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“EFECTO DE LA BENCILAMINOPURINA (BAP) SOBRE LA PROPAGACION
N VITRO DE TRES CLONES DE BANANO (Musa acuminata Colia)”

“EFFECT OF BENCYLAMINOPURINE ON THE IN VITRO PROPAGATION
FOR THREE BANANA (Musa acuminata Colla) CLONES”

RESUMEN

La investigacién tuvo como objetivo evaluar el efecto de diferentss niveles de BAP sobre la
proliferacién de brotes en los principales clones de banano que se cultivan actualmente en
Guatemala, que son: Gran Enano, Williams y Valery. La investigacion se reatizé en ef Laboratorio
de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), con el proposito de definir
y mejorar el protocolo para la micropropagacion de banano, debido a la importancia que tiene el
cultivo en la economia del pais, generando divisas por concepto de la exportacion del fruto y fuente
de trabajo (5).

Cada clon fue evaluado en un experimento separado, con un diseiio en bloques al azar, con
cinco tratamientos, que fueron los niveles de BAP siguientes: 3, 4, 5, 6 y 7 mghl, cada uno con diez
repeticiones. El nivel estédndar de BAP que se utiliza en la mayoria de laboratorios, a nivel mundial,
es de 5 mg/l, sin importar el clon. Cada unidad experimental la constituy$ un recipiente de cultivo,
tipo magenta, de 6.25 x 6.25 x 10 centimetros, en el cual se sirvieron 50 mililitros del medio MS
{Murashige y Skoog). Para evaluar el efecto de los tratamientos se consideraron tres variables de
respuesta, que fueron las siguientes: nimero de brotes, altura de brotes y vigor de bmtes. tomando
datos cada 21 dias, hasta subcultivar tres veces el material.

E! anélisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre el
numero, altura y vigor de brotes, en el clon Gran Enano, no presentaron diferencias estadisticas
significativas. Al hacer un analisis de regresion se encontrd que los datos ajustan un modelo
cuadrético entre niveles de BAP y nimero de brotes, con el cual se predice que el nivel Sptimo de
BAP es de 4.3 mgAl.

El andlisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre et
nimero, altura y vigor de brotes, en el clon Williams, no presentaron diferencias estadisticas
significativas. Al realizar un andlisis de regresién se encontré que los datos ajustan un modelo
cuadritico entre niveles de BAP y nimero de brotes, con el cual se predice que el nivel Gptimo de
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BAP es de 6.3 mgh.

El andlisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre el
nimero de brotes, en el clon Valery, no presentaron diferencias estadisticas significativas. Al
hacer un andlisis de regresidn se encontré que los datos ajustan un modelo cuadréatico entre
. niveles de BAP y nimero de brotes, con el cual se predice que el nivet éptimo de BAP es de 5.6
mgi .

El analisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre la
altura y vigor de brotes, en el clon Valery, presentaron diferencias estadisticas significativas,
estableciendo que los mejores tratamientos de BAP sobre la altura y vigor de brotes fueron 3, 5 y
6,y 3, 5y 4 mg/, respectivamente. '

Se recomienda continuar esta investigacion en la linea de conocer la tasa de mutaciones
que causan los diferentes niveles de BAP al final de ocho subcultivos y mas alid, para lo tres
clones.
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1. INTRODUCCION

En Guatemala, et cuitivo de banano en los Gltimos afics ha venido adquiriendo importancia
econdmica y social, incrementando cada afio el nimero de hectdreas plantadas, a la vez
demandéndose mayor cantidad de plantulas de banano de los clones explotados comercialmente.
Parte de la demanda es producida por métodos vegetativos que no garantizan piantaciones libres de
hongos, bacterias y neméatodos; la mayor parte de estas plantas son imporiadas, producidas por
técnicas in vitro, que ya en plantaciones establecidas han presentado cierta variacion genéica,
posiblemente debido a la utilizaciéon de elevados niveles de reguladores de crecimiento o bien a la
continua obtencion de nuevas plantulas de banano a partir de indefinidos subcultivos (9).

Previo a un programa de propagacion masiva de pldntulas de banano por medio de cultivo de
tejidos, es necesario determinar los niveles especificos de bencilaminopwina para los clones Gran
Enanoc, Valery y Willlams, ya que resulta ser la parte més importante dentro del proceso de produocién
de plantulas de banano in wiro.

En este trabajo se evaluaron cinco niveles de bencilaminopurina en los clones anleriormente
menclonados, empledndose un disefio blogues al azar, con cinco tratamientos y 10 repeticiones por
tratamiento, estudidndose tres clones en experimentos separados. :

Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecrologia del instido de' Ciencia y
Tecnologia Agricolas (ICTA), ubicado en el kilémetro 21.5 sobre la camretera a Amatilian, Bércena, Villa
Nueva, Guatemala.




2. DEFINICION DEL PROBLEMA

En Guatemala, el banano se esta expandiendo a mayores areas de cultivo, reemplazando, en
mayor o menor grado, a cultivos como: cafia de azicar, soya, sorgo y algodén. Predominando los
clones Gran Enano, Valery y Williams, que por sus caracteristicas agrondmicas, tales como: racimo
grande, manos compactas, sistema radicular extenso, resistencia a enfermedades y resistencia a
sequia, son preferidos. (3,6).

En el pais, la aplicacion de la técnica de cultivo de tejidos ha tenido poco desarroiio,
especificamente, en la micropropagacion de pldntulas de banano de potencial comercial, siendo
necesario importarias de Honduras, Costa Rica, Ecuador e Israel.(2).

Las plantas importadas, en plantaciones establecidas han presentado cierta variacion genética,
posiblemente debido a la utilizacién de elevados niveles de reguladores de crecimiento o bien a la
continua obtencion de nuevas piantulas de banano a partir de indefinidos subcuttivos, (7).

El ICTA posee un Laboratorio de Biotecnologia, el cual cuenta con la infraestructura y equipo
necesario para propagar masivamente plantulas de banano mediante técnicas de cultivo in vitro, pero
oarace de protocolo para dicho proceso de produccion, en la mayoria de laboratorios se utiliza el medio
basal Murashige y Skoog (MS) suplementado con 5 mgfl de bencilaminopurina (BAP), pero se
desconoce el nivel adecuado de BAP que promoviera la mayor cantidad de brotes para cada unc de
los clones de banano antes mencionados.

Por ello, es necesario, evaluar diferentes niveles de BAP sobre la multiplicacién de brotes en ios
clones Gran Enano, Valery y Williams.




3. JUSTIFICACION

£1 cultivo del banano en Guatemala es de gran importancia como fuente de alimento, trabajo e
ingreso de divisas por exportacion. En 1997 se cosechd un area de 19,000 manzanas, con una
produccién de 14,453,500 quintales, de lo cual se exportaron 13,286,600 quintales, generando un
ingreso de divisas de 109,398,300 de Ddlares Norteamericanos (9).

En el afio 1999 la demanda de importacion de plantulas hacia el pais se estimd en
4,884,838, las cuales fueron importadas de Israel, Honduras, Ecuador y Costa Rica, producidas
por técnicas in vitro.  Erogandose Q 23,662,140.14 en concepto de divisas. (2).

Los productores de banano que importan ptantulas producidas in vitro han encontrado muchas
variaciones en las plantaciones que establecen. Esto puede ser producido por mutaciones causadas
por el exceso de niveles de reguladores del crecimiento en el proceso de produccion de plantulas.

El ICTA cuenta con un Laboratorio de Biotecnologia, al cual productores de bananc han
solicitado la produccién masiva de plantulas de los clones Valery, Williams y Gran Enano, que son los
mas utilizados en Guatemala. Para estos clones no se ha encontrado informacion disponibie sobre et
uso de la BAP con el medio basal MS, que generaimente se utiliza en el protocolo de propagacion de
banano. La BAP es un regulador de crecimiento que influye en la produccion de brotes y también,
posiblemente, es la principal causa de las variaciones que se producen en las plantulas. - '

tas concentraciones adecuadas de este regulador son especificas para cada clon y es
importante conocer la concentracion que produzea la maxima cantidad de brotes, antes de hacer una
propagacion masiva.




4, MARCO TEORICO

41 Marco conceptual
4.1.1 Aspectos generales sobre el cultivo de banano

El banano se considera se origind en el Sur Este Asiatico. Las primeras plantas se introdujeron
en las Antillas y de aqui se propagd a toda América tropical. Fue en e afic 1842 que se inicid su
cultivo comercialmente en Guatemala por intermedio de la United Fruit Company,oonoudahoym
Del Montte Fresh y Chiquita Brand (26). |

De acuerdo con Soto (26), ia planta de banano es herbécea con pseudotallo aéreo que se
origina de un cormo camoso conocido como tallo verdadero, en el que se desamolian numerosas
yemas laterales llamadas hijos, las hojas tienen una distribucion helicoidal, es decir, en forma de espiral
y sus bases circundan el tallo. o cormo, dando origen al pseudotallo. La inflorescencia es terminal y
crece a través del centro del pseudotallo hasta alcanzar la superficie, luego se curva hacia el suelo.

El banano se desarroiia perfectamente en las regiones tropicales, las cuales son muy himedas
y cdlidas. Su velocidad de crecimiento es muy répido y ese vigor vegetativo $6lo puede obtenerse en
éste tipo de condiciones (3).

Segun Champion (4), las condiciones climéticas para el cultivo de banano deben ser una
emperatura promedio de 27 grados centigrados, mayores de 15 y menores de 38 grados centigrados.

Las variedades comercigles del banano no producen semilias, y la propagacion se hace por
medio de hijos o chupones que salen del rizoma. La planta madre muere después de producir el
racimo, pero en cada mata quedan siempre hijos de varias edades que llevan adelante la produccion.
Una plantacién bien cuidada produce por varios afios sin tener que ser replantada, (7).




41.2 Clasificacién taxonémica (29)

REINO Plantae
SUBREINO Embryobionta
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Liliopsida
SUBCLASE Zingiberales
FAMILIA Musaceae
GENERO : Musa

SERIE Eumusa
ESPECIE acuminata
SUBGRUPO Cavendish

Segin Rowe (22), la mayor parte de los clones de banano y plétano son producto de fa
evolucion en la serie eumusa del género Musa.

Roca y Mroginski (21), detallan que las teorias sobre el origen indomalayo de esos cultivares se

remontan a los estudios de Kurt en I865, y se ha demostrado que todos los banancs * y platancs -

comestibles se derivan de dos especies silvestres, estableciendo la clasificacion Musa acuminata
(genoma A) y Musa baibisiana (genoma B). Todos los bananos cultivados para la esportacién tuvieron
su origen en M. acuminata, mientras que aiguncs de los bananos que son preferidos para el coNsUMo
local en ciertos lugares y todos los platanos, son hibridos de aquellas dos especies pstemnas. - El
contenido de almidones del platano comparado con lo dulce del banano es atribuido al genoma de M.

- balbisiana.

Rowe(22), indica que, el contenido de materia seca del fruto maduro de los cultivares que
contienen un tercio 0 mas de genes de M. balbisiana, es alrededor de un 6% mayor que los cullivares
que son M. acuminata puros. También define que el platano es el nombre dado a las Muséaceas que
son consumidas solaments cuando estén cocidas, ésta definicion ha sido ampliamente utiizada pera
referirse a los dos grupos de triploides AAB y ABB del cultivo, cuyo fruto contiene buenas cantidades
de almidén. El fruto del primer grupo es largo, curvado y se parece al banano de exportacion de mayor
tamaro.

Los cuitivares AAB son cultivos alimenticios de importancia en el sur de ia India, regiones de
Afvica Oriental, Africa Central y América Tropical.




Seglin Roca (21), la mayor parte de los esfuerzos de investigacion en el género Musa han
procurado mejorar ta calidad de sus frutos, la condicion de enanisno de la planta para contramestar su
volcamiento, y la resistencia del germoplasma a las enfermedades, lo que exige a los investigadores
encontrar las soluciones inmediatas a dichos problemas.

- 413 Cubltivo de tejidos

El cultivo de tejidos consiste esencialmente en ef aislamiento de un explante (parte separada de
un vegetal, protoplasto, célula, tejido, drgano, etc.), que se cultiva asépticaments en un medio de
composicidn quimica definida y se incuba en condiciones ambientales controladas. La interaccién de
los distintos factores que intervienen en el cultivo de tejidos (explante, normas de asepcia, medios de
cultivo y condiciones ambientales) determinara las respuestas que se obtengan in vitro. El medio de
cultivo de Muraghige y Skoog (1962) es uno de los mas usados. El cultivo de tejidos se fundamenta en
varios prncipios, pero quizd los mas importantes son la totipotencialidad celuler, propuesta por -
Habertandt {1802), y ia hipStesis del balance hormonal, sugerida por Skoog et af (1957), (16).

4.1.4 Aplicacion del cuitivo de tejidos

Roca y Mroginski (21), reconocen que el cultivo de tejidos es una herramienta invaluable para
resolver los problemas sanitarios que trae consigo la propagacion y el mejoramienic genético de
bananos y plétanocs en el mundo. , :

Las aplicaciones del cultivo de tejidos son numercsas y diferentes, las posibilidades en
agricultura podrian resumirse en los siguientes aspectos: propagacion de plantas {micropropagacion),
obtencion de plantas lires de patégenos, mejoramiento genético de los cultivos y conservacion e
intercambio de germoplasma.

4.1.5 Historla de la micropropagacion

La técnica de generar plantas nuevas en un medio de crecimiento artificial y en condiciones
aseplicas, se inicié con investigaciones sobre fisiologia vegetal. Asi mismo, estas investigaciones
tomaron auge cuando Sacks (1860), y Knops (1861), observaron que los principales nutrientes de las
plantas eran compuestos organicos, para lo cual prepararon una solucién que contenia una -meache-de
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ellos, esta mezcla se utilizé posteriormente por casi todos los investigadores que siguen este campo de
estudio. Vockting (1878) aporté mas informacion a este campo al estudiar el comportamiento de la
formacion de nuevas yemas y raices, o yemas axilares, las cuales se colocaron en una camara al
vacio,(11).

Haberland, en 1902, aislé y cultivé tejido vegetal, utilizando asépcia (10), mientras que Kotte, en
1922, cultivd, conjuntamente con Haberland, dpices radiculares de arveja y maiz, utilizando un medio
enriquecido con sales organicas, glucosa, peptona y varios aminodcidos. Robinson, por su parte,
suplementd este medio agregando glucosa, agar y sales inorganicas, (11).

En los afios 1934-1939 White cultivé in vitro raices de tomate y agregd al medio extracto de
levadura y vitaminas y, conjuntamente con otros colaboradores, Gautheret y Nobecout indujeron el
crecimiento de callo en un medio sintético (10).

En la década de los affios cincuenta y sesenta, Skoog identificd la cinetina y reconoce su
funcién como regulador en la iniciacion de la division celular. En 1962, Murashige y Skoog
desamoliaron un medio nutritivo con el que logran crecimiento rapido de tejido en tabaco. Este medio
es ampliamente utilizado en cultivo in vitro (11).

Después de estos descubrimientos y avances en las investigaciones de cullivo de tejidos, se
han llevado a cabo innumerables trabajos aplicando diferentes técnicas de cultivo in viro, en muchas
especies de plantas y utilizando diversos explantes. Todos estos trabajos se han orientado mas que
todo a la citologia, fusion de protoplastos, fitormejoramiento, propagacién, mutagénesis y formacién de
hibridos interespecificos.

4.1.6 Etapas de la micropropagacion

Las etapas que conlleva la micropropagacion (Murashige, 1974) estan definidas de la manera
siguiente:

A. El establecimiento aséptico del cultivo.

B. Su muitiplicacion.

C. El enraizamiento y la preparacion del inGculo para su
transplante al suelo, (13).




4.1.7 Ventajas de la micropropagacion

Villalobos (30), reconoce que las ventajas de la micropropagacion, en comparacion con ios
sistemas convencionales, son: el incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo;
reduccion del tiempo de multiplicacion; posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una
superficie reducida, a bajos costos y en tiempos econdmicamente costeables; mayor control sobre {a
sanidad del material que se propaga; intercambio de material y posibilidad de mulliplicar rapidamente
una vanedad de la cual solo existan pocos individuos.

418 Componentes del medio de cultivo

Hurtado y Merino (11), indican que &l éxito del cultivo de tejidos de plantas esta influenciado por
la composicion quimica de los medio de cultivo. Se ha determinado que utilizando las sustancias
quimicas necesarias, y las condiciones apropiadas de nutrientes, asi como su forma quimica
adecuada, ha pemmitido establecer cultivos para casi todas las partes de una planta en diversas
~ especies vegetales.

Tormes {28), ha dividido los componentes del madio de cultivo en las siguientes categorias:

- Agua

- Nutricion mineral

- Nutricién organica

- Materiales de soporte

- Cualidades fisicas del medio

- Condiciones de incubacion

- Esterilizacidn del medio de cultivo
- Consideraciones generales

41.8A Agua

La calidad del agua es muy importante en cultivo de tejidos, ya que éste es el componenta que
entra en mayor proporcion en el medio. Para mejor control se debe usar agua destilada estésil. (23).




4.1.8.B Nutricién mineral

La mayoria de los mediocs de cuitivo incluyen en su composicién los elementos necesarnios

esenciales de la planta en el campo (11, 28).

- Nitrdgeno: puede ser adicionado en la forma de nitrato, nitrito y amonio, dependiendo del
material en cultivo. Es constituyente de aminoacidos, nucledtidos y coenzimas, tiene
importancia en la sintesis protéica.

- Fésforo: es adicionado al medio, principaimente, como fosfato, desempeiia papel importante en
el metabolismo energético, en la regulacion de procesos enziméticos y en la activacion de
enzimas. Necesario para la sintesis del ATP. En la organogénsesis estd involucrado en la
diferenciacion de la parte aérea, pues revierte el efecto de las auxinas.

- Potasio: es usado en la forma de nitrato, fosfato o cloruro, es activador de varias enzimas det
metabolismo de carbohidratos y proteinas. Una de las més importantes es la quinasa del
piruvato, enzima involucrada en 10s procesos de glicdlisis y respiracion.

- Magnesio: la fooma mas usada es el sulfato de magnesio, es uno de los componentes de la
clorofila; cofactor importante para varias reacciones enziméticas que actian scbre sustratos
fosfonlados.

- Calcio: adicionado, principalmente, en la forma de cloruro o nitrato, su papel es imporiante en el
metabolismo de la planta. Altas concentraciones son necesarias para el control de la necrosis
del épice. _

- Hiemo: adicionado en la foorma de quelatos de hiemo, involucrado en las reacciones
oxireduccion en los organismos vivos. Esencial para la sintesis de la clorofila y es integrante
del grupo protéico de las porfirinas. |

- Manganeso. adicionado en la forma de sulfato de manganeso, esencial para la reaccién de Hill
en la fotosintesis, cuando la molécula de agua es quebrada produciendo electrones y axigeno.

- Zinc: es usado como sulfato de zinc, importante en las maccionasdeoxkedwciéndelas
plantas.

- Cobre: usado como sulfato de cobre, constituyente de la enzima plastocianina que es
imporianta componente del transporte electronico.

- Cobalto: es usado como cloruro de cobalto y esta involucrado en la expansion foliar.

- Boro: usado en la forma de 4cido bdrico, involucrado en el metabolismo de carbohidratos y
. &cidos nuCléicos.
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4.1.8.C Nutricién Organica

Los compuestos orgdnicos importantes son: los carbohidratos, sustancias reguladoras de
crecimiento, vitaminas, aminoacidos y amidas, ciertas purinas y pirimidinas, y acidos organicos (28).

4.1.8.C.a Fuente de carbono y energia

Nm'aerpartedelaplantaywltivaﬂamvitmlascéulasnosonfotosintéﬁmmﬁeacﬁvasy
necesitan de carbohidratos para su crecimiento y desamotio. La utilizacion de determinado azicar
depende del proceso en cuestion. '

Muchas veces, aziicares que son inefectivos en el crecimiento de callo, inducen la iniciacidn
de brotaciones adventicias y la embriogénesis somética. Ball (1953), mostré que al autociavar
azticares a 120 grados centigrados, durante una hora, se hidrolisa parcialmente la sacarosa y, esta
alteracion hace que ¢ crecimiento del tejido sea estimulado. Estas observaciones fusron confkmadas
por Street (1957).

Los carbohidratos mas cominmente usados son: la sacarosa, glucosa y fructosa, en los niveles
de 2 a 5% (piv). La concentracién de 3% es la mas usada. Concentraciones de sacaroea de 6 a 12%
puaden ser usadas en determinadas situaciones, por ejemplo, en cultivo de embriones y anteras, en
tanto que el nivel de 1.5% es usado en cultivo de protoplastos.

El aziicar es purificado con acetato, para precipitar impurezas, y puede contener alto nivel de
zinc gue ee toxico para el tejido. Glucosa y fructosa deben ser esterilizados en frio, a través de un
fitro. (28).

4.1.8.C.b Reguladores de crecimiento

Las hormonas son, por definicidn, compuestos orgéanicos sintetizados por las piantas
superiores, que influyen sobre el crecimiento y desamolio; que actian generaimente en lugar diferente
en donde son producidas y se encuentran presentes y activas en muy pequefias cantidedes. También
ss han desamollado otro tipo de hormonas sintéticas que pueden tener un efecto semejante a las
naturales (23).

£l control quimico de la diferenciacién de parte aérea en cultivo de calic de Mcotiana fue




11

establecido por Skoog y Tsui (1948). En sus observaciones la auxina inhibia la formacién de yemas,
en tanto que la adenina y/o fosfato inorganico revertia este efecto estimulando brotacién. Este fue el
punto de partida para que Skoog y Miller (1957) constataran que el proceso de organogénesis in vitro
era controlado por sustancias hormonales. Ellos observaron que el desenvolvimiento de la parte aérea,
raiz o callo era determinado por el balance entre auxinas ¥y citocininas. Medio con concentraciones
relativamente altas de auxina y bajas de citocinina favorecia el enraizamiento y el balance inverso
promovia la formacion de la parte aérea. Concentraciones iguales propician la produccion de callo.

Las auxinas y las citocininas son componentes importantes en el control de la morfogénesis in
viro. Las concentraciones de las auxinas en los medios varian de 0.01 a 10 mg/l. Las auxinas mas
usadas son &cido indolacético (AlA), éacido indolbutirico (AIB), acido naftalenacético {ANA), &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). El AlA es la auxina natural menos estable, siendo destruido a pH bajo. La
luz también descompone esta auxina, en una reaccion denominada oxidacion catalitica, despuéds de 12
dias de exposicion a intensidad luminosa de 1500 fux, 10 - 15% de AlA fue descompuesto.

Las awdnas 2,4-D y ANA son sintéticas y tienen efectos semejantes a las awdnas de ocumencia
natural. Las auxinas son disueltas en NaOH 1N, se usa 0.3 mi de esta base para disolver 10 mg de
auxina. ,

Las citocininas son derivadas de 1a adenina y tienen un papel fundamental en la diferenciacion
ymgmeradéndeplantasenlamayoriadelas&epedes. Inducen la division celutar, proliferacion y
morfogénesis de la parte aérea. Las citocininas mas usadas en cultivo de tejidos son: la cinetina (CIN),
benciladenina (BA) o bencilaminopurina (BAP) y zeatina (Zea). Las concentraciones recomendadas de
eslas sustancias varian de 0.03 a 30 mg/l. La cinetina Y zeatina son considerados termoestabiles, una
vz que ningun producto de su descomposicién fue cbservado después de ser autoclavadas a 120
grados centigrados durante una hora (Dekhuijzer, 1971). Las citocininas son disueitas en HC! 1N. Se
utiliza 0.3 ml de éste &cido para disolver 10 mg de citocinina. Las hormonas y las sustancias
reguladoras de crecimiento no deben ser disueltas en alcohol, pues este producto tiene sfecto inhibidor
an la morfogénesis (28).
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4.1.8.C.c Vitaminas

Las plantas verdes se consideran normaimente autétrofas para las vitaminas, pero puede ser
necesario afiadir al medio algunas de ellas, hasta cuando los cultivos crezcan O se hayan vuelto
verdes, (12).

Tomes (28), opina que las vitaminas son compuestos organicos que en bajas concentraciones
desempefian funciones reguiadoras cataliticas en el metabolismo celuiar. La mayoria de las plantas
superiores son capaces de sintetizar la totalidad de las vitaminas necesarias para su crecimiento
normal. La vitamina mas comunmente usada en cultivo de tejidos es la tiamina (B¢). La tiamina es
soluble en agua. Oftras vitaminas utilizadas incluyen &cido nicotinico (Ba) y piridoxina {Bg). La
esterilizacion en frio es recomendada para estudios especificos de estas sustancias (T enttam, 1971).
Es dificl estudiar los efectos de las vitaminas en las plantas, porque éstas las producen (11). Las
vitaminas més usadas en cultivo de tejidos son:

- damina (vitamina By): su importancia en el metabolismo celular es debido a su papel como
coenzima en la descarboxilacion de los cetoacidos.
- Acido nicotinico (vitamina Bs): es un componente de las coenzimas NAD y NADP, importantes
on la transferencia de hidrogeno.
- Piridoxina (vitamina Be), forma parte del piridoxal-fosfato, coenzima importante en el
metabolismo de aminoécidos. Las reacciones de transmision y descarboxilacidon son funciones
importantes de esta vitamina.

4.1.8.C.d Amincécidos y amiias

Los aminoacidos y las amidas tienen importancia en la amplificacién de las respuestas
morfogenéticas, proporcionando mayor crecimiento celular y facilitando la diferenciacidn en el sentido
de la regeneracion, (28).

4.1.8.C.¢ Hexltoles

El més usado es el inositol. Es considerado un estimulador de procesos de crecimiento in vitro
y puede servir como fuente de carbohidrato. Desempefia un papel importante en el transporte del
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aziicar, en ia nutricion mineral, en el metabolismo de carbohidratos, en la estructura de membranas,
formacion de pared celular y el estrés fisioldgico (11, 28).

4.1.8.C.f Purinas y pirimidinas

Generalmente se ha reconocido que la levadura, la malta y los extractos selectos de tejidos, al
igual que el endosperma liquido, pueden suministrar purinas o pirimidinas, (12).

La adenina o sulfato de adenina estimulan el crecimiento de brotacidn in vitro. La concentracion
usada varia de 40 a 160 mg# (28).

4.1.8.C.g Acidos orgénicos

Eléddoascérﬁmydéddocihbosonusadospammeveﬁrelobmmdnhﬁqdemﬁdos
extraidos de plantas. Las soluciones antioxidantes son preparadas usando una mezcla de 100 mg de
Acido ascorbico y 150 mg de #cido citrico, disuelto en un litro de agua. Esta solucién no debe ser
autoclavada y su esterilizacion es en filtro bacteriologico de 0.22 6 0.45 micras. La adicidn de 2000
mg/ de écido ascdrbico también estimula el crecimiento de callo (28). '

4.1.8.C.h Compuestos fendlicos

Muchos derivados fendlicos promueven el desenvolvimiento de la parte aérea e iniciacion de
rafces. La diferenciacion de la parte aérea es estimulada por compuestos fendicos (mono-OH). Estas
sustancias actian en la degradacidn oxidativa del acido indolacético (AIA). Por otro lado, compuestos
fendlicos (bl-OH) inhiben la degradacidn oxidativa del AlA, teniendo efecto benéfico en el
enraizamiento (28).

4.1.8.C.] Extractos naturales

Tomes (28), opina que son preparaciones obtenidas de productos naturales, de composicion
indefinida, que sirven para erviquecer el medio de cultivo. Entre los extractos naturales mas utilizados
8@ encuentran los siguientes:

- Ledaedemcmeaaiadospemadeooco(Cooosnucffem).quedebeu&mhime
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gelatinosa. Es un suplemento bastante usado. Se recomienda que sea esterilizado en frio.
- Agua de coco: es el endosperma liquido de Cocos nucifers.

- Extracto de levaduras: es extraido con aicohol, conteniendo en su composicion productos
solubles en este solvente. Es fuente de aminoacidos y vitaminas.

4.1.8.0 Materiales de soporte

~4.1.8.D0.a Agar

El agar es uno de los componentes mas impuros en cuitivo de tejidos, es un polisacarido de
algas maninas. El agar debe ser de buena calidad, la concentracion usada varia de 0.6% a 1% (de6 a
10 gM). El agar impuro es constituido de polisacaridos, aminoacidos, sales, azicar, debiendo ser
lavado con agua destilada antes de ser usado. El agar es alcalino, liquido a temperatura de 80 grados
centigrados y se solidifica a 40 grados centigrados. _

Otros productos gelificantes, como el Gelrite y Phytagel. Son més puros que el agar. Son
provenientes de fermentaciones bacterianas. Usados en la concentracion de 0.2% (2 gf). Esios
productos pueden causar vitrificacion en algunas especies (27, 28). '

4.1.8.D.b Carbdn activado

Es utiizado para eliminar sustancias tdxices producidas por el explante in vito. Las
concentraciones 6s en tomo de 0.3% (3 gfl). El producto debe ser bastante fino. Es usado cuando
ocuste el obscurecimiento de tejido in vitro, decoloracién de medio de cultivo, formacidn de callo en la
fase de enraizamiento de propagulos, 0 cuando el crecimiento del tejido es inhibido. Adsorve productos
provenientas del metabolismo, asi como sustancias hormonales y vitaminas. Se sugiere, en algunos
casos, aumentar la concentracion de awdna, en la presencia de carbon activado. La pureza de este
producto es variable (28).

4.1.8.E Cualldades fisicas del medio

Lasmidadesﬂsbasdelmadbdemﬂﬁm.asemejanmdelamposidmmm
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desempefiar un papel importante en ef establecimiento de un cultivo in vitro. Hay especies cuyos
explantes se desenvuelven mejor en medio liquido, otros en medio sdlido, un tercer grupo responden
mejor en medio liquido con soporte de papel de fittro. En la utilizacién de medio sdlido se debe
considerar la concentracion y pureza del agente gelificante (28).

4.1.8.E.a pH

El crecimiento de tejido in vitro es mejor en pH 5.0. Se recomienda este valor pera
. formulaciones liquidas. En medios gefificados con agar, el pH debe ser ajustado a 5.8, pues en pH
5.0, ocume ia hidrdlisis de polisacénidos. En pH 6.0-6.2 se verifica la precipitacion de sales (28).

El pH se ajusta con NaOH o HCI1 N0 0.1 N.

El pH varia durante al periodo de incubacion.
4.1.8.E.b Cantidad de medio

Como regla general, cuanto menor es el explante, menor la cantidad de medio a ser utiizado,
Entretanto, en cultivos establecidos, la tasa de crecimiento es directamente proporcional a la cantidad
de medio, (28).

4.1.8.E.c Condiciones de incubacién

Deben ser consideradas las exigencias de luz, temperatura y acumulacion de productoe ¥xicos
en o medio (28).

418EdLuz

Noomnadﬁaarwiadéndapameaémaenwmosmamenidosenobwuidad.msuas
caracleristicas: luz/intensidad, periodo de exposicion y calidad, son fundamentales (28).

4.1.8.E.e intensidad luminosa

La fase inicial de desenvolvimiento del explante in vitro requiere baja intensidad iuminoss (1000
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lux). En la fase de multiplicacion de parte aérea las exigencias son de 1000 a 3000 hx. En el
pretransplante, aclimatacion, se recomienda de 3000 a 10000 jux. £n esta Ultima fase el propagulo
se prepara para la fotosintesis (28).

4.1.8.E.f Calidad de la luz

La calidad del espectro de la lampara utilizada es de suma importancia en la iniciacion de parte
aérea y ralz en cultivo in vitro. Las ldmparas recomendadas deben ser fluorescentes blanco-frias, gro-
e u otros tipos de lamparas con emisiones en las regiones del rojo (430 nm) y azul (660). Estas
regiones del espectro infiuencian los procesos morfogenéticos.

La region del azul es critica para la induccion de la parte aérea. La iniciacién de raices
adventicias es estimulada por luz roja. En cultivo de tejidos, cuando se persigue la multiplicacién de
plantas, las ldmparas deben contener dosis adecuadas de luz azul y roja, pues ambas esian
involucradas en la iniciacion de parte aérea y raiz.

Las iémparas fiucrescentes deben ser cambiadas cada seis meses (28).

4.1.8.E.g Fotoperiodo

Las exigencias en foloperiodo deben ser satisfechas. El inicio de determinado proceso
morfogenético s6ko se manifiesta cuando los cultivos estan expuestos a una adecuada longitud del
dia. En general, 16 horas de fluminacién y 1000 lux de intensidad luminosa, se utilizan para una gran
cantidad de especies, utilizéndose limparas fluorescentes blanco frias o gro lux. La mantencién de los

cultivos bajo iluminacidn constante no es recomendable (28). '

4.1.8.E.h Temperatura

Deben ser considerados los aspectos de fluctuacion diurna versus temperatura constante. Las
plantas en su habitat natural no se desenvuelven en temperatura constants. En cultivo de tejidos el uso
de temperatura constante se debe a la mantencién de diferentes especies cultivadas en ia misma
camara de crecimiento. Algunos procesos morfogenéticos exigen fluctuaciones diurnas de
temperaturas. Las axigencias de temperatura para el desenvolvimiento de la planta en condiciones
. nmiturales deben ser consideradas como punto de partida para establecer un cultivo- in wino de las
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especies en cuestion. Se debe tener siempre en mente que los requerimientos son un reflejo de lo que
ocuite in vivo (28).

4.1.8.E.i Intercambio gaseoso

Las plantas producen oxigeno, gas carbetileno, aidehido y otros volitiles. En la naturaleza
estos productos son disipados en Ia atmdsfera. El etileno acelera la senescencia, absicion foliar y
maduracion. El alcohol en altas concentraciones induce la formacion de calflo. El cultivo de tejidos es
un sistema cerrado. La acumulacion de CO:z en altas concentraciones conduce a la anaerobiosis,
fermentacion y produccion de alcoholes. En algunos casos, altas concentraciones de gas carbénico
induce disturbios en el crecimiento y desamollo de la planta in vitro (28).

4.1.8.F Esterllizacién del medio de cultivo
4.1.8.F.a Tiempo minimo de autoclavado

El medio de cultivo de tejidos de plantas son generaimente esterilizados y autoclavados a 121
grados centigrados y 1.05 kilogramos por centimetro cuadrado de presion. El tiempo requerido para
~ esterilizacion depende del volimen del medio en el recipiente, tal como se muestra en et cuadro 1 (24).

Cuadro 1. Tiempo minimo requerido para esterilizaci6n de diferentes volimenes de medio.

YOLUMEN DE MEDIO TIEMPO MINIMO
POR RECIPIENTE DE AUTOCLAVADO

(mt) {minutos)
25 20
50 25

100 28

250 31

500 35

1000 40

2000 48

4000 63
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4.1.8.F.b Desinfectantes comiinmente usados

La contaminacion bacterial y por hongos es detrimental en el cultivo de tejidos, los explantes
son esterilizados en soluciones desinfectantes, (24). Se presentan en el cuadro 2 los desinfectantes -
cominmente usados, con su concentracién y tiempo de exposicion requeridos para preservar los

explantes libres de contaminacién microbial.

" Cuadro 2. Desinfectantes cominmente usados en cuitivo de tejidos de plantas.

‘ TIEMPO DE
DESINFECTANITE CONCENTRACION EXPOSICION
{%}) (minutos)
Hipoclorito de calcio 9-10 5-30
Hipoclorito de sodio 05-5 5-30
Agua oxigenada 3-12 5-15
Alcohol etilico 70-95 5-15
Nitrato de plata 1 5-30
Cloruro de mercurio 0.1-1 2-10

1.8.F.c Tween 20

El Tween 20 es un surfactante, utilizado para romper la tension superficial y favorecer la

penetracién, se agrega a razdn de una gota por 50 ml de desinfectants, el ingrediente activo es el
polioxdetilensurbitanc monolaurato, con una densidad de 1.11 kg (13).

4.1.8.G Consideraciones generales -

_‘; La inclusién de fungicidas y bactericidas no es aconsejable, pudiendo tener efectos fitotéxicos
para el explante (Thurston, 1979).(28).
Algunas veces, fallas en el establecimiento del cultivo in vitro se debe a los problemas con el
: medio de cultivo. Se debe tener cuidado con los componentes usados en mayor cantidad {agar,
- axicar y agua), con el ajuste preciso de pH y con el tiempo de autoclavado. Elmeﬁom:la

|_r%,4 - - [ -
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esterilizado, debe ser retirado del autoclave para evitar el cocimiento del mismo.
El agar liquidifica a temperatura de 80 grados centigrados y solidifica a temperatura ambiente
(28).

42 MARCO REFERENCIAL
421 Ublcacién del experimento

El experimento fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia del Instibsto de Ciencia y
Tecnologia Agricolas (ICTA), el cual se encuentra ubicado en el kildmetro 21.5 de la cametora a
Amatitian, Barcena, Villa Nueva, Guatemala.

4.22 Bencilaminopurina

La 6-bencilaminopusina es una aminopunina, derivada de la adenina. El nombre comercial es
BA o BAP. Su peso molecular es de 225.26 y su formula quimica es C1zH1iNs. Pertenece al grupo de
las citocininas, y 83 muy utilizada en cultivo de tejidos, (25).

4.23 Descripcién de clones
4.2.3.A Grand Nain o Gran Enano

Bl don Gran Enano es una planta semienana de gran vigor, con pssudotalio de
aproximadaments 2.50 metros de altura, de color verde intenso y pigmentado de negro en condiciones
de alta humedad, tiene un aspecio cnico y con una fuerte tendencia a inclinarse hacia el tado del
minopmducidoporel_sobrapasodeeste. Cuando hay suficiente humedad en el suelo, y esté bre o
protegido contra vientos, conserva esa posicion sin llegar a quebrarse o desraizarse. Las hojas de
esle clon son cortas y amplias, el érea foliar es muy extensa y desordenada, con peciolos muy cortos y
robustos, los falsos entrenudos en la mayoria de las veces no se aprecian por estar tan unidos (6).

El racimo producido por éste clon es generalmente grande, de aspecto cilindrico, las manos son
muy compactas en todo el racimo, caracteristica que le da al racimo un aspecto corto y gnueso. Los
dedos son més curvos que los del clon Valery, asi mismo al madurarse el fiuto, (@ pulpe @8 un poco
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mas acuosa y menos aromatica que el Valery (6).

El cormo es grande, con sistema radicular extenso, Ias raices son gruesas y fuertes, lo que
permite anclarse muy bien al suelo, debido a eso las plantas del cion Gran Enano son poco
susceplibles al volcamiento, por lo que ha sustituido en las plantaciones comerciales de Guatemala
al cion Valery, pero en los Gitimos afios ha mostrado susceptibilidad a los cambios bruscos climéticos,
presentando malformaciones en los dedos y problemas de fruta corta, lo que causa un efecto directo
en la calidad de la fnita. Asi mismo, es muy susceptible a nematodos y a la Sigatoka negra

~ (Mycosphaerella fijensis). (3)

4.23.8 Valery

Este don desplazd al clon Gros Michel a finales de la década de los 60, debido a que las
plantaciones comerciales mas importantes del mundo (Gros Michel) fueron eliminadas por la
enfermedad Mal de Panama causada por (Fusarium oxisporiurn), aunque Valery es mas susceptible a
la Sigatoka, 8s controlable a un costo variable pero econdmico, en cambio para el Mal de Panama, no
hay control econdmico conocido, describe Soto (26).

El clon Valery es una planta semigigante, con pseudotallo pigmentado de negro, de 2.90 a 3.20
metros de altura, medianamente robusto, con hojas mas largas y més angostas que las de Williams y
Gran Enano, los peciolos son cortos y robustos pero més largos que los de Gran Enano. El racimo es
largo, las primeras mancs se encuentran mas separadas unas de otras, los dedos se encuentran mas
0 Menos rectos en hilera intema y curvos an la externa.

Segun Contreras (6), el periodo de emergencia de la planta hasta floracion es de
aproximadamente 168 dias y de la floracion a la madurez fisioldgica es de 133 dias y el ciclo total esta
comprendido en 302 dias, aproximadamente.

El clon Valery es altamente resistente al Mal de Panamd, pero muy susceptible a nematodos.
En México es uno de los clones de mayor importancia comercial. Es una planta que, hasta cierto limite,
tiene amplic poder de adaptacion en variados tipos de suelos. Soporia con mayor ventaja periodos
prolongados de sequia y excesos de humedad, caracteristicas que representan su aceptable calidad y
resistencia al manejo (6).
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4.23.C Williams

Este clon presenta una altura intermedia, siendo superior a Gran Enano y menor que Valery.
Tolera temperaturas més bajas, se adapta bien a las regiones frescas y a la mayoria de los suelos. (3).

El clon Williams ha sido recientemente introducido a nuestro pais, cubriendo dreas muy
pequefias en las plantaciones comerciales, mostrando muy buenas caracteristicas en produccién y
calidad de fa fruta.

Boche (3), determind que el porcentaje de fruta de primera calidad en & clon Williams es
superior al clon Gran Enano, asi también, el indice de curvatura de dedos y distanciamiento entre
manos es superior a Gran Enano, por o que puede esperarse mejor aprovechamiento de la fruta
debido a que estos dos factores influyen en la calidad para exportacion.

424 Micropropagacién en muséiceas

Lopez (18), en el Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas, Barcenas, Villa Nueva,
M,mlﬂodehdodedﬁmanbsnimlesdeBAPbajodosmétmmnW
sobre los cultivares de pidtano Cuemos y Hembra. Pamsuefecto.seuﬁlizéainndbms.dud,m
la fase de inciacion se suplementd con 1 mgA de bencilaminopurina, 2.5 g/l de agar mas 500 mg/l de
carbon activado. Para la fase de muitiplicacion se utifizaron diferentes niveles de bencilaminopurina,
siendo: 2, 3, 4 y 5 mgi, adicionando af medio, ademds, 2.5 g/l de Phytagel como solidificador, bajo ia
metodologia descrita por el Fondo Hondurefio de Investigacion Agricola (FHIA) y la desarroliada en
Taiwan, por el Instituto de Investigacion del Banano. Sobresaliendo la metodologla taiwanesa con un
promedio de .5 brotes para el cultivar Cuemos, y nueve brotes para el cultivar Hembra. Con la
metodologia propuesta por el FHIA se obtuvo una media de 4 brotes para el cultivar Hembra y 4.5 para
el Cuemos.

En Brasil, Alves (1) utilizé explantes de cinco milimetros cibicos provenientes de yemas
laterales de banano Prata (AAB). Fusron establecidos con 28 dias de incubacidn en un medio MS
suplementado con cinco miligramos por litro de BA. Posteriormente fueron trasladados a un nuevo
medic de multiplicacién con distintos niveles de BA (2.5, 5.0 y 7.5 mg/l). Fueron obtenidos de dos a
cualro brotes por cada explante utiizando 2.5 mgi de BA. Los brotes fueron inducidos a
enraizamiento con la mitad de la concentracion de sales minerales del medio MS, complementado con
0.1, 1.0 y 5.0 mgA de &cido indolbutirico (AIB) y 0.25% de carbén activado. Los enraizamientos
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ocurrieron después de siete dias con cinco miligramos por litro de AIB.

Ramirez (20), micropropagé apices meristematicos de dos cultivares de platano, el FHIA-21 y el
Criollo. Para el efecto utilizd el medio de iniciacién MS con un miligramo por litro de BA, mas 600 mg/
de carbdn activado. En la etapa de multiplicacién aumenté el nivel de BA a cinco miligramos por litro y
para el medio de enraizamiento eliminé los reguladores, siempre utilizando medio MS y solamente
adiciond 600 mgfi de carbdn activado. Los resultados que obtuvo fueron de 5 brotes para el cultivar
FHIA-21 y 4.5 brotes por explante para el Criollo. '

Los investigadores Chen y Lin (31) obtuvieron plantas de banano Giant Cavendish, originadas
de brotes adventicios, utilizando el mismo medio descrito por Lee y Hwang, solo que cambiaron la
citocining, ya que en lugar de BA utilizaron dos miligramos por litro de cinstina. Alrededor de cinco a
diez brotes proliferaron por cada explants, después de seis a ocho semanas de incubacion a 25
grados centigrados.

Ovalle (19), micropropagé plantas de platano del clon Criolio Amarillo. Dicha investigacion fue
realizada en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricolas, ubicado en
Barcenas, Villa Nueva, Guatemala. Para su efecto, se utilizd el medio basico MS complementado con
diferentes niveles de BAP, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0 y como testigo 0 mg/l de BAP. Bajo las condiciones en que
se trabedd se obtuvo una tasa de profiferacion de 2.64 brotes con el nivel de 3.0 mgA de BAP.

Vuyisteke (32), micropropagd apices meristematicos del cultivar de banano “Nzizi*. Para el
efecto ulilizd los siguientes tratamientos: 4.5, 11.26, 22.53 mg/ de BAP, estableciendo los explantas
intacto, aplicando un cuarto tratamiento con 4.5 mgA de BAP, con la diferencia de que se hirid
longitudinaimente, rompiendo la dominancia apical. Obteniendo los siguientes resultados, 5.7, 14.9,
16.7 y 16.7 brotes por explante.
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5. OBJETIVOS
General
Determinar cual es el nivel de bencilaminopurina (BAP) que produce el mejor efecto sobre las

principaiasvariabiesderespuestaparalapmpagadén:hvﬂmdelosdonesdebanaﬁoGranEnam,
Valary y Williams.

Especificos

a) CumﬂﬂcarelnﬁmerodebmtesinduddospordiferentesnivelesdeBAP,paralqsbasdnnesen
estudio. |

b) Madir la altura de brotes inducidos por diferentes niveles de BAP, para los tres clones en estudio.

¢) Establecer el vigor de brotes inducidos por diferentes niveles de BAP, para los tres clones en
estudio.
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6. HIPOTESIS
a) Al menos un nivel de BAP induce una mayor proliferacion de brotes para cada clon en estudio.
b) Al menos un nivel da BAP induce una mayor altura de brotes para cada clon en estudio.

c) tharmunrﬁveldeBAPinduoeunmayorvigordebmtesparacadacIonenmio.
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' 7. MATERIALES Y METODOS
7.1. Localizacion del experimento

La presente investigacion fue realizada en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Ciencia y Tecnologia Agricolas (ICTA), ubicado en el kilbmetro 21.5 de la carretera a Amatitian,
Barcena, Villa Nueva, Guatemala.

7.2. Material experimental

Para el efecto de la investigacion se selecciond en el campo el material vegetal de ios clones
Gran Enano, Valery y Williams, procedentes de la zona bananera del norte del pais, en el
departamento de lzabal.

7.3. Equipo e insumos

- Pala

- Cuchilio

- Jabdn neutral

- Beaker

- Pulverizador-

- Hipodiorito de sodio al 5.2 y 3%

- Agua destilada estéril

- Tubos de cultivo de 25 x 150 mm

- Recipientes de cuitivo tipo Magenta”
- Reactivos quimicos

- Cajas petri de aluminio

- Dos juegos de pinzas

- Dos juegos de mango y hoja de bisturi
- Potenciémetro

- Autoclave

- Balanza anatitica
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- Magnetos

- Dispensador manual de medios
- Cémara de flujo laminar

- Mechero

- Pipetas seroligicas

7.4. Niveles de bencilaminopurina evaluados

Se utilizb como medio bésico el de Murashige y Skoog (MS), con niveles de bencilaminopurina
de fres, cuatro, cinco, seis y siete miligramos de BAP por litro.

1.5. Tratamientos

Los tratamientos fueron determinados por los cinco niveles de BAP, los tratamientos evaluados
fueron cinco, con 10 repeticiones cada uno, sumando un total de 50 unidades experimentales por clon.
Cada cion fue trabajado en un experimento separado. Ordenéndose como se observa en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Tratamientos considerados en la investigacién.

NUMERO DE BAP
TRATAMIENTO CLON (mg/i)

Wiltiams
Williams
Williams
Williams
Williams

O bhwh =
~NHh b w

Valery
Valery

Valery
Valery
Valery

Ut W —
~N YW

Gran Enano
Gran Enano
Gran Enano
Gran Enano
Gran Enano

N bWk -
~N M b W

7.6. Diseiio Experimental

El disefio experimental que se utilizd en la investigacion fue bloques &l azar, cada blogue o
constituyd un dia de trabajo, equivalente a una repeticion por dia, durante diez dias.

7.7. Unidad Experimental

La unidad experimental la constituy6 un recipiente de cultivo tipo Magenta de 6.25 x 6.25 x 10
centimetros, en ef cual se pusieron 50 mililitros de medio de multiplicacion.

7.8. Variables de respuesta

Para cada clon, como un experimento separado, se evaluaron las siguientes variablas:
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7.8.1. Namero de brotes

Para la toma de datos se realizd un subcultivo cada 21 dias, contando el nimero de brotes total
por subcultivo, hasta subcultivar tres veces el material. Para obtener el nimero de brotes del
subcuitivo uno, se dividid el total de brotes por unidad experimental de cada tratamiento entre
expiantes iniciales por unidad experimental de cada tratamiento; para obtener el numero de brotes del
subcultivo dos, se dividio el total de brotes por unidad experimental de cada tratamiento entre el total
de brotes por unidad experimental de cada tratamiento del subcultivo uno; para cbiener el nimero de
brotes del subcultivo 3, se dividio el total de brotes por unidad expenmental de cada tratamiento entre
ol total de brotes por unidad experimental de cada tratamiento del subcultivo dos. Para determinar el
nimero de brotes por tratamiento de cada clon, se sumaron los valores obtenidos por subcultivo y se
dividieron entre tres.

7.8.2. Altura de brote

En cada subcultivo se midié la altura por brote en cada unidad experimental de tratamiento,
_pm‘autablooerlareladénentmaltumynﬁmmdebmﬁes. Para el efecto se midié de la base del brote
a la unién de las hojas superiores.

7.8.3. Vigor de brote
En cada subcuitivo se observé el vigor de brote de cada unidad experimental por tratamiento,

para determinar la relacion entre nOmero, altura y vigor de brote. Esta vanable se reporté a criterio
personal de acuendo a la siguiente escala:

VIGOR DE BROTE VALOR EN LA ESCALA
Deébil 1
Vigoroso 2
Muy vigoroso 3
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7.9. Manejo del experimento

En esta investigacion se evaluaron cinco niveles de BAP en los clones Gran Enano, Valery y
Williams, cada clon fue evaluado independientemente, en cada clon se realizd la fase de iniciacion,
previo a montar el ensayo en si, a manera de eliminar los riesgos de perder datos en su
establecimiento a causa de contaminacion por bacterias endégenas presentes en el material vegetal
procedente del campo.

7.9.1. Selaccién del material vegetal

En el campo se seleccion6 el material vegetal que se utilizdé como explante, que consistié en
obiener preferentemente hijos de espada, con una altura entre 50 y 70 centimetros, obtenidos de
comnos de plantas madre vigorosas que no mostraron sintomas de enfermedad. Una vez se recolect
el material, se procedio a eliminar parte del pseudotalio y a su traslado al laboratorio, fratando de
mantenerio en condicion fresca.

7.9.2. Desinfeccién del material experimental

SeprocediéaIavarlosconnosconaguacorﬁanﬂeyjabénneuﬂalyadimmmmica&
Posteriomente se eliminaron las vainas foliares hasta lograr reducir los cormos a dimensiones de
cinco centimetros de didmetro por cinco centimetros de largo, ésta actividad se realizd fuera del
laboratorio. E!mterialabtenidoseingreséallaboratoﬁoendondeseoonﬁnwmelmde
desinfeccitn en la forma siguiente:

- Inmersién de los explantes, durante 15 minutos, con agitacion constante, en cloro comercial (5.2%
de hipoclorito de sodio), al cual se le adicionaron gotas de Tween 20, a raz6n de una gota por cada
50 mi de cloro.
- Con la finalidad de efiminar los residuos de cloro, se procedio a lavar con agua destilada estéri,
tres veces consecutivas, por un tiempo de cinco minutos, con agitacion constante.
Bajo todas las medidas de asepcia, se introdujo el material a la cadmara de flujo laminar, donde
88 procedio a eliminar otras capas, hasta lograr una dimensidn del explante de dos centimetros de
diametro por dos centimetros de largo, conteniendo parte del cormo, asl también vainas foliares
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envolventes del meristemo. Finalmente, se sometié a una segunda desinfeccion dentro de la camara
de fiujo laminar, de la siguiente manera:

- Inmersion en hipociorito de sodio al 3%, durante 10 minutos, con agitacién constante.
- Tres lavadas con agua destilada estéril.

Una vez desinfectado el material, se colocd el explante sobre una caja petri de aluminio y, con
ol uso de bisturi y pinza, se procedié a remover capa por capa del explante, tomando las medidas de
asepcia, 08 explantes fueron reducidos para su siembra hasta una porcién de un centimetro cibico.

Cada uno de los apices, conforme fueron llevados a las dimensiones requeridas, se sembraron
en o medio de iniciacion que a continuacion sa detalla:

7.9.3. Fase de Iniclacién

Los apices se sembraron en tubos de cultivo conteniendo el medio basal de Murashige y Skoog
(1962), suplementado con dos miligramos de BAP por litro, mas dos gramos de Phytage:[R por litro.
Los explantes fueron incubados en el cuarto de crecimiento bajo las siguientss condiciones:

- Intensidad luminica: 1,000 lux.
- Fotoperiodo: 16 horas de Juz por 8 de oscuridad.
- Temperatura: 25+2 grados centigrados.

7.9.4. Fase de muttiplicacién

Después de 21 dias, los épices meristematicos presentaron una coloracidn verde, aumentaron
de didmetro basal y presentaron dominancia apical. Dichas caracteristicas indicaban que estaban
apropiados para cortarse longitudinalmente en dos. Pravio al corte simétrico, se retiré una capa del
explante, cada parte fue tomada como un nuevo explante, que se sembrd en un medio basal
Murashige y Skoog (1962), suplementado con diferentes niveles de bencilaminopurina (3, 4, 5,6y 7
mg/) y dos gramos de gelificante Phytaget” por litro.
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Las condiciones de incubacion en el cuarto de crecimiento fueron las siguientes:
- Intensidad luminica: 3,000 lux.
- Temperatura: 2542 grados centigrados.
- Fotoperiodo: 16 horas luz y 8 de oscuridad.
Posteriormente, se hicieron tres subcultivos, realizados cada 21 dias. Al término de cada
subcultivoseprocediéalatomadedatosytmsladarlosexplantesengruposdeza3bnotesaun

medio fresco de Murashige y Skoog (1962) con igual concentracidn de BAP al que tenian en el medio
del cual provenian.

7.9.5. Toma de datos

Cada 21 dias, a partir de la siembra en el medio de multiplicacién, se anoté, para cada unidad
experimental, el nimero y altura de brote, asi como también su vigor.

7.9.8. Anilisis estadistico
Eanéﬁsisdebsdabsdahsvaﬁabl&sn&nmdebrdesyaﬂumdemmespaamdadmse
hizo utilizando el modelo correspondiente al disefio bloques al azar, modelo que a continuacion se
presenta:
YEu+Ti+B+E

. Donde:

Yj = Variable respuesta de la j-ésima unidad experimental

¥ = Efecto de la media general

Ti = Efecio del /4simo nivel de bencilaminopurina

B; = Efecto del Hésimo blogue

Ei = Enbrexpaﬁmntalasociadoalaﬁ-ésimaunidadaxpeﬁmental
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En el caso de la varable vigor de brotes se realizd un andlisis de varianza de dos
clasificaciones por rango de Friedman. Para la comparacion de medias de los tratamientos, se utilizé
la prueba de Duncan al 10%.

Para cada uno de los clones en el caso de la variable ndmero de brotes se practicd una
regresion cuadrética que predice el tratamiento con el cual se obtiene el mayor nimero de brotes por
explante.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. CLON GRAN ENANO

8.1.1. NGamero de brotes

El andlisis de varianza para la varable nimero de brotes no presenté diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos aplicados (cuadro 4), lo que indica que los
diferentes niveles evaluados de bencilaminopurina (BAP), afectaron similarmente en cuanto a la
brotacion. * El clon Gran Enano para ser micropropagado se puede utilizar cualquiera de los
tratamiantos evaluados. El tratamiento con 4 mg/l de BAP present6 el me]or comportamiento en
cuanto al nimero de brotes por subcultivo (3.69), 0.71 brotes por encima del tratamiento con 6 mgh
de BAP (2.88), el cual se comporté deficientemente en base al resto de tratamientos en relacion a
la variable nimero de brotes por explante, seguin las medias aritméticas, los tratamientos con 7, 5,
3 mg/l de BAP, se encuentran por debajo del tratamiento con 4 mg/t de BAP, en ese mismo orden,
con diferencias de 0.03, 0.22 y 0.5 brotes, respectivamente.

CUADRO 4. Andlisis de varianza para la variable nGmero de brotes para el clon Gran Enano.

FUENTEDE | GRADOS DE SUMADE |CUADRADOS Fc Pr>Fc
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS
Bilogues 9 5.00 0.55 0.82 0.5979
Tratamientos 4 3.75 0.94 1.38 0.2562
Error 36 24.27 0.67
Total 49 33.02
Fc = F cailculada.

Pr > F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada
ns = No existe diferencia significativa.

En el cuadro 5 se presentan las medias para la variable nimero de bmtes por cada
tratamiento de BAP. El nimero de brotes obtenidos por explante fue satisfactorio para el clon Gran
Enano, ya que de acuerdo con la Fundacion Hondureia de Investigacion Agricola (FHIA) (8), ta |
tasa de muittiplicacién para otros cultivares de banano y pidtano oscila entre dos a cuatro brotes por
expiante, utilizandose una concentracion de 5 mg/l de BAP. Con el clon Gran Enano ge obtuvo
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3.58 brotes por explante, subcultivado con el tratamiento de 4 mg/l de BAP, obteniéndose buen
ndmero de brotes por subcultivo y con una concentracién de BAP por debajo de Ia utilizada por la
FHIA, ya que se logrd reducir ésta, en un 1 mg/l de BAP, caracteristica que le da relevancia a los
resuttados de la investigacion, ya que la concentracién de bencilaminopurina esta directamente
relacionada con el grado de mutabilidad posible a darse.

En la figura 1 se puede observar |a tendencia a seguir por tos tratamientos evaluados, con
respecto al nimero da brotes obtenidos por explante y en cada subcultivo por nivel de BAP, donde
se puede apreciar que con 3 a 4 mg/l de BAP, presentd un incremento en el nimero de brotes, en
,hsduspostenoreslncrementosdalaconcenmondeBAP 5 y 6 mgfl, se observd una
declinacion en el nimero de brotes, el cual finalmente tendié a subir nuevamente con la aplicacion
def tratamiento con 7 mg/t de BAP. De acuerdo con los resultados obtenidos, con base en los
niveles evaluados, el clon de banano Gran Enano, no tiene una concentracion adecuada, ya que
'segun el andlisis de varianza practicado, todos los tratamientos son iguales, pero con base en las
madias, el tratamisnto con 4 mg/ de BAP, obtuvo una respuesta, sobre la cual &l nimero de brotes
no pudo ser incrementado, con la utilizacion de concentraciones mayores a esta.

Cuadro 5. Medias para la variable nimero de brotes para el clon Gran Enano.

BAP NUMERO DE BROTES
(mgil)

4 3.59

7 3.56

5 3.37

3 3.09

6 2.88

Si analizamos el nimero de brotes por explante de los tratamientos con 4 y 3 mgfl de BAP,
la diferencia de 0.5 brotes, estadisticamente no es significativa. El cuadro 6 nos permite visualizar
la importancia del nimero de brotes por nivel de BAP, donde, se proyecta teéricaments, del cuarto
hasta el octavo subcultivo, ya que dentro de la investigacion dnicamente se trabalaron los tres

pameros subcultivos, oﬂocuadmaealaboréoonmderandohastaunoctwosuboulﬁvo :nqunlon S
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los que normalmente se realizan en la micropropagacion masiva de banano, a partir de un explante

inicial.

3.5

25

1.8

BROTES POR SUBCULTIVO
N

Figura 1. Namero de brotes por subcultivo para el clon Gran Enano, segtin nivel de BAP.
Nota: Los subcultivos se realizaron cada 21 dias.

M

—

BAP {mgfl)

Cuadro 6. Progresién tedrica del ndmero de brotes para cada nivel de BAP para el clon

Gran Enano.
BAP |TAsa | SUBC. |suBcC.| suBC. | SUBC. | SUBC. | SuBC. | SuUBC. | SuBcC.
1 2 3 4 s 6 7 8
(mgh) _
4 3.89 .60 1284 46.57 168 03 2170 7888 20008
T 3.58 3.8 ‘Ilfg 45.28 182 [ 14 ] 2060 mr_ - M7
5 3.3_7_ 337 1138 38.44 130 433 1478 4008 1834
3 300 | 309 2.50 291 2 286 884 P1r:) a6
[ ] 88 2.88 8.34 24.08 70 201 580 1478 44

SUBC. = subcultivo
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Ei andlisis de varianza de la regresion entre los niveles de bencilaminopurina, con3 4y5
mg/l de BAP, y su respectivo nimero de brotes, mostré que existe alta significancia, tanto para el
componente lineal como para el cuadratico (cuadro 7), lo cual nos indica que existe un modelo que
ajusta una regresién cuadratica. El modelo encontrado para la regresién cuadratica, de acuerdo
con ef cuadro 8, es el siguiente:

NGmero de brotes = 1.619BAP — 0.187BAP?

Cuadro 7. :Anélisls de varlanza de la regresi6n cuadréitica entre niveles de BAP y nimero .
de brotes, para el clon Gran Enano.

FUENTEDE |GRADOSDE| SUMADE | CUADRADOS Fc PrFc
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS | MEDIOS
Modelo 2 339.10 169.55 209.57 | 0.0001*
Lineal 1 329.01 329.01 406.66 | 0.0001*
Cuadritico 1 10.09 10.09 12.47 0.0015**
Error 28 22.65 0.81
Total no corregldo 30 361.75
R-Cuadrado= 0.9374 . CV.=2679

** = Existen diferencias altamente significativas

- Cuadro 8. Pardmetros estimados y pruebas de T para la regresion cuadratica entre niveles
- de BAP y nimero de brotes, para el clon Gran Enano.

T Para Ho: Pr> valorde T | Error Estandar
Parémetro Estimado Parametro=0 absoluto del Estimado
Linecal 1.618672912 6.97 0.0001 0.23216221
Cuadritico -0.186918334 -3.53 0.0015 0.05292843

Segln la regresién cuadratica practicada entre los niveles de BAP y la van'ablé namerc de
brotes, podemos observar la tendencia a seguir en el grafico de lineas (figura 2), prediciéndose
que el tratamiento con 4.3 myg/l de BAP es con el que se obtiene el mayor nimero de brotes, con
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3.51 brotes por explante.

3.55

3.5

3.45

34 /

3.35

NUMERO DE BROTES

3.3 ¥ T 1 L) 1 L] Ll L L] 1 L L] L L} L}

35 38 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 49 S
BAP (mg/l)

" Figura 2. Regresitn cuadratica entre niveles de BAP y niimero de brotes, para ef clon
Gran Enano.

8.1.2. Altura de brotes

El comportamiento de los tratamientos respecto a la variable altura de brotes fue muy
similar, es decir, no hay efecto de los tratamientos en lo que respecta a esta variable.
Estadisticamente los cinco tratamientos son iguales, debido a que no hubo dihrmda significativa
para tratamientos en ef andlisis de varianza (cuadro 9) practicado a los datos obtenidos de la
variable altura de brotes.




Cuadro 9. Anélisis de varianza para la variable altura de brotes para ¢l clon Gran Enano.

k1]

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS Fc Pr>Fc
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS
 Blogque 9 2.10 0.23 1.42 0.2169
Tratamientos 4 0.63 0.15 0.94 0.4512
Error as 6.10 0.16
Total 49 8.80
F¢ = F calculada.

Pr > F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calkculada.
ns = No existe diferencia significativa.

En ol cuadro 10 se presentan las medias de la variable altura de brotes en funcion de los
distintos tratamientos aplicados. La altura de brote que se obtuvo en los tratamientos aplicados en
la fase de muitiplicacion del clon Gran Enano es baja, comparativamente con los resultados
obtenidos por Ramirez (20), en micropropagacion de pldtano, evaluando los materiales FHIA 21 y
Crioilo, con la concentracion de BAP que normalmente se utiliza a nivel comercial, 5 mgfl de BAP,
citando 2.8 y 3.9 centimetros, respectivamente. El clon Gran Enano alcanzd una altura de 1.6
centimetros con el tratamiento 4 mg/l de BAP, aparentemente, resultan ser mejores los resultados
obtenidos con los materiales FHIA 21 y criollo, con la diferencia de que en el clon Gran Enano
dicha altura se obtuvo con una concentracién de 1 mgft de BAP menor a la utilizada por éstos,
caracteristica que le da relevancia al estudio, puesto que de esta manera reducimos en cierta
manera las probabilidades de aparecimiento de mutantes y también los costos en la utilizacién del
regulador de crecimiento. La altura de brotes, es una variable que no representa' mayor
importancia dentro del estudio, en la fase de multiplicacién, puesto que la podemos mejorar dentro
de la fase nueve, la cual consiste en reducir la concentracién de bencilaminopurina a 2 mgfl, a
manera de disminuir la fase multiplicativa de brotes e inducir mayor desarrolio en altura y asi poder
prepararias para la fase de enraizamiento donde entran a funcionar las auxinas. |
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Cuadro 10. Medias para la variable altura de brotes para el clon Gran Enano.

BAP ALTURA DE BROTES
. (mg/) (cm)

1.6

1.4

1.4

1.3

1.2

~ |on (W [ |

En la figura 3 se puede observar la tendencia a seguir por la variable situra de brotes,
segun los diferentes niveles de bencilaminopurina evaluados. Dicho grafico no manifiesta mayor
variacidn con la aplicacién de los tratamientos 3 y 4 mg/l de BAP, presentando un leve incremento
enaitma.alwalﬁendeabajarconla concentracion 5 mg/l de BAP, un posterior incremento en la
concentracién de BAP a 8 mg/l, produjo igual altura de brote que el tratamiento con 3 mgn de BAP,
paraﬁnalnwnteponersepordabajadetodoslostratamiantoscnnla&oncantmdénda?mgﬂde ,
BAP. La tendencia general que se observa en el grifico es que a mayor cantided de BAP
aplicada menor es |a altura de brotes.
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Figura 3. Altura de brotes al final del tercer subcuiltivo para el cion Gran Enano, segin nivel
' de BAP

8.1.3. Vigor de brote

La BAP presenté un buen efecto scbre el comportamiento de la variable vigorosidad,
obteniendo en todos los tratamientos aplicados, 5, 6, 4, 3 y 7 mg/l de BAP, brotes con aparniencia
vigorosa, debido a que obtuvieron los siguientes valores dentro de la escala de vigor, 3.4, 3.15,
3.00, 2.85 y 2.50, respectivamente, situandolos entre vigorosos a muy vigorosos.

Mediante el andlisis de varianza por rango de Friedman realizado (cuadro 11) se puede
establecer que no hay diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, lo cual nos indica
que los mismos presentan valores similares, estadlsticamente. En el cuadro 12 se presentan las
medias de tratamientos para la variable vigor de brotes en funcién de los distintos tratamientos.
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Cuadro 11. Anilisis de varianza por rango de Friedman para la variable vigor de brote para
el clon Gran Enano.

FUENTEDE | GRADOSDE | SUMADE |CUADRADOS Fc PrFc
VARIACION | LIBERTAD |CUADRADOS| MEDIOS |
| Blogue 9 0.00 0.00 0.00 1.00 pe
|- Tratamientos 4.35 1.08 0.54 0.71 mm
Eror 36 73.15 2.03
Total 49 77.50
Fc =Fcalculada. = |

Pr > F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada.
ns = No existe diferencia significativa.

En términos generales se puede decir que todos los tratamientos fueron satisfactorios en
cuanto a su vigor, para los diferentes niveles de BAP, caracteristica que adquiere relevancia a
1 nivel comercial en la micropropagacién masiva det clon Gran Enano, ya que es posible oblener un
- lote de brotes atractivos con calidad uniforme.

En ia figura 4 se presenta el comportamiento de la variable vigor de brotes en funcién de los
distintos niveles de BAP aplicados, el incremento en la concentracién de BAP a 4 mgh de BAP
produjo el mismo efecto que 3 mgft de BAP, posteniormente se observd una leve tendencia a
mejorar el vigor de brotes con el tratamiento 6 mg/l de BAP, vigor que se afecta con la aplicacion
del tratamiento 6 mgA de BAP y, mas aln, se ve afectado bruscamente con el incremento de la
concentracidon a 7 mgil de BAP.

Cuadro 12. Medias para la variable vigor de brote para el clon Gran Enano.

(:12:) VIGOR DE BROTES
' 5 3.40
6 3.15
3 2.85
4 3.00
7 2.50

* Escala de vigor de brotes: 1-Débil 2-vigoroso 3-muy vigoroso

B
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VIGOR DE BROTES
(0

15
1
0.5
o L} T | I
3 4 5 6 7
BAP (mg/l)

" Figura 4. Vigor de brotes al final del tercer subcultivo para el clon Gran Enano, segun nivel
- de BAP,

NOTA: t-déhil 2-vigorosa 3-muy vigoroso

8.1.4. Relacién entre numero, altura y vigor de brotes

Segun el andlisis estadistico que se le realizé a cada una de las variables de respuesta,
todos los tratamientos tienen un efecto igual sobre el comportamiento de las mismas, en vista de
ello, se debe optar por elegir el tratamiento que represente mencs costo segtin los promedios de
tratamientos.  El tratamiento con 4 mg/l de BAP, fue el que se comporté mejor, con respecto a la
variable nimero de brotes (3.59), caracteristica muy importante para el estudio del clon, en cuanto
a vigor obtuvo resultados de vigoroso, es decir, presentd un vigor normal, en relacién a la altura de
brotes sobresalié ante los demas tratamientos. Debido a que el nivel de BAP utilizado en este
tratamiento es menor que el utilizado normalments en forma comercial (5 mg/A de BAP), es una
buena alternativa para propagar este clon, ya que no sblo produce una mayor tasa de
multiplicacion sino que también, probablemente, una menor tasa de mutaciones al cabo de ocho
subcuftivos, debido a que existe una relacion entre el nivel de BAP, nimero de subcultivos y-tasa
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de mutaciones. Cuanto mayor es el nivel de BAP y el nimero de subcultivos, mayor es la tasa de
mutaciones. Con el tratamiento de 7 mg/l de BAP se observé que presenté un valor alto en cuanto
a su nimero de brotes y bajo en relacion a vigor y altura de brote, en relacién a esta Uitima variable
no se le resta importancia pero no es tan determinante en los resultados, ya que este parémetro se
puede mejorar en la fase de enraizamiento. El tratamiento con 6 mgfl de BAP obtuvo una buena
altura de brote, asi también su vigor es aceptable, con una diferencia de 0.71 brotes del
tratamiento con 4 mg de BAP por litro, se califica como bueno, con {a unica salvedad, de que 0.71
brotes en cientos de explantes por subcultivo, son miles de plantulas de banano (cuadro 6).
Posiblemente tenga un mayor porcentaje de mutaciones que e} tratamiento con 4 mg#t de BAP.




8.2. CLON WILLIAMS

8.2.1. Nimero de brotes

La variable nimero de brotes fue objeto de un andlisis de varianza a partir de los registros
obtenidos en la toma de datos {cuadro 13), definiendo el efecto de los cinco tratamientos como
similares, ya que no mostrd significancia con respecto al nivel establecido de 5%. La
bencilaminopurina (BAP), tuvo efecto en la proliferacion de brotes. Segun las medias de
tratamientos para la variable nimero de brotes (cuadro 14) , el tratamiento 6 mg/l de BAP alcanz0
el mas alto valor en la induccion de brotes, con 4.25 brotes, asi mismo, se presenta, en orden
descendente, el comportamiento ds los tratamientos 7, 4, 3 y 5 mg/t de BAP con 3.58, 3.49, 3.44, y
3.38 brotes, respectivamente. La diferencia entre los tratamientos 6 y 5 mg/l de BAP es de 0.87
brotes, considerados estadisticamente iguales, pero si observamos el cuadro 15, el cual muestra
una progresidn del numero de brotes por nivel de BAP, donde se proyectd tedricamente, del
cuarto al octavo subcultivo, ya que la investigacion, comprende los primeros tres subcuitivos,
considerando en total, los ocho subcultivos que normalmente se realizan a nivel comercial,
partiendo de un explante inicial en la micropropagacién de banano, tenenos que al final de seis
meses, subcultivando cada 21 dias, obtendremos una diferencia de 90,452 brotes entre los
tratamientos 8 y 5 mg/l de BAP, segun la progresién y sin considerar la contaminacién.

Cuadro 13. Anélisis de varianza para la variable nimero de brotes para el clon Williams.

FUENTE DE | GRADOSDE | SUMADE |CUADRADOS Fc Pr>Fc
VARIACION | LIBERTAD |CUADRADOS| MEDIOS
 Blogques 9 7.88 0.87 0.83 0.5922
Tratamientos 4 5.05 1.26 1.20 0.3281 1
Emor a6 37.92 1.05
Total 49 50.85
Fc = F cakulada.

Pr > F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada.

ns = no existe diferencias significativas.

El nimeto de brotes alcanzados con los diferentes tratamientos para el clon Wiliams es
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satisfactorio, ya que de acuerdo con Ovalle (19), la tasa de multiplicacion para el cultivar de
platano Criollo Amarillo es 2.64 brotes por explante con una concentracion de 3 mg/l de BAP.

A pesar de que el analisis de varanza no mostrd significancia entre tratamientos, la
bencitaminopurina tuvo efecto en la induccidn de brotes y segiin las medias de tratamientos, con
el clon Williams se alcanzé un maximo en relacién al nimero de brotes con el tratamiento 6 mgh
de BAP, pero con base en la experiencia obtenida et Laboratorio Agricola Comercial Xantogua’.
recomienda que la concentracion de la BAP a utilizar no debe exceder de 5 mgil, debido a que
niveles superiores a éste, incrementan las probabilidades de incidir en un mayor nimerc de
piéntulas mutantes, por tal razdn, el tratamiento con 4 mg/l de BAP, se considera como la mejor

altemativa para uso inmediato, ya que produjo 3.49 brotes por explante, por encima de la tasa de |

multiplicacién que alcanzd Ovalie con el clon Criollo Amarilio y con una concentracion menor a la
utiizada nommalmente.

Cuadro 14. Medias para ia variable nimero de brotes para el clon Williams.

(::::l NUMERO DE BROTES
6 4.25
7 3.58
4 349
3 3.44
. ' 5 3.38

',Eweviunp«sonalmencmgmddLabmﬂoﬁhﬁyioohComadanmogm.

é‘ﬂ' i Lo




Cuadro 15. Progresién tedrica del nimero de brotes para cada nivel de BAP para el clon

Williams.
BAP Tasa | Subc. | Subc. | Subc. | Subc. | Subc. | Subc. | Subc. | Subc.
1 2 3 4 5 6 7 8
(mgh)
[ ] 428 425 18.12 T7.14 328 1398 5981 25338 wne |
T 3.58 3.58 12.88 48.22 158 585 237 7570 2159
4 348 349 12.18 42.50 143 518 1807 §308 22009
3 244 3.44 18 | 4102 142 = - s | 3004
§ 3338 33 11.48 38.92 132 “7 1515 38 17401
Subc.= Subcultivo

En ia figura 5, el gréfico de lineas presenta la tendencia a seguir por la variable nimero de
brotes, segun los niveles de BAP aplicados, observandose con la aplicacion del tratamiento 4 mg/l
de BAP, un leve incremento en el nimero de brotes, a partir del obtenido con el tratamiento 3 mg
de BAP, seguidaments, con el aumento de la concentracion a 5 mg/l de BAP, se mantiene astable,
posteriormente se observd un incremento en brotes con la aplicacion del tratamiento 6 mgi de
BAP, que al final tiende a bajar con el tratamiento 7 mg/l de BAP.

4.5

4
35
3

25
2
15
1

BROTES POR SUBCULTIVO

0

BAP (mg/l)

Figura 8. Namero de brotes por subcuitivo para el clon Willlams, segun nivel do BAP
NOTA: los subcultivos se hicleron cada 21 dias.




_cund'éﬁca de acuerdo con el cuadro 17, eselslgwante

Nimero de brotes = 1.209BAP — 0.096BAP?

a7 -

'Elanéhsmdavanmza delaregresiénentrelosnivelesdebandlamhopwinh con §, syq

..ut: -

| ‘oompomnome lineal y significancia para el oounpanente cuadrético (cuadro 18), i cual nos indica
quomdﬂeunmodebquaajuﬂaunemgreméncuadréﬂca Elmodeloenomtradomhm

Cuadro 18. Aniliisis de varianza de la rcgmién cuadritlca entre nivaln chBAP y M

** =. Existen diferencias altamente significatives

* = Existen diferencias significativas

Cundro 17. Parimetros estimados y pruebas de T para la regresién cuadrﬁca .nln nlm

de BAP y niimero de brotes, para sl clon Williams.

de brotes, para sl clon Wllllams
| FUENTEDE |GRADOSDE| SUMADE | CUADRADOS Fc | ProFe
: VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS SR R
Modelo 2 421.88 210.94 14360 | 0.0001%
Lines! 1 415.59 41559 | 283.00 m1-
- |Cundritico 1 6.20 6.29 428 onmr-
| Eor 28 41.11 1.47 .
Total no corregido 30 462.99
R-Cuadrado= 0.9112 C.V.=32.35

‘ | T Para Ho: Pr>valorde T mm P
Linesl 1.208327667 418 0.0003 020082510 |
~ Cuadritico | -0.095633211 2,07 00478 | . 0.04620513

Segin la regresion cuadrética pmctmdaentre!osniveiesdeBAPylawhbbmlmdt

m podomoc observar la tendencia a seguir en el grifico de lineas (agura a). m




48

que ol tratamiento con 6.3 mg/l de BAP es con el que se obtiene el mayor nimero de brotes, con
3.82 brotes por explante.

3.84

£ &

/

NUMERO DE BROTES
@
&

3.76 -
3.74
3!72 | L] 1 L L] ¥ L} L] I I | § | 1 T ¥
55 56 57 58 59 6 61 62 63 64 65 66 67 68 69 7
BAP (mg/l)

Figura 8. Regresién cuadritica entre niveles de BAP y numero de brotes, para ¢l clon
Williams.

' 8.2.2 Altura de brotes

La variable altura de brotes, segiin las medias de tratamientos, fue influenciada muy
similaomente por ios diferenties niveles de bencilaminopuring, el tratamiento 3 mgA de BAP se
encuentra por encima de 08 restantes por una diferencia de 0.1 centimetros, ya que este alcanzé
una altura de 1.5 centimetros por brote, mientras 6, 4, 5 y 7 mg de BAP por litro coincidieron con
1.4 centimetros por brote (figura 7).  Estadisticamente todos los tratamientos son igusies,
indicado por el andlisis de varianza (cuadro 18). En el cuadro 19 se presentan las medias de los
tratamientos para la variable ajtura de brote por nivel de BAP aplicado.




- Cuadro 18. Andlisis de varianza para la variable altura de brotes para el clon Williams.
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FUENTE DE GRADOS DE SUMA DE | CUADRADOS Fc Pr>Fc
VARIACION LIBERTAD CUADRADOS MEDIOS
Blogues g 0.37 0.041 0.80 0.5341
Tratamiantos 4 0.19 0.047 1.05 0.3944
| Error 36 1.65 0.046
Total 49 2.21
Fc =F calculada.

Pr > F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada.
ns = No existe diferencias significativas.

La attura de brote que se obtuvo en el clon Williams en los distintos tratamientos aplicados
en la fase de multiplicacibn no muestra significancia, segin el ANDEVA, a pesar de todo la
bencilaminopurina tuvo efecto en la altura, la cual es baja, comparativamente con jos resultados
obtenidos por Ramirez (20}, en micropropagacion de platano, evaluando los materiales FHIA 21 y
Criollo, con la concentracién de BAP gue normalmente se utiliza a nivel comercial (5 mg/l de BAP),
citando 2.8 y 3.9 centimetros, respectivamente.

El tratamiento con el cual el clon Williams aicanzé su maxima altura de brote fue 3 mgA de
BAP, con una altura de 1.5 centimetros, con la limitante de que este tratamiento produjo un pobre
rendimiento en cuanto a la variable de maxima importancia para el estudio, siendo ésta el nomero
de brotes por explante, razdn por la cual deja de ser una buena altemativa para micropropagar
dicho clon, el resto de los tratamientos coincidierbn en cuanto a su altura, con 1.4 nentirnetros en

vista de elio, nos es posible elegir el tratamiento con 4 mg/l de BAP, ya que igualmentse indujo una

aceptabie brotacion por explante, aparentemente resultan ser mejores los resuitados obtenidos con
los materiales FHIA 21 y criollo, con la diferencia de que en el clon Williams, dicha altura se obtuvo
con una concentracion de 1 mg/l de BAP menor a la utilizada por éstos, caracteristica que le da
relevancia al estudio, puesto que de esta manera reducimos en cierta manera las probabilidades
de aparecimiento de mutantes y también los costos en la utilizacién del regulador de crecimiento.

La altura de brotes es una variable que no es determinante en la fase de multiplicacion, aungque no
se le pretende restar importancia dentro del estudio, pero podemos incrementaria en la fase nueve,
la cual consiste en reducir la concentracion de bencilaminopurina a 2 mg#, a manera de dlsmnmnr
la fase multiplicativa de brotes e inducir mayor desarrollo en altura y asi poder m pera la

kﬁ“%‘i;.“‘. L
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fase de enraizamiento donde entran a funcionar las auxinas.

Cuadro 19. Medias para la variable altura de brotes para el clon Wiiliams.

BAP ALTURA DE BROTES
(mg/l) (cm)

1.5

1.4

1.4

1.4

1.4

~f (th (& (O fW

£n la figura 7 se presenta el comportamiento de la variable altura de brotes en funcion de
los distintos niveles de BAP aplicados, la concentracién 3 mgh de BAP produjo una altura superior
a la obtenida por el resto de tratamientos (4, 5, 6 y 7 mg/l de BAP), los cuales se comportaron de
igual manera respecto a la variable en mencion.

1.52

Y AN

1.46 \ ‘

1.44 \

a N

14 AN .

1.38
1.36
1.34 r . . r
3 4 5 6 7
BAP (mg/l)

L
Fe

ALTURA DE BROTES

Figura 7. Altura de brotes al final del tercer subcultivo para el clon willlams, segun nivel de

L
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8.2.3. Vigor de brote

La bencilaminopurina (BAP) presenté un buenr efecto sobre el comportamiento de la variable
vigorosidad, segun los niveles de BAP. Obteniendo en todos los tratamientos aplicados (6,7,5 3
y 4 mg/l de BAP) brotes con apariencia vigorosa, debido a que obtuvieron los siguientes valores
dentro de la escala de vigor: 3.35, 3.10, 3.00, 2.95 y 2.60, respectivamente, situdndolos entre
vigorosos a muy vigorosos. Mediante el analisis de varianza por rangos de Friadman realizado
(cuadro 20) se puede establecer que no hay significancia entre los tratamientos evaluados, lo cual
nos indca que los mismos presentan valores similares, estadisticamente. En e! cuadro 21 se
presentan las medias de tratamiento para la variable vigor de brote por nivel de BAP.

Cuadro 20. Andlisis de varianza por rango de Friedman para la variable vigor de brote para
el clon Williams.

FUENTEDE |GRADOSDE| SUMADE |CUADRADOS Fc PrFc
VARIACION LIBERTAD |CUADRADOS| MEDIOS '
Bioque 9 0.00 0.00 0.00 1.00
Tratamientos 4 295 0.74 0.43 0.78 e
| Emor 36 61.55 1.71
| Total 49 64.50

~ n8= No existe diferencias significativas.

En témminos generales, se puede decir que todos los tratamientos fueron satisfactorios en
cuanto a su vigor, para los diferentes niveles de BAP, caracteristica, que presenta relevancia a

nivel comercial en la micropropagacion masiva del clon Williams, ya que es posible obtener hn lote
de brotes atractives, con calidad uniforme.

e
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Cuadro 21. Medias para la variable vigor de brote para el cion Williams.

. BAP VIGOR DE BROTE*
(mgll)
6 3.35
7 3.10
5 3.00
3 2.95
4 2.60

" Escala de vigor: 1-débil 2-vigoroso 3-muy vigoroso

Enla ﬁgura 8 se presenta el comportamiento de la variable vigor de brotes en funcion de los
distintos niveles de BAP aplicados, el incremento en la concentracion de BAP a 4 mgil de BAP
produjo una baja en la vigorosidad de brotes, con respecto al tratamiento con 3 mgA de BAP,
posteriormente se observd una leve tendencia a mejorar el vigor de brotes con el tratamiento 5
mg/l de BAP, vigor que se incrementd levemente alin més, con la aplicacién del tratamiento 6 mghl
de BAP, al aplicar el tratamiento 7 mgfl de BAP se observé un comportamiento parecido al
obtenido por el tratamiento 5 mg/l de BAP.
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Figuia 8. Vlgr de brotes al final del tercer subcultivo para ef clon Williams, segin Wivel de

BAP,
NOTA; 1-debll $-vigerese 3y vigoioso

§.2.4. Relacidén entré nlmers, altura y viger de brote

Segan &l éﬁélisis estaditioo gue se 18 realizs a cada una de las variables de FORPUSMR,
todes los tratarmienias tiefen un efecto igual sobre 8l comportamiento de 1as MIBMas, on ik &

alo; 8¢ deba oplar por elegir el tratamiento que represents mends coskd on la wilioecion dl

feguider de creciriento segun les promedios de tratamientes. El tratanientd eon § mgh 4o DAP,
pregents &l mejor oomporamients, comparativaments, con respecto a \os demis WlMWNIDS,
Eoriidetarido las tres vatlables dé importancia para &l estudio. Tantd on XS0 d0 browe 4.25)
66mu €ft vigor de broles (3.85), fue el mejor, con resultados favorobles paia o ¥ de &

Wivestigacion. En suanto a altufa de brotes su eomportamiento fue simiiar a 1os ONOS WRMNWIOVIDS.

Dabide & que el rival do 6 mgA de BAP o8 mayor que ef uliizado HOMMAWEMG (5 W) paia
prepagacion cofmercial, 68 nesesafio hacer estudios para deterivivar of INCTEMONE 1A Bwa @

ikacienes, respects al Eﬁtamiéhié ¢on 4 mgfl de BAP.
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8.3 CLON VALERY
$.3.1 Namero de brotes

Los diversos iratamientos de bencilaminopurine en la fass de multiplicacion de brotes
tuvieron efecto en o clon Valery. Con el tratamiento con § mg/l de BAP obtuvo el mejor
comportamienio relacionado con Ia variable nimero de brotes, aicanzando un total de 4.39 brotes
por explanie y subculiivo. Por debajo de éste se encuentran 7 y € mg/l de BAP, con numeros de
brole de 4.21 y 3.82, respectivaments, marcéndose una diferencia entre los dos primerce
iratamientos de 0.18 brotes, difersncia que en la micropropagacion masiva del cion Vaiery es muy
importanie, mucho mas (a difersncia sstablecida con el tratamiento 3 mg/l de BAP, que asciende
4 1.00 brotes. Estadisticaments no hay diferencias significativas entre los distintos tretamientos
splicados, todos tiensn un efecto simiiar, segin el andiisis de varianze prectiondo a ios regisiros
obtenidos en {a toma de datos (cuadro 22).

Cuadro 22. Andlisis de varianza para la variable nimero de brotes para ef clon Valeny.

FUENTRDE | GRADOSDR | gumADE CUADRADOS Fe ol

VARIACION LIBERTAD |CUADRADOS| MEDIOS |
Booues . | 9 B0 | oss | o4 094, |
Tratamientos 4 918 | 220 | 188 01700
Yol 1 a9 | e3gs | _

Fo = F calcuiada,

Pr > F = Probabliidad de encontrar un valor mayor que la F calculada.
NS = NO sxdsten difersndias significativas.

S8 presenian las medias de |a variable nimerd de brotes por tratamienic de BAP oh ol
ouadro 23. Bl nimero de brotes obtenidos por axplante fue satisfactoric para ol clon Valery, ya que
46 scuerdo oon Vuylsteke (32), el nimero de brotes por expiante para ol cultivar de banano “Neil*
0 de 3.7 uiilizdndose una conoentracion de 4.8 mg/ de BAP. Segun las meding 9o Welamienios
ol olon Valsry obluvo 4.30 brotes por explante y por subsultivo con ol trelamienic § mgA de BAP,
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indicando, a pesar de que para el clon Valery la tasa de multiplicacion estd por debajo de la
obtenida por Vuylsteke, la concentracién de 5 mg/l de BAP es la utilizada normalmente por otros
laboratorios. A pesar de que el andlisis de varianza no mostro significancia entre los tratamientos,
la bencilaminopurina tuvo efecto en la induccién de brotes y segln las medias de tratamiento,
parece ser qus para cada cultivar existe una concentracién de BAP Gptima y no, como se puede
creer, es la mayor concentracion evaluada, ya que en éste, la brotacion de 5 mgA de BAP esta por
encima de 7 mg/l de BAP, faltaria evaluar niveles de BAP por encima de éste Ultimo, para conocer
su efecto sobre el clon, pero en la micropropagacién masiva de banano, es aconsejable utitizar la

' mimma concentracion de BAP que induzca una aceptable brotacion, ya que concentraciones por

enamadeSmgfIdeBAP al igual que el exceso de subcultivos, estan reiaclonadosconmyoras
porcentajes de plantulas mutantes.

Cuadro 23. Medias para la variable nimero de brotes para el clon Valery.

(wl) NUMERO DE BROTES
5 4.39
7 4.21
6 3.82
4 3.41
3 3.30

Si analizamos el nimero de brotes de los tratamientos con 5 y 4 mg/l de BAP, 4.39 y 3.41,
respectivamente, la diferencia de brotes por explante asciende a 0.95 brotes, aparentsmente es
insignificante, pero si observamos el cuadro 24, que presenta ocho subcultivos, de los cuales, los
primeros tres, se realizaron dentro de la investigacién, mientras del cuarto al octavo, fueron
proyectados tedricamente con el propésito de resaltar la importancia del nimero de brotes por nivel
de BAP, a pariir de un explante inicial, sin considerar la contaminacién, permitiéndonos obtener, al
final, una diferencia de 121,349 brotes de banano para el clon Valery, con la diferencia de 0.98
brotas enire ios tratamientos mencionados.

.




Cuadro 24. Progresién tedrica del niimero de brotes para cada nive! de BAP para el

clon Valery.
BAP Tasa |Subc.1|Subc.2| Subc.3 | Subc.4 | Subc.5 | Subc.6 | Subc.7 | Subc.8
(mg/l)
8 4.39 .38 19.33 §6.00 T4 1644 T227 T 134718
T .21 4.21 17.72 T4.61 314 1323 5568 234 588
[ ] 3_.!2 .52 1483 55.96 214 319 3132 1197% L8820
[ ] 341 3.41 11.84 ».72 138 462 1578 5383 138
3 3 3.30 10,80 38.03 11% p 1) 1293 4289 16T
Bubgc. = Subcultivo

En la figura 9 se presenta el comportamiento de fa variable nimero de brotes en funcién de
los distintos niveles de BAP aplicados. El incremento en la concentracién de BAP a 4 mg/l
produjo un leve aumento en el nimero de brotes por explante, comparativamente con el
tratamiento 3 mg/l de BAP, posteriormente se observé un incremento bastante significativo en la
evaluacién, con el tratamiento 5 mg/l de BAP, tendencia que se afecta con la aplicacion del
tratamiento 6 mg/l de BAP y nuevamente se alza una mejora en el nimero de brotes con la
concentracion de 7 mg/l de BAP, al igual que 5 mg/l de BAP, encima de 4 brotes por explante.




57

4.5

a5 —

25

15

BROTES POR SUBCULTIVO

0.5

3 4 5 6 7
BAP (mgfl)

Figura 9. Namero de brotes por subcuitivo para el clon Valery, segun nivel de BAP. -
_ NOTA: los subcultivos se hicleron cada 24 dias

E! anélisis de varianza de la regresion entre los niveles de bencilaminopurina, con 4, 5y 6
| mght de BAP, y su respectivo nimero de brotes, mostrd que existe alta significancia, para el
componente lineal y significancia para el componente cuadratico {cuadro 25), lo cual nos indica que
existe un modelo que ajusta una regresién cuadratica. El modelo encontrado para la regresion
i cuadrética, de acuerdo con el cuadro 26, es el siguiente:

L NOmero de brotes = 1.426BAP —0.126BAP?
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Cuadro 25. Anilisis de varianza de la regresién cuadratica entre niveles de BAP y nimero
de brotes, para el clon Valery.

FUENTE DE GRADOS DE| SUMADE CUADRADOS Fc Pr>Fc
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS
Modelo 2 453.20 226.6 157.33 0.0001*+*
Lineal 1 445.72 445.72 309.47 0.0001**
Cuadritico 1 7.48 7.48 5.20 0.0305*
Error 28 40.33 1.44
Total no corregido 30 493.53
R-Cuadrado= 0.9183 C.V.=30.95

** = Existen diferencias altamente significativas

* = Existen diferencias significativas

Cuadro 26. Parametros estimados y pruebas de T para la regresidn cuadratica entre niveles
de BAP y namero de brotes, para el clon Gran Enano.

T Para Ho: Pr> valorde T | Error Estindar
~ Parémetro Estimado Parémetro=0 absoluto del Estimado
Lineal 1.425879383 483 0.0001 0.294_»95540
Cuadritico 0.126442819 -2.28 0.0305 0.05547202

Segun la regresion cuadratica practicada entre los niveles de BAP y la variable namero de
brotes, podemos observar la tendencia a seguir en el gréfico de lineas (figura 10), prediciéndose
que el tratamiento con 5.6 mg/l de BAP es con el que se obtiene el mayor nimero de brotes, con
4.02 brotes por explante.

L
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Flﬂum 10. Regresidn cuadritica entre niveles de BAP y niumero de brotes, para ¢ cion
Valery.

8.3.2 Altura de brotes

L E! comportamiento de la variable altura de brotes en funcién de los tratamientos fue similar,

es decir, casi no hay influencia de los tratamientos en lo que respecia a esta variable.
“Sobresaliendo el tratamiento con 3 mg/l de BAP con una altura de brotes de 1.6 centimetros, sobre

ol resto de tratamientos que obtuvieron variadas aituras, con minimas diferenciss, quedando en el
4 siguiente orden de importancia, 5, 6, 4 y 7 mg/t de BAP con una altura de 1.5, 1.4, 1.3 y 1.2
centimetros, respectivamente.  Estadisticaments fos tratamientos son diferentés, debido a que
- hubo diferencia significativa para tratamientos en el andlisis de varianza (cuadro 27) practicado a
} los datos obtenidos de la variable altura de brotes.




Cuadro 27. Analisis de varianza para la variable aitura de brote para el clon Valery.

FUENTE DE | GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS Fc PrFc
VARIACION LIBERTAD | CUADRADOS MEDIOS
Biogues 9 0.21 0.02 0.28 0.9749
Tratamientos 4 1.14 428 346 00173*
| Error 36 2.98 0.08
Total 49 4.3
F¢ = F calkulada.

Pr > F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada.
ns = No existen diferencias significativas.
~ * = Existen diferencias significativas al 5%.

Se realizé la prueba de Duncan al 10% (cuadro 28), ia cual separa estadisticamente a los
tratamientos aplicados en tres grupos, presentando en el pimer grupo a los tratamientos 3, 5y 6
mg/l de BAP. La altura de brote que se obtuvo en los distintos tratamientos aplicados en la fase de
multiplicacion del clon Valery, es baja, comparativamente con los resuitados obtenidos por Ramirez
(20), en micropropagacion de platano, evaluando los materiales FHIA 21 y Criollo, con la
concentracién de BAP que normalmente se utiliza a nivel comercial (5 mg/l de BAP), citando 2.8 y
3.9 centimetros, respectivamente. '

Para el clon Valery 1a méxima altura alcanzada es de 1.6 centimetros con el tratamiento 3
mgft de BAP, tratamiento que no podemos considerario en la micropropagacion masiva del clon
Valery, en vista que produjo el mas pobre rendimiento en cuanto niimero de brotes por explante,
on su defecto tomamos el segundo mejor tratamiento, 5 mg/l de BAP, con 1.5 centimetros, el cual
indujo la mayor profiferacién de brotes en dicho clon, segin las medias de tratamiento para la
variable, resultan ser mejores los resultados obtenidos con los materiales FHIA 21 y criollo. La
altura de brotes, es una variable que no representa mayor importancia dentro del estudio, en 1a
fase de multiplicacion, puesto que la podemos mejorar dentro de la fase nueve, la cual consiste en
reducir la concentracion de bencilaminopurina a 2 mgfl, a manera de disminuir la fase multiplicativa
de brotes e inducir mayor desanrollo en altura y asi poder prepararias para la fase de enraizamiento
donde entran a funcionar las auxinas.
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Cuadro 28. Prueba de medias Duncan para la variable altura de brotes para el cion Valery.

. BAP ALTURA DE BROTES | DUNCANo.w
* (mg/t) (cm)
* 3 1.6 a

5 1.5 ab

6 1.4 ahe

4 1.3 bec

7 1.2 C

'r : En la figura 11 se puede observar la tendencia a seguir por la variable altura de brotes,
segun los diferentes niveles de bencilaminopurina evaluados, con la aplicacién del tratamiento 4
mg/l de BAP se observd una baja de altura en el grafico de lineas, a partir del tratamiento 3 mpA de
BAP no manifiesta mayor variacion con la aplicacion de los tratamientos 5 y 8 mg de BAP,

~ presentando un leve incremento en altura, el cual tiende a bajar, un posterior incremento en la
concentracion de BAP a 7 mg/l, produjo una altura de brote, que se sitila por debajo de todos los
tratamiento. En general, sa observa una tendencia a disminuir Ia altura de brotes conforme se
incrementa la cantidad de BAP aplicada.

1.8
w 1.8
E 14 ‘-\v/\‘\
2 1.2
@
, a 0.8
| g os
{- 0.4
' 3 0.2
{ n L] T T T
= 3 4 5 6 7

BAP (mgll)

Figura 11. Altura de brotes al final del tercer subcuitivo para el clon Valery, segin nivel de
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8.3.3 Vigor de brotes

El andlisis de varianza por rango de Friedman {cuadro 29) presentd significancia entre los
tratamientos. La bencilaminopurina (BAP), presentd un buen efecto, sobre el comportamiento de la
variable vigorosidad, obteniendo en todos los tratamientos siguientes, en orden de importancia: 3,
5 y 4 mgh de BAP, brotes con apariencia muy vigorosa, debido a que obtuvieron los siguientes
valores dentro de la escala de vigor: 4.10, 3.30 y 3.00, respectivamente, situandolos como muy

vigorosos. A diferencia de los tratamientos 6 y 7 mg/l de BAP, donde los brotes fueron vigorosos,
estableciéndose dentro de la escala de vigor un valor de 2.45 y 2.15, respectivamente.

Cuadro 29. Anélisis de varianza por rango de Friedman para la variable vigor de brote para

el clon Valery.
FUENTEDE | GRADOSDE | SUMADE | CUADRADOS Fc Pr>Fc
VARIACION LIBERTAD |[CUADRADOS| MEDIOS
Bloques g 0.00 0.00 0.00 1.00
Tratamientos 4 23.25 5.81 3.79 0.01*
 Emor 36 55.25 1.53
Total 49 78.50

Fc = F calculada
Pr>F = Probabilidad de encontrar un valor mayor que la F calculada

N8 = no existen diferencias significativas

* = existen diferencias significativas
La prueba de Duncan al 10% (cuadro 30}, dividié los tratamientos en tres grupos. En el

mejor grupo se ubicaron los tratamientos con 3, 5 y 4 mg/Al de BAP. En términos generales se
puede decir que dentro de los fres primeros tratamientos todos fueron influenciados
satisfactoriamente, pero el que sobresalid, con excelente vigor fue el tratamiento 3 mg/l de BAP,
pero a la vez obtuvo un bajo nimero de brotes por explante, por lo tanto, es mejor tratamiento 5
mg/l de BAP, ya que con éste se obtuvo buena brotacion por explante, tratamiento que adquiere

relevancia ya que es el que normalmente se utiliza a nivel comercial en la MiCropropagacion
masiva de banano, y es posible obtener un lote de brotes atractivos, con calidad uniforme.




Cuadro 30. Prueba de medias Duncan para la variable vigor de brotes para el clon Valery.

BAP VIGOR DE BROTES* DUNCAN o.10
. {mghl)
3 4.10 a
) 5 3.30 - ab
4 3.00 abc
6 2.45 bc
7 2.15 c

* 1-débil 2-vigoroso 3-muy vigoroso

En la figura 12 se presenta el compoitamiento de la variable vigor de brotes en funcion de
los distintos niveles de BAP aplicados, el incremento en la concentracion de BAP a 4 mgA produjo
un menor vigor considerable en comparacion con el tratamiento 3 mg/l de BAP, posteriormente se
observé una leve tendencia a mejorar el vigor de brotes con el tratamiento 5 mgA de BAP, vigor
quasaafactaoonlaaplicactondeltratamlentoamgﬂdaBAPymésaunsaveafedado
bruscamente con el incremento de la concentracion a 7 mg/l de BAP. En términos generales se
observa una tendencia a disminuir el vigor de los brates conforme se incrementa el nivel de BAP.
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Figura 12. Vigor de brotes al final dsl tercer subcultivo para el clon Vaiery, segln nivel de
' BAP.
NOTA: 1-débil 2-vigoroso 3-muy vigoroso

8.3.4 Relacién entre nimero, altura y vigor de brote

El tratamiento 5 mgl de BAP, en cuanto al nimero de brotes, supera al resto de
tratamientos, mientras en altura y vigor de brote, ocupa una segunda posicién en ambas variables.
El tratamiento 3 mg/l de BAP, ofrece la mejor altura de brote, asi también supera en cuanto i vigor
a los demads tratamientos, con deficiencias en cuanto a produccidon de brotes, que sostiene una
diferencia de 1.09 brotes por subcultivo, con respecto a 5 mg/t de BAP. Debido a que la variable
" més importante es el ndmero de brotes, se considera que se obtuvo una mayor influencia con el
tratamiento de 5 mg/l de BAP.
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9. CONCLUSIONES.

El andlisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre el
numero, altura y vigor de brotes, en sl clon Gran Enano, no presentaron diferencias estadisticas
significativas. Al hacer un andlisis de regresién se encontrd que los datos ajustan un modelo
cuadrético entre niveles de BAP y nimero de brotes, con el cual se predice que ef nivel oplimo de
BAP esde 4.3 mgA.

El andlisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre el
nimero, altura y vigor de brotes, en ef clon Williams, no presentaron diferencias estadisticas
significativas. Al realizar un andlisis de regresion se encontré que los datos ajustan un modelo
cuadlﬁﬁooentrenivelesdeBAPynﬁmodebmtes,conelmaisepmdiceqm‘airﬁve!épﬁundé
BAP es de 6.3 mgA. '

El andlisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre el
Mmamdebmtes.mddonVabry.mpmsenmmndﬁemdasestadisﬁcasm Al
hacer un andlisis de regresion se encontrd que los datos ajustan unmdebdmm
niveles de BAP y nimero de brotes, con el cual se predice que el nivel dptimo de BAP es de 5.6
mofl.

8.4 Elandlisis de varianza practicado a los distintos tratamientos de bencilaminopurina sobre la altura

y vigor de brotes, en el clon Valery, presentaron diferencias estadisticas significativas,
eshbtedmﬂoqmbsmejomshaﬂmientosde%sobrehaﬂumyvigmdehﬁesma.5y
6; y 3, 5y 4 mg/, respectivaments.
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10. RECOMENDACIONES

. ParaelcbnGranEnanoaamoodeauﬁlizar&amgndeBAPparalafasedamultiplicaciénen

funcion del analisis de regresién para la variable nimero de brotes.

. PaaddonWﬂhmssemnﬁaﬂauﬁhars.SmgﬂdaBAPpamsunﬁmpmpagadmenﬁm

dalalﬁhisderegresibnpradicadoalavaﬁablanﬂmerodebrotes. y hacar un estudio sobre la
tnsademmadonesquecausaeltmtamientomnﬁ.amgﬂalﬁnaldeomosubmtﬁvos.silamade
Wahmlquel_atasapamﬁmgn. entonces se puede utilizer para oblener una mayor
tasa de propegacion.

. Paraeldialeryserecuniendauﬂimeltratamientocon5.6mgl|deBAPpm*asn.ngnpagad6n

in vitro, mﬁmdbnddanéisisderegras&efachxadoalavaﬁablenﬁmdebmta&

. Se recomienda continuar esta investigacion en la linea de conocer la tasa de mutaciones que
_causan los diferentes niveles de BAP al final deochosubcultivosymas_alla, para los tres

clones.
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Cuadro 31A. Resumen de resultados para cada variable por clon, seg(in nivel de BAP.

BAP Nimerode | Altura de brotes Vigor de brotes

cum mgh brotes em |
3 3.08 1.4 2,95
. 4 3.59 1.6 3.00
Gran Enano 5 3.37 1.3 3.40
6 2.88 1.4 3.15
7 3.56 1.2 _2.50
3 3.44 1.5 2.95
4 3.49 1.4 2680

Willlams 5 3.38 14 300

6 4.25 1.4 3.35
7 3.58 1.4 3.10
3 3.30 1.6 4.10
4 3.41 1.3 3.00
Valery 5 4.39 1.5 3.30
8 3.62 1.4 245
7 4.21 1.2 2.15




CUADRO 32A. Datos originales dei clon Gran Enano.

i
|
|
B

Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3

Trat. | Exp. m No. | Altura | No. | Altura | No. Altura | Vigor de
Inic. brote | brote | brote | brote | brote | brote | brote
1 2 3 4 1.5 19 1.86 52 1.49 1
2 1 4 1 2.0 5 6.30 54 1.03 1
3 1 5 1 1.0 4 1.62 14 1.67 3
4 1 6 2 1.5 8 20 10 1.5 3
5 2 7 4 2.37 9 1 85 0.98 1
1 1 3 3 1.83 7 1.78 8 1.75 3
2 1 4 2 1,0 14 1.28 84 1.24 1
3 1 1 5 1 1.5 1.25 7 1.5 2
4 1 6 1 3.5 6 2 17 1.79 3
5 1 7 3 1.33 1 28 1.23 2
1 1 3 2 225 10 1.65 27 1.05 1
2 1 4 4 1.5 9 1.55 58 1.31 1
3 1 5 2 1.75 12 2.04 20 1.35 2
4 1 6 2 1.25 11 1.40 38 1.54 2
5 2 7 3 1.18 9 1.05 42 1.19 4
1.1 21 3 2 0.5 14 | 180 | 15 1.23 1
2 1 4 2 1.25 6 2.58 15 1.66 2
3 2 5 7 1.07 25 1.42 35 1.10 2
4 2 6 5 1.8 7 1.85 32 1.53 2
5 2 7 2 2.5 17 1.23 63 1.10 2
1 2 3 3 2.18 1.62 34 1.34 3
2 1 4 3 1.83 2.00 13 0.77 2
3 2 5 4 1.62 26 1.61 78 1.18 3
4 2 6 4 1.5 11 1.5 32 1.10 2
5 1 7 3 1.5 2 3.25 7 1.5 3




CONTINUACION CUADRO 32A.

Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
Trat. E.:g m‘ No. | Altura | No. | Aura | No. Altura
brote | brote | brote | brote | brote brote
1 1 3 3 2 25 | 178 | 44 1.09
2 1 4 2 1.75 10 | 1.85 35 1.31
3 2 5 5 1.1 4 | 142 54 1.14
4 1 6 2 2.25 4 2.5 15 1.33
5 1 7 3 1.5 11 1.45 34 1.30
1 1 3 1 2 5 2.2 12 1.46
2 1 4 1 1.5 7 2 23 1.5
3 1 5 3 116 | 23 | 130 | 104 1.12
4 1 6 1 1 5 1.6 23 1.21
5 1 7 1 2 5 1.3 25 1.08
1 2 3 2 2 5 1.9 21 1.74
2 1 4 1 3 2 25 12 1.75
3 2 | s 2 | 125 | 22 | 100 | 42 1.12
4 1 8 2 1.75 3 1.5 8 1.25
5 2 7 3 1.33 15 | 163 67 1.45
1 1 3 3 2.33 9 2.11 34 1.41
2 2 4 2 1 16 1.5 42 1.5
3 2 5 2 1.25 4 2.25 9 1.77
4 1 6 3 1,83 11 1.85 | 40 1.47
5 2 7 3 216 | 22 | 152 | a3 1.2
1 2 3 4 1.12 17_| 132 | 28 1.46
2 1 4 3 | 183 | 8 | 237 | 17 3.85
3 1 5 3 1.66 5 2.3 17 1.73
4 2 8 6 1.83 16 1.5 32 1.31
5 2 7 2 1.5 3 1.16 | 20 1.37




CUADRO 33A. Datos originales del clon Williams.

74

. Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
Tt | P ';'r,.ﬂ' No. | Altura | No. | Attura | No. | Atura | Vigor
brote brote brote | brote | brote brote brote
1 2 3 g 1.44 4 | 145 | 75 1.56 2
2 1 4 5 1.5 14 153 | 23 1.67 2
3 1 5 3 1.66 13 | 184 | 39 1.86 3
4 1 6 5 1.1 26 1.21 49 1.18 2
5 1 7 4 1 27 | 110 | 80 1.23 1
1 1 3 2 1 4 256 39 1.43 2
2 1 4 6 1.33 17 1.11 46 1.41 1-
3 1 5 3 1.33 9 128 | 20 1.40 2
4 1 6 4 1.87 11 1.5 42 1.37 2
5 1 7 4 1.37 31 130 | 98 1.23 1
1 2 3 7 1.93 44 133 | 86 1.58 2
2 1 4 5 1.9 17 1.76 | 63 1.34 2
3 1 5 6 1.68 16 | 153 | 41 1,37 2
4 1 6 5 0.5 44 | 098 | 145 | 1.31 2
5 2 7 2 1 21 074 | 44 1.28 2
1 2 3 9 1.77 35 | 130 | 50 1.55 2
2 1 4 2 0.75 13 103 | 30 1.16 2
3 1 5 6 1.42 22 | 093 | 40 1.37 2
4 2 8 11 1.45 63 125 | 134 | 136 2
5 2 7 8 1.5 29 132 | 69 1.79 3
1 | 21 3 8 102 | 15 | 188 | 21 | 146 1
2 2 4 1.42 9 1.61 18 | 1.36 2
3 1 5 4 1.12 22 | 120 | 46 1.52 3
4 1 6 1 1 2 1.11 61 1.24 2
5 2 7 10 1.45 16 1.18 39 1.41 3

Trad: Tretamionto  Exp. inic.: Explarse inicial
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CONTINUACION DEL CUADRO 33A.

Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
Trat | 00 |l | Akura | No. | Attura | No. | Alturs
) brote .| brote brote | brote | brote | brote
1 1 3 4 1.5 13 185 | 22 1.57
2 1 4 4 1.37 13 1.38 18 1.18
3 2 5 5 1.4 26 152 | 46 1.25
4 1 6 3 1.16 14 1.21 32 1.53
5 2 7 5 1.4 20 140 | 36 1.51
1 1 3 3 2 12 166 | 40 1.43
2 1 4 4 1.37 16 134 | 46 1.48
3 1 5 5 1.6 28 139 | 63 1.13
4 1 6 5 1.8 6 158 | 40 1.60
5 2 7 9 1.27 25 142 | 75 1.12
1 1 3 3 2 8 2 18 2.02
2 1 4 5 1.7 20 1.4 45 1.62
3 2 5 8 1.18 24 102 | 43 1.2
4 1 6 4 1.5 25 134 | 33 1.16
5 1 7 4 1.37 14 1.71 59 1.44
1 1 3 4 1.37 18 147 | 28 1.41
2 1 4 2 1.75 19 095 | 32 1.42
3 2 5 8 1.31 16 1.4 59 1.59
4 2 6 7 1.35 4 1.75 8 2.06
5 1 7 3 1 10 165 | 15 1.66
1 1 3 2 1 16 125 | 50 1.50
2 1 4 3 1.33 13 1.5 47 1.33
3 2 5 6 1.42 21 114 | 32 1.28
4 2 6 6 1.83 11 1.31 39 1.3
5 2 7 7 1.28 6 1.08 | 28 1.17

Trat: Tralwmienko  Exp. inic.: Explanie inicial




CUADROQO 34A. Datos originales del clon Valery
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Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultive 3
Trat E::g : m No. | Altura | No. | Altura No. Altura | Vigor brote
brote | brote | brote | brote | brote | brote
1 L 3 3 1.66 13 1.5 31 1.56 3
2 1 4 2 1 10 1.35 12 1.12 1
3 1 5 5 1.3 12 1.29 50 1.54 3
4 1 6 2 2 19 1.05 78 1.06 1
5 1 7 2 1 8 1.62 17 1.47 2
1 1 3 3 1.16 6 1.91 15 1.66 3
2 1 4 1 3 8 1.31 36 1.27 2
3 1 5 3 1.5 27 137 107 1.45 3
4 1 6 2 1 10 1.85 29 1.05 1
5 1 7 2 1.5 12 1.04 45 1.16 1
1 1 3 6 1.66 16 1.84 S0 1.52 3
2 1 4 4 1.75 22 1.31 77 1.32 3
3 1 5 3 1 12 1.20 61 1.84 3
4 1 6 3 1 15 1.03 20 1.30 2
5 1 7 2 1.5 11 1.45 35 1.12 2
1 1 3 4 1.25 19 1.36 69 1.31 3
2 1 4 2 1 1.87 4 1.75 2
3 1 5 1 1.5 1.62 19 1.15 1
4 1 6 2 1.5 2 32 1.37 3
5 1 7 1 1.5 10 1.25 63 1.24 3
1 1 3 2 1 ) 1.55 21 1.45 2
2 1 4 2 1 11 1.63 36 1.81 3
3 1 ) 2 1 1.05 18 1.38 1
4 1 6 2 1.5 6 1.33 8 1.56 2
5 1 7 3 1 15 1.86 59 1.22 2

Trat: Trotomienio  Exp. inic.: Explanis inicial
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CONTINUACION DEL CUADRO 34A.

17

Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3
Trat. E::g m No. | Altura | No. | Altura | No. Altura | Vigor brote
) brote | brote | brote | brote | brote | brote
1 2 3 2 1.5 10 1.30 33 1.48 2
2 1 4 2 1.5 8 1.18 25 1.28 2
3 1 5 1 1 16 1.25 74 1.38 2
4 1 3] 3 1.16 10 1.8 10 2.30 3
5 1 7 2 1.25 7 1.36 22 0.95 1
1 1 3 2 1.5 9 1.72 23 2.5 3
2 1 4 3 1.5 13 1.69 64 1.22 2
3 1 ] 3 1 16 1.09 82 1.3 2
4 1 6 3 1.16 10 14 54 1.34 2
5 1 7 ‘2 1.25 16 1.09 84 1.12 2
1 1 3 3 1.86 5 2 20 1.62 2
2 1 4 4 1.25 6 1.83 46 1.16 2
3 1 5 2 1 4 1.25 41 1.63 3
4 1 6 1 1.5 6 1.42 58 1.25 1
5 1 7 2 1 6 1.42 27 0.96 1
1 1 3 3 1.66 10 1.5 54 1.59 2
2 1 4 2 1.5 10 1.25 11 1.38 2
3 1 5 1 1.5 8 1.37 28 1.68 2
4 1 6 1 1 2 1.5 31 1.34 2
5 1 7 2 1 12 1.25 62 1.17 1
1 1 3 2 1.5 5 | 1.1 28 1.71 3
2 1 4 3 1.16 12 1.12 27 1.20 2
3 1 5 3 1 11 1.27 42 1.61 3
4 1 6 3 1.16 9 1.33 27 1.37 1
5 1 7 1 1.5 17 1.08 33 1.43 2

Tiot: Traiaeniento Exp. inic.: Expante inicial




CUADRO 35A. Composicién del medio Murashige y Skoog (15).

CONCENTRACION EN EL. MEDIO

COMPUESTO (malt)
NH4NO; - 1650
KNO, 1800
 CaCl. H20 440
KH2PO, 170
| MgS04.7H;0 370
CuS04.5H0 0.025
CoCl.6H0 0.025
HiBOs 6.2
MnSO4.H:0 20
ZnS0,.7TH0 8.6
Na; EDTA 37.3
FeS04.7H0 27.8
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HCI 0.1
Glicina 2
Mio-inositol 100
Ph 5.7-568
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