacético (ANA) (2.30; 13.95; 46.50 mg/L) y N6-benciladenina (BA) (2.5;
6; 10 mg/L).

5.2.1. Peso de la biomasa

Para el analisis exploratorio de datos, se realizé una tabla de contingencia
donde se detallan los tratamientos en los cuales el 75% de las repeticiones que
permanecieron sin anomalias durante toda la experimentacién, mostraron un
resultado positivo en cuanto al incremento en peso de la biomasa, como se

muestra a continuacion.

Tabla 6. Tabla de contingencia para generacion de biomasa en funcion del
promedio del peso de los tratamientos

Tratamiento | Sacarosa (g/L) |[BA (mg/L)|ANA (mg/L)| Promedio Peso Biomasa

T1 20 2.50 2.30 2.20
T2 20 6.00 13.95 1.73
T3 20 10.00 46.50 0.45
T4 30 2.50 2.30 3.22
T5 30 6.00 13.95 6.90
T6 30 10.00 46.50 -

T7 40 2.50 2.30 2.40
T8 40 6.00 13.95 3.24
T9 40 10.00 46.50 0.19

Se observé que el tratamiento 5, el cual posee una concentracion media en
cuanto a complejo hormonal (6 mg/L de BA y 13.95 mg/L), presentd mayor
proliferacion callosa. Por otro lado, en los tratamientos donde la concentracion
de los reguladores hormonales fue la méas alta (10 mg/L de BA y 46.50 mg/L),

se observaron los pesos de biomasa mas bajos.
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Promedio de Biomasa

Total

1 2 3 4 5 7 8 9 10

Tratamientos >

Figura 11. Promedio del peso de biomasa generada en los tratamientos T1,
T2, T3, T4, T5,T7, T8, T9y T10.

En la Figura 11., se puede apreciar que al finalizar las 5 semanas a partir de la
introduccién, se descartdé el tratamiento 6 cuyas 4 repeticiones tuvieron
inconvenientes y se identificO aquellos que presentaron una respuesta
significativa en cuanto a la desdiferenciacion celular del material vegetal
sembrado mediante el analisis del peso alcanzado. De forma que el tratamiento
5 present6 6.90 g de biomasa, mientras que el tratamiento 9 solamente 0.19 g

de la misma.

Antes de realizar el andlisis de la varianza (ANOVA) con el fin de determinar si
existen diferencias significativas entre los distintos medios de cultivo evaluados
para la produccion eficiente de biomasa, se realizé la prueba grafica de
histograma, la prueba grafica de normalidad p-plot y la prueba de
Skewness/Kurtosis. De tal manera, se pudo identificar que la variable puede
ser analizada, ya que cumple con el supuesto de normalidad, como se muestra

en las Figuras 12, 13y 14.
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Figura 12. Prueba gréfica de histograma para la normalidad de la variable
biomasa.
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Figura 13. Prueba gréfica de normalidad de p-plot para la variable biomasa.
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Skewness/Kurtosis tests for Normality
——————— joint ------
Variable | Obs Pr (Skewness) Pr (Kurtosis) adj chi2(2) Prob>chi2

biomasa | 35 0.048 0.963 4.11 0.1279

Figura 14. Prueba de normalidad de Skewness/Kurtosis en funcién de la
variable biomasa.

En la prueba de normalidad de Skewness/Kurtosis de la variable biomasa, se
puede observar que existe un valor de la probabilidad (Prob>chi2) de 0.1279 el
cual es superior al 0.05 del error, por tal razén se acepta la normalidad de la

variable en mencion.

Number of obs = 38 R-squared = 0.9744
Root MSE = .364826 Adj R-squared = 0.9674
Source | Partial SS df MS F Prob > F
_______________ +____________________________________________________
Model | 147.123505 8 18.3904381 138.17 0.0000
\
sacarosa | 48.3149438 2 24.1574719 181.50 0.0000
ba na | 40.9494539 3 13.649818 102.55 0.0000
sacarosa*ba na | 22.2290807 3 7.40969356 55.67 0.0000
\
Residual | 3.85984207 29 .133098003
_______________ +____________________________________________________
Total | 150.983347 37 4.080631

Figura 15. Andlisis de la varianza de la variable biomasa.

En la Figura 15., se pudo observar que existe un coeficiente de determinacién
(R?) de 97.44%, donde el modelo presenta una significacion estadistica al 5%,
lo que indica que existen diferencias significativas dentro de los medios de
cultivo analizados. Ademas, se exhibe un promedio general de 3.1347 g de
biomasa por tratamiento y un coeficiente de variacion del 12%, lo que
demuestra que existe mayor homogeneidad en los valores de la variable, en

este caso, biomasa (Vargas, 1995, p.99).
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Summary of biomasa

|
Sacarosa | Mean Std. Dev. Freqg.
____________ +____________________________________
1] 1.757 .83213313 10
2 4.4605555 2.07716 18
3 2.126 1.0855536 10
____________ +____________________________________
Total | 3.1347368 2.0200572 38
Analysis of Variance
Source SS df MS F Prob > F
Between groups 60.7974017 2 30.3987009 11.80 0.0001
Within groups 90.1859454 35 2.5767413
Total 150.983347 37 4.080631
Bartlett's test for equal variances: chi2 (2) = 9.6964 Prob>chi2 = 0.008
Comparison of biomasa by Sacarosa
(Scheffe)
Row Mean-—|
Col Mean | 1 2
_________ +______________________
2 | 2.70356
| 0.001
\
3 .369 -2.33456
\

0.877 0.003

Figura 16. Prueba de significacion de Scheffé al 5% para la interaccion de
las variables biomasa*sacarosa en la evaluacion del peso.

En el andlisis funcional se realizé una prueba de significacion de Scheffé al 5%,

tal como se indica en la Figura 16., donde se pudo observar que existen d

rangos de significacion. Expresando el mayor contenido de biomasa,

(O8]

se

encuentra el nivel 2 (30 g/L de sacarosa) con un promedio de 4.46 g. Mientras

gue el menor contenido de biomasa fue para el nivel 1 (20 g/L de sacarosa) c

on

un promedio de 1.76 g, lo cual indica que existié un rango de 2.7 g entre estos

tratamientos analizados. Por lo tanto, al evaluar el factor sacarosa en relaci

on

al mayor peso de biomasa obtenido, se puede constatar que los mejores

tratamientos son aquellos que tienen 30 g/L de sacarosa en el medio.
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| Summary of biomasa
ba na | Mean Std. Dev. Freqg.
____________ +____________________________________
0 | 2.0699999 .06244992 3
1] 2.6685 .6071094 20
2| 5.2963636 2.2981831 11
3 .32 .32537159 4
____________ +____________________________________
Total | 3.1347368 2.0200572 38
Analysis of Variance
Source SS df MS F Prob > F
Between groups 90.8384379 3 30.2794793 17.12 0.0000
Within groups 60.1449093 34 1.76896792
Total 150.983347 37 4.080631
Bartlett's test for equal variances: «chi2(3) = 35.7459 Prob>chi2 = 0.000
Comparison of biomasa by ba na
(Scheffe)
Row Mean-—|
Col Mean | 0 1 2
_________ +_________________________________
1| 5985
\ 0.912
\
2 | 3.22636 2.62786
\ 0.008 0.000
\
3 -1.75 -2.3485 -4.97636
\ 0.409 0.027 0.000
Figura 17. Prueba de significacion de Scheffé al 5% para la interaccion de
las variables biomasa*complejo hormonal en la evaluacion del peso.

Por otra parte, en este andlisis funcional se volvid a realizar la prueba de
significaciéon de Scheffé al 5%, tal como se indica en la Figura 17., se pudo
observar que existen 3 rangos de significacion. Expresando el mayor contenido
de biomasa, se encuentra el nivel 2 (6 mg/L de BA; 13.95 mg/L de ANA) con un
promedio de 5.30 g. Mientras que el menor contenido de biomasa fue para el
tratamiento 3 (10 mg/L de BA; 46.50 mg/L de ANA) con un promedio de 0.32 g,
lo cual indica que existi6 un rango de 4.98 g entre estos tratamientos
analizados. Por lo tanto, al evaluar el factor complejo hormonal en relacion al
mayor peso de biomasa obtenido, se puede constatar que los mejores
tratamientos son aquellos que tienen 6 mg/L de BA y 13.95 mg/L de ANA en el

medio.
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Summary of biomasa

|
trata | Mean Std. Dev. Freq.
____________ +____________________________________
1| 2.2033333 47647317 6
2 | 1.725 .48790364 2
3 .45000001 .49497475 2
4 | 3.21875 .47021078 8
5 | 6.9042857 .29125345 7
7 2.4 .18286609 6
8 | 3.24 .07071061 2
9 | .19 .07071067 2
10 | 2.0699999 .06244992 3
____________ +____________________________________
Total | 3.1347368 2.0200572 38
Analysis of Variance
Source SS df MS F Prob > F
Between groups 147.123505 8 18.3904381 138.17 0.0000
Within groups 3.85984207 29 .133098003
Total 150.983347 37 4.080631
Bartlett's test for equal variances: chi2(8) = 13.0129 Prob>chi2 = 0.111
Comparison of biomasa by tratamientos
(Scheffe)
Row Mean-—|
Col Mean | 1 2 3 4 5 7
_________ +__________________________________________________________________
2 | -.478333
\ 0.951
\
3 | -1.75333 -1.275
\ 0.002 0.191
\
4 | 1.01542 1.49375 2.76875
\ 0.008 0.008 0.000
\
5 | 4.70095 5.17929 6.45429 3.68554
\ 0.000 0.000 0.000 0.000
\
7 .196667 .675 1.95 -.81875 -4.50429
\ 0.999 0.736 0.000 0.062 0.000
\
8 | 1.03667 1.515 2.79 .02125 -3.66429 .84
\ 0.196 0.062 0.000 1.000 0.000 0.461
\
9 | -2.01333 -1.535 -.26 -3.02875 -6.71429 -2.21
\ 0.000 0.056 1.000 0.000 0.000 0.000
\
10 | -.133333 .345 1.62 -1.14875 -4.83429 -.33
\ 1.000 0.997 0.015 0.023 0.000 0.988
Row Mean- |
Col Mean | 8 9
_________ +______________________
9 | -3.05
\ 0.000
\
10 | -1.17 1.88
\ 0.186 0.003

Figura 18. Prueba de significacion de Scheffé al 5% para la interaccion de las
variables biomasa*tratamientos en la evaluacion del peso.
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Por consiguiente, en este andlisis funcional se realiz6 una prueba de
significacion de Scheffé al 5%, tal como se indica en la Figura 18., donde se
pudo observar que existen 3 rangos de significacion. Expresando el mayor
contenido de biomasa, se encuentra el tratamiento 5 (6 mg/L de BA; 13.95
mg/L de ANA y 30 g/L de sacarosa) con un promedio de 6.90 g. Mientras que el
menor contenido de biomasa fue para el tratamiento 9 (10 mg/L de BA; 46.50
mg/L de ANA y 40 g/L de sacarosa) con un promedio de 0.19 g, lo cual indica

que existio un rango de 6.71 g entre estos tratamientos analizados.

Este resultado se asemeja con la conclusion expresada por Florio de Real y
Mogollén (2011, p. 33-34), quienes establecen que la concentracion de 5 mg/L
de 6-benzilamino-purina fue suficiente para estimular el crecimiento de los
meristemas e inducir el desarrollo de las yemas apicales. Igualmente, se puede
sustentar con los resultados obtenidos por la empresa Rahan Meristem. Sin
embargo, debido a que son protocolos con derecho de confidencialidad, se

restringe el uso de esa informacion.

De manera que se acepta la hipétesis del estudio confirmando que mediante la
utilizacion de yemas apicales de Barraganete es posible establecer un

protocolo de cultivo in vitro para el incremento de biomasa de los callos.
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6. DISCUSION

El Barraganete ha tenido, desde siempre, una determinante importancia dentro
del campo de las agroexportaciones. Lastimosamente, las densidades bajas de
siembra en el pais, debido a los problemas de indole agronémica que se
pueden llegar a generar, suelen comprometer la produccion necesaria para
cumplir con la demanda exigida a nivel internacional (Direccidén de Inteligencia

Comercial e Investigaciones, s.f.-a).

Por este efecto y por el afan de dejar un sustento que sirva a futuras
investigaciones, ya sea que estén enfocadas en la clonacion de plantas con
caracteristicas agronémicas muy deseables durante todo el afio o en la
obtencién de metabolitos secundarios, es que aumenta considerablemente la

trascendencia de este proyecto de investigacion.

6.1. Desinfeccion de explantes

Para estandarizar un protocolo de cultivo in vitro, se deben establecer algunos
puntos criticos de control, los cuales en su mayoria, estdn vinculados
directamente con los procesos de asepsia que se deben llevar a cabo en todos

los pasos de la micropropagacion.

Por tal motivo, las plantas madre constituyen la primera fase de control, debido
a que toda su vida pasan expuestas a agentes contaminantes como son los
hongos y las bacterias. Las plantas de campo estan mas expuestas a
contaminacion que aquellas desarrolladas en invernaderos. Dado que las
plantas madre con las que se trabaj6é en este estudio provenian de un cultivo
de meristemos, su estabilidad genética y calidad fitosanitaria estaba

asegurada.

Se realizd un andlisis previo del estado fisioldgico de las mismas mediante el
contraste con los descriptores ya establecidos para el cultivar en cuestion,
puesto que no se debe olvidar que, gracias a la totipotencia en las células de la
planta madre, el producto final sera un nuevo organismo con caracteristicas
similares. Ademas que, segun Sandoval et al., (2013, seccion introduccion,

parr.3) un mal estado nutrimental junto con estrés hidrico en la planta donante,
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pueden influir negativamente en la respuesta morfogénica de los explantes. Es
por esto que, en este estudio se encontrd indispensable el hecho de
cerciorarse que las plantas madre mantengan condiciones aptas de

crecimiento.

Una vez que se selecccionaron las plantas donantes a partir de los descriptores
del Barraganete, la importancia recayé sobre la eleccion del explante. Para
esta investigacion se optd por trabajar con yemas apicales, obteniendo
resultados altamente favorables en cuanto al protocolo de desinfeccion, ya que
al menos una repeticion de cada tratamiento sobrevivié hasta las 4 semanas a
partir de la siembra. Por lo tanto, se confirma lo expuesto por Garcia et al.,
(2004, p. 76) quienes afirman que una de las razones de mayor significancia
para utilizar yemas apicales como propagulo inicial es debido a su baja
probabilidad para encontrar en ellos la presencia de patégenos.

De igual manera sucedié al evaluar los resultados del protocolo para
proliferacion callosa de Barraganete. A pesar de que Mroginski y Roca (1991,
p. 22) sefialan que para callogénesis, es viable utilizar una amplia gama de
propagulos iniciales; se decidié trabajar con yemas apicales con el fin de
asegurar la presencia de células meristematicas. Como consecuencia, todos
los tratamientos mostraron una respuesta positiva, la cual se pudo evidenciar al
constatar la ganancia en peso de los explantes. Por consiguiente, se sostiene
la informacion emitida sobre la elevada frecuencia de divisidn que caracteriza a

las células meristeméticas (Pefia, 2011, p. 50).

El protocolo empleado para la desinfeccion de los explantes se realizé en base
a 12 tratamientos. Todos estos se generaron a partir de 3 concentraciones de
hipoclorito de sodio (2%, 10% y 20%); 2 rangos de tiempo (45 min y 90 min) y 2
niveles en cuanto al nimero de lavados (2 y 3). Segun los resultados que
expulsé el programa estadistico InfoStat, se estableci6 que los mejores
tratamientos para mantener los explantes sin contaminacion hasta dentro de 5
semanas a partir de la siembra, fueron aquellos en los que predomind un
tiempo de inmersion de 45 min, con una concentracion de hipoclorito del sodio

al 20% y 2 lavados; o en su defecto, un tiempo de inmersién de 45 min, con
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una concentracion de hipoclorito del sodio al 10% y 3 lavados, obteniendo el
100% de los explantes libres de patdégenos.

Dichos resultados se asemejan a los obtenidos por Uzcategui et al., (2010, p.
8) quienes empezaron colocando los cormos en una solucion inicial de agua y
jabon azul, continuaron realizando enjuagues con agua destilada y concluyeron
su proceso de desinfeccidon introduciendo el material vegetal en una soluciéon
de hipoclorito de sodio al 20% durante 20 min, logrando asi obtener apenas el

25% de contaminacién en Musa AAB cv. Hartén.

Ciertos autores como Canchignia et al. (2008, p. 44-45) han alcanzado
excelentes resultados en maquefio, gracias al empleo de una concentracion de
20% de hipoclorito de sodio por 20 min junto con una concentracion de
bicloruro de mercurio al 0.1% por 10 min para el establecimiento aséptico de
yemas, generando un total de 100% de explantes sanos. Por lo cual, se
confirma la eficacia de la concentracion de hipoclorito de sodio empleada en el
presente estudio para que el nivel de colonizacion fangico o bacteriano, sea

nulo.

6.2. Produccién de biomasa

Luego de haber culminado con la primera fase de establecimiento del cultivo in
vitro de Barraganete, correspondiente a la desinfeccién y prendimiento del

propagulo inicial, se procedio con la fase de induccion de callo.

La proliferacion callosa en este estudio se atribuye al complejo hormonal
utilizado, el cual fue a base de &cido naftalenacético (ANA) y n6-benciladenina
(BA). Esto lo testifica Narayanaswamy (1994, p. 55), quien asevera que en la
mayoria de casos, un medio estandar enriquecido con ANA (107 a 10®° M) en

combinacion con BA, es ideal para la iniciacién y crecimiento de los callos.

Por consiguiente, en la investigacion se demuestra que el mejor tratamiento
para la desdiferenciacion celular del Barraganete es el 5, constituido por 6 mg/L
de BA; 13.95 mg/L de ANA y 30 ¢g/L de sacarosa, generando 6.90 g de

biomasa, lo que se ajusta con la teoria, la cual establece que las
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monocotileddneas y gramineas requieren una alta concentracion de auxinas en

el medio para dar paso a la proliferacion celular (Narayanaswamy, 1994, p. 55).

Otro factor determinante para la desdiferenciacion celuar es el tamafio de los
explantes. Después de realizar 3 pruebas piloto con propagulos iniciales de
diferentes dimensiones, se decidié emplear aquellos con una longitud no menor
a5 mmy a su vez, provinientes de tejido juvenil, es decir de estadio juvenil
poco diferenciado; obteniendo respuestas positivas en las interacciones de los
factores (Abdelnour-Esquivel y Escalant, 1994, p. 22). Esto concuerda con lo
que menciona Mroginski y Roca (1991, p. 26) al asentir que, mientras mas
grande sea el propagulo inicial, mas probable sera el proceso de formacion de
callo y por su parte, mientras mas joven sea el tejido, existiran mas
probabilidades de obtener un mejor desarrollo. El efecto del tamafio ejerce una
influencia directa también en el tema de la contaminacion, tal como lo
presumen Canchignia et al. (2008, p. 46) al indicar que lograron obtener un

gran numero de explantes sanos debido al tamafio de las yemas.

En el estudio se realiz6 una inspeccion visual de cada repeticion con un
intervalo de 7 dias y consecuentemente, se fueron descartando aquellas que
presentaban anomalias en su crecimiento ya sean de origen patologico o por
efecto de la oxidacién. Las revisiones fueron indispensables en el transcurso
del proyecto debido a que como manifiesta Narayanaswamy (1994, p. 56), la
fase de induccion se caracteriza especialmente, por los cambios en el tamafio

de las células, la estructura de las células y el estado metabdlico.

Por otra parte, se conoce que con el progresivo crecimiento del callo, pueden
ocurrir ciertas diferencias histolégicas y citologicas, o0 a su vez, ir acumulando
metabolitos secundarios de gran valor (Narayanaswamy, 1994, p. 60). Por lo
que se corrobora la posibilidad de un estudio posterior orientado a la

produccion de catalasa para su aplicacion como antioxidante alimentario.

En cuanto a la sacarosa, la mayoria de autores coinciden que es la fuente de
carbono mas importante, y por consiguiente, declaran que el porcentaje mas
empleado es de 30 g/L, como es el caso de Vuylsteke (1989, p. 7) y Aragon et

al. (2014, p.30). Literatura que concuerda con el presente estudio, donde el
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mejor tratamiento contenia 30 g/L de sacarosa en el medio y el peor, apenas
20 g/L. Sin embargo, estos resultados discrepan con aquellos obtenidos por
Canchignia et al. (2008, p. 47) quienes demostraron que para el caso del
maquefio, no se requiere de suministros extras de sacarosa para un 6ptimo
desarrollo, a pesar de pertenecer al mismo género y ploidia que el

Barraganete.
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
7.1. Conclusiones

e Se estandarizaro el protocolo de cultivo in vitro para para el incremento
de biomasa de los callos de platano (Musa spp. AAB) variedad

Barraganete.

e Se seleccionaron las plantas madre en funcién de los descriptores
establecidos para el Barraganete. Puesto que se trataron de plantas
provinientes de cultivo de meristemas, la similitud con los descriptores
fue absoluta. Por consiguiente, todas cumplieron con los requerimientos
fisiologicos y nutrimentales 6ptimos para garantizar la calidad del

explante.

e Los mejores tratamientos para la fase de establecimiento aséptico
fueron aquellos en los que predomind un tiempo de inmersién de 45 min,
con una concentracion de hipoclorito de sodio al 20% y 2 lavados; o en
su defecto, un tiempo de inmersién de 45 min, con una concentracion de
hipoclorito del sodio al 10% y 3 lavados. Cabe recalcar que, con estos
protocolos se logr6 mantener los explantes 100% libres de patégenos

hasta después de 5 semanas a partir de la fecha de siembra.

e En los medios suplementados con 6 mg/L de BA; 13.95 mg/L de ANA y
30 g/L de sacarosa, se logré observar la division activa de una masa
desorganizada a partir de las 3 semanas de la siembra. Lo que quiere
decir que, el balance hormonal al que fueron sometidos los propagulos
iniciales fue esencial para la proliferacién callosa y el incremento en

peso de la biomasa.

e Laimportancia del cultivo in vitro esta relacionada de manera directa con
la especie en estudio de este proyecto, puesto que uno de sus
potenciales es dar soluciones a los inconvenientes que conlleva la
propagacion de cultivos estériles debido a su condicién de triploides,

como es el caso del Barraganete.
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7.2. Recomendaciones

En el caso de no poder contar con una plantacion cuyas labores culturales
estén destinadas a cumplir con los mas altos estandares para la produccion, se
deberia optar por trabajar con plantas provenientes de un invernadero, para
evitar que el nivel de colonizacion fangico o bacteriano de los cormos sea

elevado.

Como es de gran conocimiento, una dificultad para el caso de las Musaceas es
la oxidacion de polifenoles, la cual difiere significativamente dependiendo de la
variedad a tratar. Por lo que se recomienda la adicion de antioxidantes como el
carbon activado, en el caso de que los subcultivos y la eliminacién de tejido

necrosado ya no surta gran efecto.

En el caso de destinar la investigacion a la regeneracion de plantas, se deberia
asegurar definitivamente de que no existe variacibn somaclonal mediante el

uso de una prueba molecular.

Efectivamente, para el crecimiento y mantenimiento de células
desdiferenciadas, el medio solido se ha convertido en un material muy eficaz
debido a las ventajas que aporta. Sin embargo, para el analisis de nutricién y
metabolismo, para lo cual esta dirigido este estudio, se deberia emplear el

medio liquido.
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Anexo 1. Listado de abreviaturas

m.s.n.m. Metros sobre el nivel del mar

2,4-D Acido 2,4-diclorofenoxiacético

NaClO Hipoclorito de Sodio

ANA Acido Naftalenacético

BA N6-benciladenina

BAP 6-benzilamino-purina

INIAP Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias
CATIE Centro Agronémico Tropical de Investigacion y Ensefianza

MS Medio de Murashige y Skoog



Anexo 2. Procesos de seleccién de plantas madre

Foto 1. Plantas de Barraganete en etapa de aclimatizacion




Foto 2. Plantas de Barraganete en vivero




Foto 4. Hijos espada




Anexo 3. Procesos de elaboracion de medios

Foto 6. Cuarto de pesaje

Foto 7. Soluciones para la elaboracién del medio MS




Foto 8. Test para evaluar el cloro

Foto 9. Medios almacenados durante 7 dias




Foto 10. Tubos de ensayo para el tltimo tiempo de inmersion en NaClO y

posterior lavado en agua destilada




Anexo 4. Evaluacién del proceso de contaminacién

Foto 11. Punto de crecimiento




Foto 13. Explantes con contaminacioén fungica y bacteriana
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Foto 15. Prueba piloto para generacién de biomasa

Foto 16. Prueba piloto transcurridas 6 semanas a partir de la siembra




Anexo 5. Evaluaciéon del proceso de generacion de biomasa

Barraganete

Foto 16. Tratamiento 5, repeticion 2, transcurridas 5 semanas

a partir de la siembra

Foto 17. Tratamiento 5, repeticion 4, transcurridas 5 semanas

a partir de la siembra
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