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Resumen

El banano es uno de los cultivos alimentarios méas importantes a nivel mundial debido a su
bajo costo y alto contenido nutricional. Sin embargo, este es afectado por diversas plagas y
enfermedades que dificultan su produccion a gran escala. En consecuencia, para abordar estos
desafios, han surgido distintos métodos para optimizar el proceso de multiplicacion del banano;
entre los que destaca la micropropagacion. Este proceso consiste en cultivar in vitro, bajo
condiciones fitosanitarias controladas, clones de una planta élite en medios suplementados con
reguladores de crecimiento, los cuales permiten obtener un alto coeficiente de multiplicacion y una
etapa de enraizamiento mas acorde a los requerimientos establecidos. El presente proyecto tuvo
como objetivo estandarizar el protocolo para la propagacion in vitro del banano variedad Gros
Michel (Musa acuminata AAA) en las instalaciones de la biofabrica; este se llevo a cabo en tres
etapas: desinfeccion, multiplicacion y enraizamiento. Durante estas etapas se plantearon dos
alternativas por cada método aplicadas a muestras independientes; estas alternativas fueron
evaluadas estadisticamente con el fin de determinar en cual se obtuvieron mejores resultados, esto
se realizd a través de pruebas de hipotesis para comparacion de medias a través del software
estadistico JASP 0.18.30. Para la desinfeccidén no se obtuvo diferencias significativas entre las
medias de los métodos, es decir, el uso de hipoclorito de sodio en distintas concentraciones y
tiempos de exposicidn no genera diferencias considerables entre ambos métodos. Por otra parte, en
los medios de multiplicacidn se obtuvo una diferencia significativa en el medio M2 debido a la
adicion de reguladores de crecimiento. Por ultimo, en la etapa de enraizamiento se evaluaron dos
medios que diferian entre ellos por la presencia de regulares de crecimiento; se tomaron como
variable de respuesta el nimero y largo de los tallos, hojas y raices, dando como resultado que, los
explantes provenientes de un medio de multiplicacion suplementado con reguladores de
crecimiento y, que posteriormente durante la etapa de enraizamiento fueron transferidos a un medio
sin reguladores, presentaron significativamente una mayor cantidad de raices.
Palabras clave: propagacion in vitro, Musa acuminata AAA, desinfeccion,

multiplicacién, enraizamiento.
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Abstract

The banana is one of the most important food crops worldwide due to its low cost and high
nutritional content. However, it is affected by various pests and diseases that make large-scale
production difficult. Consequently, to address these challenges, various methods have emerged to
optimize the banana multiplication process, among which micropropagation stands out. This
process consists of in vitro cultivation, under controlled phytosanitary conditions, of clones of an
elite plant in media supplemented with growth regulators, which allow for a high multiplication
coefficient and a rooting stage more in line with the established requirements. The objective of the
present project was to standardize the protocol for in vitro propagation of the Gros Michel banana
variety (Musa acuminata AAA) in the facilities of the biofactory; this was carried out in three stages:
disinfection, multiplication, and rooting. During these stages, two alternatives were proposed for
each method applied to independent samples; these alternatives were statistically evaluated to
determine which one obtained better results, this was done through hypothesis tests for comparison
of means through the statistical software JASP 0.18.30. For disinfection, no significant differences
were obtained between the means of the methods, that is, the use of sodium hypochlorite at different
concentrations and exposure times does not generate considerable differences between the two
methods. On the other hand, in the multiplication media, a significant difference was obtained in
the M2 medium due to the addition of growth regulators. Finally, in the rooting stage, two media
were evaluated that differed from each other by the presence of growth regulators; the number and
length of stems, leaves, and roots were taken as the response variable, resulting in the explants
from a multiplication medium supplemented with growth regulators and subsequently transferred
to a medium without regulators during the rooting stage, presenting significantly more roots.

Keywords: in vitro propagation, Musa acuminata AAA, disinfection, multiplication, rooting.
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Introduccion

La palabra “biofabrica” es cada vez mas frecuente entre agricultores del mundo, esto se
debe a la busqueda de précticas agricolas alternas para impulsar dindmicas de productividad
sostenibles e innovadoras, que aporten al desarrollo socio-econdmico del pais y a la conservacion
y cuidado de todas las formas de vida como respuesta a los desafios globales (Palacio & Herrera,
2022). Una biofébrica es una instalacion para la produccién a escala comercial de diferentes
especies vegetales mediante técnicas basadas en el cultivo in vitro que incorporan mejoras
tecnoldgicas y sistemas de propagacion semiautomatizados de Ultima generacion; en la cual el
equipamiento dispuesto, el flujo productivo y las caracteristicas mismas de la infraestructura, la
convierten en una iniciativa versatil, capaz de dar respuesta oportuna a diferentes solicitudes
comerciales al mismo tiempo (Restrepo, 2019).

Con base en la importancia y el aporte de esta, la Universidad de Antioquia (UdeA) ha
reactivado operaciones en la biofabrica que se encuentra ubicada en la Sede de Desarrollo
Tecnologico e Innovacion de la misma universidad. En esta biofabrica de plantas, opera la empresa
FASPLAN S.A.S., la cual es una empresa del oriente antioquefio que contribuye a la propagacion
in vitro de multiples especies vegetales, a través de la estandarizacion y desarrollo de procesos
biotecnoldgicos que satisfacen las necesidades del sector (Fasplan, 2021); por ello, debe estar a la
vanguardia de las tecnologias emergentes y a su vez, ofrecer un amplio catalogo de productos a sus
clientes, entre los cuales se ha identificado el banano de la variedad Gros Michel. Para contar con
este catalogo, es necesario realizar la estandarizacion de los diversos procesos llevados a cabo con
cada especie, puesto que permite asegurar no solo la calidad del producto por medio de las etapas
validadas, sino también a evitar la variabilidad genética obteniendo siempre clones que generen los
productos con las caracteristicas deseadas.

El banano pertenece a la familia de las musaceas (Musa spp.), y representa uno de los
cultivos mas importantes en el mundo entero (Equenique & Mamani, 2021). En términos de valor
bruto de la produccién, el banano es el cuarto cultivo alimentario mas importante del mundo,
después del arroz, el trigo y el maiz. Este fruto es un alimento basico que contribuye a la seguridad
alimentaria de miles de millones de personas en gran parte del mundo en desarrollo, y dada su
comercializacion en mercados locales, proporciona ingresos y empleo a las poblaciones rurales.

Este cultivo se ve seriamente afectado por las grandes pérdidas asociadas a la gran diversidad y
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voracidad de plagas y enfermedades que dafian seriamente las producciones de banano; entre ellos
los acaros, insectos, nematodos y microorganismos fitopatogenos de variados origenes,
productores de las peores enfermedades de los cultivos agricolas como Moko bacteriano, Sigatoka
negra y Mal de Panama, las cuales provocan numerosas pérdidas en todos los paises productores
de banano y platano. Como resultado, es conveniente buscar métodos alternativos de multiplicacion
del banano que permitan reducir de forma considerable las posibilidades de contraer infecciones
en la etapa de reproduccion y crecimiento (Quispe, 2019).

Aunque existen numerosas investigaciones para el género Musa, la mayor parte estas se han
enfocado en mejorar la calidad de la fruta, la condicion de enanismo y la resistencia del
germoplasma a las enfermedades ya mencionadas. Sin embargo, es de gran importancia realizar
investigaciones que, ademas procuren mantener las caracteristicas de las variedades o clones. La
propagacion de estas plantas se realiza cominmente por via vegetativa; en este tipo de propagacion
se utilizan las yemas que surgen alrededor de la corona del cormo, brotes jovenes llamados
“puyones” o hijuelos que salen de la base del “tronco” principal. El uso de este tipo de propagulos
facilita la diseminacion y establecimiento de plagas y enfermedades que reducen
significativamente la produccion y rentabilidad del cultivo, por lo tanto, la identificaciéon y
reproduccion de clones resistentes o tolerantes a las enfermedades es de suma importancia para la
conservacion de la especie (Castafieda, 2023). Dentro de las desventajas de este método se
encuentra que, depende en gran medida de la capacidad de la planta para producir hijuelos, lo cual
limita la cantidad y tiempo necesario para la produccion debido a que su tasa de multiplicacion es
relativamente baja.

Una alternativa méas reciente que busca solucionar esta desventaja es una técnica de la
biotecnologia conocida como micropropagacién o propagacién in vitro, la cual busca mejorar la
calidad del material vegetal de partida garantizando que las caracteristicas especificas de una planta
dada sean perpetuadas en forma idéntica de una generacion a otra con una velocidad de crecimiento
mayor y con adecuadas condiciones fitosanitarias (Quispe, 2019). Esto debido a que, esta
herramienta aprovecha la capacidad que tiene la célula vegetal nucleada de desarrollar un nuevo
individuo, dando lugar directamente a drganos o embriones somaticos, permitiendo asi, la
propagacion masiva de muchas especies vegetales, libre de enfermedades (Equenique & Mamani,
2021).
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Dentro de las etapas del cultivo in vitro, existen muchos factores que determinan el éxito
de la propagacion, entre ellos el estado fisioldgico del material de partida, su genética, el proceso
de desinfeccidn, la presencia de reguladores de crecimiento en las diferentes etapas, las condiciones
ambientales, la tasa de multiplicacién, los estandares de procesos de cultivo de tejidos en cada
instalacion especifica, entre otros. Teniendo en cuenta todo lo anterior, el objetivo de esta
investigacion se centrd en la identificacion de las diferentes condiciones fisicoquimicas que podrian
beneficiar el proceso de propagacion in vitro del banano Gros Michel durante la etapa de
introduccién, multiplicacion y enraizamiento, con el fin de estandarizar el protocolo de
propagacion in vitro en las instalaciones de FASPLAN S.A.S (Sede de desarrollo Tecnoldgico e
Innovacion de la UdeA).
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1 Planteamiento del problema

Colombia cuenta con una economia rica y diversa, integrada por regiones e industrias que
desempefian un papel importante en el crecimiento y desarrollo del pais. Segun el Departamento
Administrativo de Estadistica (DANE), la economia colombiana crecio significativamente y esto
es debido a los principales sectores econdmicos del pais que han logrado establecer su presencia
en nuevos mercados por medio de las exportaciones, tales como el café, el platano, el banano y las
flores. Para el afio 2022, se exportaron 149.800 toneladas netas de banano, por lo cual el suministro
de estos productos es de vital importancia para el bienestar y desarrollo del pais (ANALDEX,
2022). El continuo crecimiento de la demanda de estos productos obliga a contar con una
disponibilidad permanente y para lograrlo, los productores requieren grandes producciones libres
de enfermedades y asi, disminuir las pérdidas asociadas a las plagas y tiempos de cosecha (Camara
de Comercio de Bogota, 2023).

Teniendo en cuenta este tipo de inconvenientes existentes en la agricultura colombiana, la
empresa FASPLAN tiene entre sus objetivos principales, desarrollar un amplio portafolio de
plantas élite libres de enfermedades que sirvan como material vegetal de partida para diversos
cultivos agricolas que cumplan con las condiciones fitosanitarias exigidas para su exportacién. En
consecuencia, la empresa actualmente ha desarrollado innovaciones biotecnoldgicas para ofrecer
diversos productos como crisantemo, rosas, claveles, pifia, papa, entre otros.

Adicionalmente, teniendo en cuenta la demanda de plantas de banano en la zona y en el
pais, FASPLAN ha identificado la necesidad de estandarizar en sus instalaciones, un protocolo de
propagacion in vitro que permita obtener plantas de banano de forma masiva y comercial, libres de
fitopatdgenos manteniendo las caracteristicas genéticas, fenotipicas y fitosanitarias exigidas por el
mercado. Para esto, es necesario establecer que, aunque el cultivo de tejidos vegetales (CTV) ofrece
numerosas ventajas, esta tecnologia tiene algunas limitaciones asociadas a que, los meristemos
pueden depender en gran medida de la proporcion de las citoquininas: giberelinas, teniendo
influencia en la supervivencia de las plantas durante la aclimatacion. Ademas, existen varios
factores que producen variaciones somaclonales durante el cultivo in vitro como lo es el
crecimiento meristematico desorganizado, la composicion del medio de cultivo, la concentracion
de los reguladores de crecimiento de las plantas y el tipo de fuentes de los explantes. En
consecuencia, la estabilidad genética in vitro depende de las especies y los métodos utilizados, es
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por ello que las técnicas a emplear y los protocolos son especificos para cada laboratorio (Garcia
R. , Quiroz, Carrasco, & Caligari, 2010). Adicionalmente, obtener un producto de origen
biotecnoldgico requiere personal capacitado que pueda llevar a cabo los pasos definidos durante la
estandarizacion evaluada; de alli que, FASPLAN, invierta recursos en la evaluacion e

implementacién de protocolos que permitan ampliar su portafolio.

1.1 Antecedentes

Las investigaciones en el CTV con banano han avanzado significativamente en las ultimas
décadas, destacandose como una técnica esencial para la propagacion masiva y la conservacion de
variedades de banano. Estudios previos han explorado diferentes métodos de cultivo in vitro,
incluyendo la micropropagacion o la regeneracién de plantas a partir de explantes como
meristemos y hojas. Estos trabajos han demostrado la eficacia del cultivo de tejidos para superar
desafios como las enfermedades y las limitaciones genéticas, permitiendo una produccién mas
eficiente y sostenible. Ademas, se ha investigado el uso de reguladores de crecimiento y
condiciones Optimas de cultivo para mejorar la tasa de éxito en la regeneracion y el desarrollo de

plantas de banano sanas y vigorosas.

1.1.1 Desinfeccion

Los métodos para desinfectar explantes de banano varian entre laboratorios, en donde se
han empleado diferentes reactivos y frecuencias. Para este proceso, se ha referenciado en diferentes
investigaciones que es esencial lavar con agua y jabén, usar agua destilada estéril y desinfectantes.
Adicionalmente, se ha observado que el hipoclorito de sodio es uno de los desinfectantes mas
efectivos, en comparacién con el cloruro de mercurio. El surfactante Tween 20 u 80 también se
utiliza con frecuencia, ya que mejora el contacto del desinfectante con el explante. Ademas, se
reporta el uso de &cido citrico para prevenir o reducir la oxidacion causada por los fenoles que las
musaceas secretan al ser cortadas (Carridn, 2020). Se destaca el trabajo de los autores:

» Martinez et al. (2008) usando banano variedad Maquefio, realizaron una comparacion de

varios metodos de desinfeccion cambiando la cantidad de cloro y cloruro de mercurio. Estos
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autores obtuvieron un 100% de explantes sanos con una solucion de 20% de cloro durante
20 minutos y de 0,1% de cloruro de mercurio durante 10 minutos.

» Medina et al. (2015) utilizaron platano bocadillo del Chocé o variedad Simmunds
realizando una desinfeccion de 10 minutos en solucion de hipoclorito de sodio al 5,5% y
otra desinfeccion de 20 minutos en solucion al 3%.

» LOpez (2016) obtuvo 100% de los explantes AAB variedad Barraganete libres de patégenos
con una inmersion de 45 minutos en una solucion al 20% de hipoclorito de sodio y 2 lavados
con agua y jabon.

» Ubilla Navarro (2016) utilizando variedades Williams y Gros Michel de Banano, realizé un
lavado con agua y jabdn suave por un minuto, luego los sumergio6 en una solucién de cloro
comercial al 0.5% v /v (NaOCI 4.72% de ingrediente activo) durante 15 minutos y agrego
dos gotas de Tween 80 por cada 100 mL de solucion desinfectante de alcohol sumergiendo
los cormos durante otros 15 minutos.

» Por ultimo, Mamani (2022) Compard los métodos de Medina et al. (2015) y Ubilla Navarro
(2016) en banano variedad Grand Naine y concluyé que el método de desinfeccion de este
altimo autor fue el mejor desinfectante para hongos, mientras que el de Medina funcion6

mejor para reducir la contaminacion bacteriana y la oxidacion fendlica.

Con estas y otras investigaciones ha sido posible tener aproximaciones a las mejores
técnicas de desinfeccion de explantes durante el CTV de banano. Sin embargo, aunque existen
numerosas investigaciones sobre la desinfeccidén de explantes en banano, las variaciones en las
condiciones ambientales, la aparicion de nuevas enfermedades y la necesidad de optimizar la
eficiencia del proceso subrayan la importancia de continuar desarrollando investigaciones que
pueden contribuir a perfeccionar las técnicas existentes, asegurando una mayor tasa de éxito en la

desinfeccion y el cultivo de explantes de esta especie.
1.1.2 Multiplicacion
El estudio de la multiplicacién in vitro de Musa acuminata empezé en China 'y Taiwan en

los afios setenta en cultivos de la familia AAA. Para la década de los ochenta, la disponibilidad de
banano en el mercado aumentd considerablemente gracias a esta técnica (Galan, y otros, 2018).
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La multiplicacion de banano por cultivo de tejidos es una técnica avanzada que permite la
produccion masiva de plantas sanas y uniformes. Comdnmente, este proceso implica la seleccion
de material vegetal de alta calidad, que se desinfecta y se cultiva en medios nutritivos como el
medio Murashige y Skoog (MS), enriquecido con reguladores de crecimiento como la
bencilaminopurina (BAP) y la kinetina para la induccién de brotes, y el &cido indolacético (AlA)
o el &cido naftalenacético (ANA) para la formacidn de raices. Bajo condiciones controladas de luz,
temperatura y humedad, se generan brotes que se desarrollan en plantulas completas, libres de
enfermedades y plagas. Entre los estudios que se han realizado acerca de la multiplicacion del
banano se destacan:

» Krikorian y Cronauer (1983) desarrollaron un medio de cultivo para el mejoramiento
aséptico de banano y platano que se sigue utilizando hasta la fecha y que consiste en el uso
de un medio basal de Murashige y Skoog modificado y suplementado con 6- BAP y
sacarosa.

» Martinez et al. (2008) utilizaron un medio similar al de Krikorian y Cronauer para la
multiplicacion, pero con AlA en vez de sacarosa y de la cual obtuvieron un coeficiente de
multiplicacion (CM) de 2,5 en el banano variedad Maquefio.

» Ldpez (2016) realizo varios medios de cultivo obteniendo la mejor produccion de biomasa
con el medio Murashige y Skoog modificado y suplementado con 6 mg/L de BAP, 13.95
mg/L de ANA 'y 30 g/L de sacarosa.

» Ubilla Navarro (2016) utilizando el medio de Krikorian y Cronauer (1983) obtuvo un CM
de 3,11 en banano variedad Gros Michel.

» Mamani-Sanchez (2021) realizé una comparacion de varios métodos de multiplicacion,
donde el mejor resultado se obtuvo con el medio basal de Murashige y Skoog enriquecido

con BAP en donde el platano variedad gran enano presenté un CM de 8.

1.1.3 Enraizamiento

La etapa de enraizamiento es el proceso de induccion de la formacion de raices con el
objetivo de desarrollar una planta completa. Una vez se obtienen los brotes en la fase de
multiplicacion, es fundamental inducir el enraizamiento (Carrion, 2020). Las plantulas deben
permanecer aproximadamente 30 dias para lograr una proporcion adecuada de raiz y follaje. Se
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estima que cada brote puede generar un promedio de siete raices con una longitud de 10 cm y una
abundancia de pelos absorbentes, caracteristicas que mejoraran la calidad de las plantas al iniciar
su adaptacion a condiciones ex vitro (Garcia, Reyes , Zayas , & Destrade, 2015). En general, los
autores han tomado los mismos medios de multiplicaciéon como medios de enraizamiento y en
algunos otros casos se cambian las citoquininas por auxinas, tal como los siguientes trabajos
realizados:

» Florio et al. (2010) emplearon el mismo medio MS utilizado en etapas previas, pero sin
citocininas y con la adicion de auxinas.

» Velasco (2011) obtuvo mejores resultados de longitud y cantidad de raices en el
enraizamiento de platano macho y banano variedad Gran Enano en un medio de cultivo que
contenia 2.5 mg/L de BAP y agua de coco (10-30%) que en medio de cultivo sin agua de
coco.

» Medina et al. (2015) realizaron el enraizamiento in vitro de Musa acuminata variedad
Simmunds en el mismo medio de proliferacion (medio basal de Murashige y Skoog con los
reguladores BAP y ANA), dando como resultado raices vigorosas que facilitaron su

trasplante a suelo.
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2 Justificacion

La micropropagacion es una técnica de cultivo de tejidos que ofrece numerosas ventajas
sobre la propagacion convencional. Esta técnica permite una gran y rapida produccion de plantas
a partir de una pequefia cantidad de material vegetal, como un solo brote o una yema. Esto es util
para la propagacion de plantas dificiles de multiplicar por métodos convencionales. Ademas, por
medio de la micropropagacion se puede controlar con precision, la calidad y uniformidad de las
plantas. Las condiciones de cultivo son ajustadas meticulosamente, lo que resulta en plantas
genéticamente idénticas en términos de caracteristicas deseables como resistencia a las
enfermedades (Beyl & Trigiano, 2017).

Adicionalmente, con la micropropagacion es posible obtener un gran numero de plantas en
un corto periodo de tiempo, facilitando la rapida expansion de cultivos comerciales o la
recuperacion de especies en peligro de extincién, libre de fitopatdgenos, garantizando la sanidad
en los cultivos (Arditti & , 2009). De esta forma, la micropropagacién ofrece ventajas significativas
en términos de eficiencia, control y calidad, lo que la convierte en la mejor alternativa
biotecnologica para responder a la demanda agricola que actualmente tiene la empresa FASPLAN.

Sumado a ello, aunque ya existen numerosas investigaciones sobre la propagacion in vitro
de banano, es imperativo realizar nuevas exploraciones que permitan estandarizar los procesos en
cada laboratorio. Las condiciones ambientales especificas, como la temperatura, la humedad y la
calidad del agua, varian de un lugar a otro y pueden afectar significativamente el crecimiento y
desarrollo de los cultivos. Ademas, los medios de cultivo y las concentraciones de los reguladores
deben ajustarse a las particularidades de cada laboratorio para asegurar la maxima eficiencia y
uniformidad en la produccion de plantas. Por lo tanto, la investigacion continua es esencial para

perfeccionar estas técnicas y garantizar su éxito en diversas condiciones.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo general

Identificar los requerimientos del Banano Gros Michel (Musa acuminata AAA) durante la

estandarizacion del protocolo de propagacion in vitro en la empresa Fasplan S.A.S

3.2 Objetivos especificos

> Desarrollar un protocolo de desinfeccion durante la introduccion in vitro del banano Gros
Michel (Musa acuminata AAA) para evitar la contaminacidn por microorganismos.

» Evaluar dos medios de cultivo para la etapa de multiplicacion in vitro del banano Gros
Michel (Musa acuminata AAA) basado en el CM.

» Determinar el medio propicio para la etapa de enraizamiento del banano Gros Michel (Musa

acuminata AAA) que posibilite la formacion de raices.
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4 Marco teérico

Dentro de la familia de las Musaceas, el género Musa ha adquirido importancia en la
alimentacion humana a nivel mundial; de él derivan dos tipos especificos: los platanos de coccion
(‘cooking bananas') y los bananos que se consumen crudos (‘dessert bananas'). Las teorias sobre el
origen indomalayo de estos cultivares se remontan a los estudios de Kurt en 1865, y hoy ha sido
ampliamente demostrado que todos los bananos y platanos comestibles se derivan de dos especies
silvestres: Musa acuminata Colla (M. cavendishii Lamb ex. Paxt.) y Musa balbisiana Colla.
Actualmente, los sistemas de clasificacion generalmente aceptados se basan en los trabajos de
Simmonds y Shephard quienes desde 1956, establecieron calificaciones para identificar los aportes
gendmicos provenientes de las especies M. acuminata (genoma A) y M. balbisiana (genoma B).
Los clones triploides, mucho mas numerosos que los diploides y tetraploides, se designan con los
siguientes codigos: AAA, para bananos con muy bajo contenido de almidones y mayor contenido
de azucares; AAB, para platanos de coccidn del tipo harton con dominancia ‘acuminata’; y ABB,
para platanos con dominancia 'balbisiana’, llamados también 'cuatro filos' en algunos paises de
América tropical, con alto contenido de almidones y bajo contenido de azlcares (Castarieda, 2023).
Las harinas y los almidones, son fuentes alimenticias importantes en Africa y Centro y Suramérica,
donde la produccion de banano Gros Michel (Musa acuminata AAA) se cultiva en areas extensas
lo cual beneficia a las poblaciones por la disponibilidad para el consumo y la generacién de ingresos
al exportar un banano apetecido por sus caracteristicas (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2004) (Lucas, Montoya, & Quintero, 2014).

El banano tradicionalmente se propaga de forma vegetativa por cormos, estos son separados
de la planta principal para la respectiva siembra en campo. Sin embargo, esta técnica es menos
efectiva ya que la tasa de multiplicacién es muy baja. Adicionalmente, con la propagacién
vegetativa por cormos se puede presentar un aumento en la incidencia de plagas y enfermedades
que pueden propagarse entre plantaciones. Segun el DANE, las plantas de banano sufren de
diversas enfermedades y plagas que afectan los rendimientos del cultivo, como por ejemplo: el
moko o maduraviche causado por la bacteria Ralstonia solanacearum, pudricién acuosa del
pseudotallo causado por la bacteria Dickeya chrysanthemi, mal de Panama causado por el hongo
Fusarium oxysporum, Sigatoka negra causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis, picudo negro

0 gorgojo del platano los cuales son unos escarabajos (Cosmopolites sordidus) que se alimentan y
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desarrollan cepas dentro del cormo formando taneles que debilitan la planta, los nematodos
Radopholus similis y Helicotylenchus multicintus, los cuales son unos fitoparasitos que se
alimentan de las raices y los cormos del banano y finalmente, la mosca blanca espiral del platano
y el banano (Aleurodicus floccissimus) la cual se alimenta de la savia de la planta, perdiendo su
capacidad fotosintética y generando la muerte de las hojas (DANE, 2016).

Con base en los diferentes problemas que pueden observarse en los cultivos agricolas con
el uso de meétodos convencionales de propagacion, los investigadores han disefiado estrategias
biotecnologicas como el CTV. Esta técnica, permite el crecimiento y multiplicacion de células,
tejidos y 6rganos vegetales en un medio nutritivo bajo condiciones asépticas y controladas. Las
técnicas de cultivos de tejidos se han mejorado y perfeccionado durante varias décadas lo que
permite la propagacion in vitro de especies de una manera mas rapida y eficiente (Cancado, y otros,
2013).

El CTV se basa en la totipotencialidad celular, capacidad que tienen las células vegetales
para generar un nuevo organismo, idéntico al que le dio origen. Una de las técnicas utilizada en el
cultivo de tejidos para la obtencion de plantas de calidad a gran escala de forma rapida y eficiente
es la micropropagacion in vitro; la cual significa cultivar plantas dentro de un frasco de vidrio en
un ambiente artificial (Castillo, 2004). Esta técnica consiste en el cultivo aséptico de porciones de
tejido (explantes) extraidos de una planta. Para esto, se pueden utilizar 6rganos enteros o porciones
(embriones, yemas, hojas, raices y flores), asi como tejidos, callos o incluso protoplastos (células
vegetales sin pared celular) (Cancado, y otros, 2013). Las etapas para el desarrollo de la

micropropagacion pueden variar, pero generalmente abarcan cinco etapas definidas a continuacion:

Etapa 0: Seleccién y preparacion de la planta madre

La seleccion del material de propagacion es el primer paso para iniciar la siembra de este
cultivo. En el caso del banano, usualmente son utilizados rebrotes provenientes del deshije, se
deben utilizar los retornos sanos y de buen tamafio, con caracteristicas deseables. Para su utilizacion
es necesario ubicar e identificar las yemas presentes en el cormo, lo cual permitira que el sistema

sea altamente eficiente (Alvarado, 2019).

Etapa 1: Desinfeccion de las yemas de la planta y/o desinfeccion de semillas
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Esta etapa es critica, debido a que, es el material de partida para la propagacién. En esta
fase, se debe buscar eliminar microorganismos contaminantes que se encuentren en la superficie
de los tejidos con agentes desinfectantes como el hipoclorito de sodio a diferentes concentraciones
y el jabon neutro, sin afectar la integridad del explante y su viabilidad. La desinfeccion se realiza
debido a que el material vegetal (cormos) se encuentra enterrado en el suelo y estan expuestos a
microorganismos patogenicos (Mamani, Nova, & Bosque, 2021). Para la propagacion in vitro del
banano, se recomienda utilizar meristemos, que son tejidos indiferenciados que pueden originar
otros tejidos y 6rganos (Real Academia Espariola, 2024), puesto que de esta forma se garantiza un
desarrollo uniforme entre las plantas al ser sometidas a condiciones controladas de luz,
temperatura, humedad y nutrientes, a diferencia de lo que ocurre en campo, donde se observa un

desarrollo irregular o desigual entre las plantas (Quispe, 2019).

Etapa 2: Introduccion in vitro del material seleccionado

Luego de la desinfeccidn, el explante se siembra en medio de cultivo estéril. En un periodo
de una semana o quince dias, comienza e | proceso de regeneracion de nuevos tejidos vegetales,
iniciando el ciclo de cultivo in vitro (Mamani Q. , 2022). En este medio de cultivo estéril, se utilizan
reguladores de crecimiento como citoquininas las cuales estimulan la division celular,

promoviendo la formacion de nuevas plantas (Agroactivocol, 2020).

Etapa 3: Multiplicacion de brotes

En esta etapa se realiza la propagacion masiva de brotes a partir de los explantes
establecidos con el fin de mantener y aumentar el nimero de brotes para los nuevos ciclos de
multiplicacion. En este proceso de organogenesis estan involucrados una serie de factores tales
como los ingredientes que forman parte del medio de cultivo, reguladores de crecimiento,
sustancias propias de la planta y condiciones ambientales (Mamani Q. , 2022). Vega et al., (2016)
mencionaron que, uno de los reguladores de crecimiento comdnmente utilizado es el AIA o acido
indol-3-Acético, el cual es un regulador que estimula el crecimiento como respuesta a la luz. En
esta fase, la capacidad de multiplicarse se evalia por medio del CM, el cual nos permite definir el
mejor medio para aumentar el nimero de brotes (Diaz & Castro, 2011). EI CM se calcula usando

la ecuacion 1.
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Donde:
CM: Coeficiente de multiplicacidn.
EF: Nimero de explantes final.

El: Nimero de explantes inicial.

Etapa 4: Enraizamiento

Esta etapa tiene la finalidad de que las plantas desarrollen su sistema radicular y con ello,
prepararlas para su restablecimiento a condiciones ex vitro. Los brotes que tengan un tamafio
aproximado de 2cm, son separados individualmente y colocados en un medio de enraizamiento
para posibilitar la obtencion de plantas completas. Segun Mamani (2022), en esta etapa se suprime
el BAP en el medio de cultivo ya que la emision radicular es espontanea, obteniéndose una planta

completa en un periodo de 25 a 30 dias.

Etapa 5: Aclimatacion

Las plantas producidas por la técnica del CTV se desarrollan en ambientes con una
humedad relativa muy elevada y generalmente tienen estomas (estructuras responsables de regular
la transpiracién y pérdida de agua en la planta) poco funcionales frente a descensos de la humedad
relativa, por lo que son poco efectivos para evitar la desecacion del explante. Adicionalmente, estas
plantas tienen una baja capacidad fotosintética o a veces nula, debido a que se les proporciona una
gran cantidad de azlcares durante su crecimiento; es por ello por lo que, la etapa de aclimatacién
ex vitro es esencial para la supervivencia de las plantas en campo. Esta fase permite que las plantas
terminen de formar completamente las estomas facilitando el intercambio gaseoso y la capacidad

fotosintética para que ellas puedan adaptarse y vivir en condiciones naturales (Castillo, 2004)
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5 Metodologia

El proyecto fue desarrollado en la empresa FASPLAN S.A.S ubicada en la Sede de
Desarrollo Tecnoldgico e Innovacion de la UdeA, la cual esta localizada en la vereda Quirama,

perteneciente al municipio de EI Carmen de Viboral.

5.1 Preparacion del material vegetal

El material de partida con el que se trabajé fue la variedad de banano Gros Michel
perteneciente a un cliente de la empresa, el cual se encargd de seleccionar cormos de plantas élites,
que se distinguen por sus caracteristicas agrondémicas y comerciales de interés. Posteriormente, se
revisaron los cormos con el objetivo de verificar el estado y la viabilidad de estos, se rotularon las
muestras y se removieron las vainas foliares del pseudotallo y los tejidos blancos de la base, hasta
obtener un cormo de aproximadamente 1 cm de longitud, que contenia el meristemo central y

aproximadamente 2 cm de la base (Figura 1).

Figura 1

Preparacion del material vegetal, primera parte. (a) Revision de los cormos, (b) rotulacion de
las muestras, (c) retiro de hojas y tejidos externos.

Una vez finalizado el proceso anteriormente descrito, se realizé un lavado superficial al
material con una solucion de agua corriente y jabon neutro a razén de 5 cm®/L durante 5 min a 100
RPM. Pasados los 5 min, se enjuag6 con agua corriente hasta eliminar completamente la espuma.
Posteriormente, se realizé un segundo lavado adicionando una solucién de agua corriente con yodo
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metalico a razon de 1cm®/L hasta cubrir los cormos y se agitaron durante 5 min. Pasado este tiempo,

se realizd un enjuague con agua corriente para retirar el exceso de yodo (Figura 2).

Figura 2
Preparacion del material vegetal, segunda parte. (a) y (b) enjuague con jabon neutro, (c)
agitacion de los cormos con solucién de yodo, (d) y (e) enjuague con agua corriente y (f)

almacenamiento de los cormos.

5.2 Desinfeccidn

Una vez finalizado el lavado de los cormos y, con el fin de evaluar cual metodologia se
debe desarrollar en el proceso de desinfeccion dentro de la biofabrica, se procedio a realizar en
cabina de flujo laminar dos métodos de desinfeccidn superficial de los explantes, los cuales se

describen a continuacion:

Tabla 1
Pasos de los métodos de desinfeccion

PASOS\ METODO METODO A METODO B

Adicion de etanol al 70% hasta cubrir los

. Si Si
cormos completamente durante 1 min.
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Enjuague con desionizada estéril hasta cubrir
completamente los cormos durante 3 min. Si Si

Desinfeccion con hipoclorito de sodio al 1% +
Tween 20 durante 5 min a 100 RPM. Si Si

Se realizan tres enjuagues con agua desionizada
estéril para eliminar los residuos de espuma e

hipoclorito de sodio. Si S
Primer retiro de los tejidos externos o vainas

foliares hasta extraer el meristemo con un

. . 1 mm 3mm

tamanio distinto para cada método.

Segunda desinfeccién con hipoclorito de sodio

al 0.5% + Tween 20 durante 1 min a 100 RPM. No Si
Enjuague con agua desionizada estéril hasta

eliminar completamente el residuo de No si

hipoclorito.

Segundo retiro de los tejidos externos o vainas
foliares hasta extraer el meristemo con un No 1 mm
tamano distinto para cada método

Finalmente, los explantes fueron sembrados en el medio de introduccion previamente

estandarizado por los técnicos de la empresa (Figura 3).

Figura 3
Preparacion del material vegetal, tercera parte. (a) Enjuague con etanol al 70%, (b) y (g)
Enjuague con agua desionizada estéril, (c) y (e) Enjuague con hipoclorito + Tween 20, (d) y (f)

Retiro de tejido de las vainas foliares, (h) Siembra de meristemos.
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Una vez se ejecutaron los métodos de desinfeccion anteriormente descritos, los tubos con
las respectivas siembras fueron almacenados en condiciones de oscuridad durante 15 dias a
temperatura de 25°C+2°C y se le realizé seguimiento semanal. Para finalizar esta etapa, los tubos
fueron llevados a cdmara de crecimiento en donde estuvieron durante 15 dias adicionales expuestos
a fotoperiodo de aproximadamente 10 horas luz y 14 horas de oscuridad a una temperatura
promedio de 27°C+2°. Luego de esta etapa, se procedieron a sembrar los explantes viables en los

medios de multiplicacion.

Posterior a la fase de introduccion, y con el fin de identificar pérdidas por contaminacion

microbiana, necrosis y viabilidad de los explantes, se revisaron y clasificaron de la siguiente forma:

> Contaminado: aquellos en donde se evidencid la presencia de contaminacion microbiana.

> Sobreviviente: aquellos que no se necrosaron y presentaron tejido viable, con

contaminacién microbiana o no.

> Viable: aquellos que no se necrosaron, con tejido viable y no presentaron contaminacién

microbiana.

Para el proceso de desinfeccion fueron analizadas las variables de respuesta: porcentaje de
contaminacion, porcentaje de supervivencia y porcentaje de explantes viables (Mamani Q. , 2022):

El porcentaje de contaminacion dado por la ecuacion 2:
— EC,
PC(%) = =+ 100 (2)

Donde:
PC: Porcentaje de contaminacion.
EC: explantes contaminados.

ET: explantes totales

El porcentaje de supervivencia o los sobrevivientes cumple la ecuacion 3:

PS(%) = =100 (3)
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Donde:
PS: Porcentaje de supervivencia.
ES: Explantes supervivientes.

ET: Explantes totales

El porcentaje de supervivencia sin contaminacion o viables se calcula por la ecuacion 4:

PSC(%) == -100 (4)

Donde:
PSC: Porcentaje de supervivencia sin contaminacion.
ESC: Explantes supervivientes sin contaminacion.

ET: Explantes totales

El analisis estadistico consistio en determinar el porcentaje de supervivencia sin
contaminacion o viables para cada uno de los métodos usando la ecuacion 3. Luego, en el software
estadistico JASP 0.18.30, se ingresaron los valores correspondientes a las 30 muestras obtenidas
tras la preparacion del material vegetal. Se realiz6 un andlisis estadistico para las 15 muestras de
cada uno de los métodos, asignando el valor 0 a las muestras contaminadas y el valor 1 a las viables.
Esto se realizé debido a que, el principal interés al evaluar los métodos de desinfeccion fue
identificar aquellos explantes que no se contaminaron, garantizando la validez del método y su
viabilidad para uso en fases posteriores. De esta forma, se aplicé una prueba no paramétrica U de
Mann Whitney para datos ordinales con distribucién sin normalidad para la igualdad de medias,

formulando las hipo6tesis nula y alternativa correspondientes.

> Ho: La cantidad promedio de explantes viables del método A es igual a la cantidad promedio
del método B.

» Ha: La cantidad promedio de explantes viables del método A es diferente a la cantidad
promedio del método B.
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5.3 Multiplicacion in vitro

Con el fin de suplementar los requerimientos nutricionales necesarios para el desarrollo de
las plantas y asi, aumentar el CM, se disefiaron dos medios de cultivo diferentes denominados M1
y M2 en los cuales se sembraron los explantes viables que fueron obtenidos durante la introduccion
in vitro (24 explantes), con un total de 12 explantes sembrados en cada medio de cultivo. Los pasos

Ilevados a cabo durante la primera multiplicacion se describen a continuacion:

1) Dentro de la cabina de flujo laminar, se procedio a retirar los explantes viables que se
encontraban en los tubos de ensayo que contenian el medio de introduccidn in vitro
2) Se realizaron cortes superficiales a los explantes para retirar las partes oxidadas o

necrosadas.

3) Finalmente, fueron sembrados los explantes en el medio de multiplicacion

correspondiente (Figura 4).

Figura 4
Primera fase de multiplicacion. (a) Retiro de los explantes viables de los tubos de ensayo con

medio de introduccion in vitro, (b) y (c) limpieza de los explantes, (d) Siembra en medios de

multiplicacion M1y M2 durante el subcultivo 1 o transferencia de explantes.
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Subcultivos

El primer subcultivo también llamado de transferencia de explantes, fue realizado pasados
los 15 dias posteriores al periodo de luz. Posteriormente, a los 27 dias de esto, fue realizado un
segundo subcultivo con el fin de mejorar el desarrollo de las plantas durante las condiciones in
vitro y aumentar los coeficientes de multiplicacion. Los pasos desarrollados durante cada
subcultivo se describen a continuacion:

1) Fueron identificados aquellos explantes viables o con tejidos saludables.

2) Luego, se identifico la presencia o no de nuevos brotes, los cuales fueron separados e
individualizados.

3) Con ayuda de pinzas y bisturi estéril, se procedio a retirar el exceso de tejido vegetal.

Posteriormente, se realizo un corte en la base de los explantes.

4) Estos explantes fueron transferidos para un nuevo medio de multiplicacion (medio M1 o

M2, segun correspondiera) (Figura 5).

Figura 5
Subcultivos de la etapa de multiplicacion. (a) y (d) Analisis de explantes viables medio M1y M2,
(b) y (e) retiro exceso de material, (c) y (f) siembra de los explantes en el medio M1y M2 durante

el subcultivo 2.
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Posterior a esto, cada 21 dias fue realizado un nuevo subcultivo con el fin de individualizar
nuevos brotes y aumentar el numero del CM. En total se realizaron cuatro subcultivos siguiendo

los pasos descritos anteriormente, variando el nimero de brotes obtenidos durante cada uno.

5.4 Enraizamiento

Una vez se finalizé el cuarto subcultivo, se procedid a realizar la fase de enraizamiento.
Para esto, se utilizaron los explantes o brotes diferenciados y mejor desarrollados (con presencia
de tallo y hojas principalmente) provenientes de los medios M1 y M2. Los explantes que no
cumplian con los indicadores de calidad para el enraizamiento, fueron transferidos nuevamente
para el medio M2,

Durante la siembra en la fase de enraizamiento, se retird el exceso de hojas y raices hasta
conseguir explantes de aproximadamente 2 cm. Esto se realiz6 con el objetivo de obtener tamafios
similares y evitar la competencia por nutrientes, garantizando que el desarrollo de los explantes no
se viera afectado por este factor. Los explantes provenientes de los medios M1 y M2, fueron
divididos en partes iguales para ser sembrados en los medios E22/M1y E22/M2 respectivamente.

En la Figura 6, se observan los pasos desarrollados durante esta etapa.

Figura 6

Etapa de enraizamiento. (a) Revision de explantes diferenciados del medio M2, (b) retiro exceso
de material, (c) siembra de los explantes en el medio E22/M1 y E22/M2 respectivamente, (d) y
(e) verificacion de tamafio de los explantes, (f) Comparacion de tamafios en los medios

correspondientes.
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Una semana después de realizado el enraizamiento se tomaron los primeros datos de las
plantas de banano, dentro de estos datos se tomaron variables como la presencia y el largo de las
raices, hojas y tallo, ademas, el grosor del tallo. Segun la literatura, el tiempo estimado para el
enraizamiento de Musa acuminata AAA es de 4 a 8 semanas, esto teniendo en cuenta un buen
desarrollo del sistema radicular, sin embargo, el enraizamiento dentro de la biofébrica se lleva a
cabo en dos semanas con el fin de evitar el crecimiento excesivo de raices que termina en la pérdida
de estas cuando se trasladan a la fase de aclimatacion. Por ende, al finalizar las dos semanas, se
tomaron nuevamente los datos mencionados anteriormente. Estos datos fueron introducidos en el
software estadistico JASP 0.18.30 donde fueron analizados de forma descriptiva e inferencial. Las

4 variables utilizadas y su descripcion fueron las siguientes:

» Raices: Variable tipo ordinal. NUmero de raices que tenia el explante. Rango desde 0 a 7.

» Hojas: Variable tipo ordinal. Namero de hojas que tenia el tallo. Rango desde 0 a 3.

» Longitud/Diametro: Variable tipo continua. Proporcién entre longitud y didmetro del tallo.
Valores mayores a 1.

> Volumen: Variable tipo continua. Volumen aproximado del tallo. Valores menores a 1cm?®.

El analisis inferencial consistio en realizar una prueba Kruskal-Wallis para determinar si al
menos uno de los 4 tratamientos utilizados durante el enraizamiento, tenia una mediana
significativamente diferente del resto de los tratamientos, evaluando presencia de raices, hojas y la
proporcion entre largo y didametro del tallo. Adicionalmente, se realizé una prueba individual U de
Mann Whitney por cada par de tratamientos, esto con el fin de comparar directamente la relacion
uno a uno. Por ultimo, los resultados asociados al volumen aproximado del tallo en los explantes
de cada tratamiento, fueron comparados mediante un grafico de cajas y bigotes, el cual permitio
evidenciar la distribucion y parametros descriptivos de cada tratamiento con mayor claridad. La
convencion utilizada para designar cada uno de los tratamientos fue la siguiente:

» Ti1: Enraizamiento en medio E1 (sin reguladores de crecimiento) proveniente de
multiplicacién en medio M1 (sin reguladores de crecimiento).
» Ti12: Enraizamiento en medio E1 (sin reguladores de crecimiento) proveniente de

multiplicacion en medio M2 (con r reguladores de crecimiento).
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» To1: Enraizamiento en medio E2 (con reguladores de crecimiento) proveniente de
multiplicacion en medio M1 (sin reguladores de crecimiento).
» T2 Enraizamiento en medio E2 (con reguladores de crecimiento) proveniente de

multiplicacion en medio M2 (con reguladores de crecimiento).
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6 Resultados

6.1 Preparacion del material vegetal

Para esta investigacion se cont6 con varias muestras del banano Gros Michel otorgadas por
el cliente. Sin embargo, solo se trabajaron con 30 muestras que fueron aptas y cumplieron con los
requerimientos para ser utilizadas como material de partida en el proceso de micropropagacion,
dicho material, no debia presentar sintomas de enfermedades ni pudricion o malos cortes que
comprometieran el meristemo. Con base en esto, el material de partida utilizado fue el que se

observa en la Figura 7.

Figura 7
Material de partida escogido.

El éxito de cualquier proceso de cultivo de tejidos estd determinado por el empleo de un
material de partida adecuado. El primer factor por evaluar es la constitucion genética de la planta
donante, ya que, en la mayoria de los casos, para la propagacion in vitro, se selecciona como
material inicial una planta élite que ha sido escogida por sus caracteristicas fenotipicas especiales,
las cuales, en este caso, fueron definidas por el propietario del material.

El estado fisiologico de la planta donante también es de gran influencia en la respuesta
durante el CTV. Existen varios reportes cientificos en donde se mencionan diferencias en los
requerimientos nutricionales y hormonales cuando los tejidos provienen de plantas con diferente
edad fisiologica. Para llevar a cabo esta técnica, generalmente se utilizan plantas en estado de
crecimiento activo: vigoroso y sano, debido a que, la mayor fuente de contaminacion primaria en

los cultivos in vitro proviene de la planta madre. Por lo tanto, la seleccion y el desarrollo de plantas
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donantes bajo un buen manejo fitosanitario, reduce notablemente la contaminacion, principalmente
fangica. Por ello, si se logra establecer un explante axénico, la contaminacion posterior puede
deberse a otro tipo de errores que pueden reducirse con un buen protocolo de desinfeccion y buenas

practicas de laboratorio(Universidad Nacional de la plata [UNLP], 2017).

6.2 Desinfeccién

Luego del proceso de desinfeccion y posterior introduccién, los explantes fueron

analizados y clasificados como contaminado, sobreviviente o viable (Figura 8).

Figura 8
Clasificacion explantes después de la etapa de desinfeccion. (a) y (d) explantes necrosados por
bacterias, (b) y (e) explantes sobrevivientes no viables (contaminados), (c) y (f) explantes

sobrevivientes viables.

En la Tabla 2, se observan los porcentajes obtenidos para cada clasificacion. El porcentaje
correspondiente a sobrevivientes, se calculd sobre el 100% de los explantes de partida, mientras
que la columna de sobrevivientes no viables (contaminados) y sobrevivientes viables correspondio
al 100% de explantes pertenecientes a los sobrevivientes. Estos Ultimos, correspondieron a aquellos
gue no presentaron necrosis ni contaminacion aparente, es decir, aquellos que cumplian con las
caracteristicas necesarias para usarse como material de partida para la micropropagacion.

A su vez, a partir de la columna de los sobrevivientes, se puede observar que del 100% de
los explantes iniciales, con la desinfeccién utilizada en el método A, el 66.7% de los meristemos
sobrevivientes se encontraban viables en comparacion de aquellos desinfectados con el método B,
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en donde se obtuvo un 73.3% de meristemos viables. Esto demuestra que, aunque en el método A
habia un mayor niumero de meristemos con el tejido vegetal vivo, estos no eran aptos para su
propagacion debido a contaminantes, sugiriendo que, el método B es mas efectivo en la
desinfeccion de cormos de banano variedad Gros Michel, permitiendo la obtencion de un mayor

namero de explantes viables.

Tabla 2
Variables de respuesta al proceso de desinfeccion in vitro.

Sobrevivientes no

Método de o _ ) Sobrevivientes
) y Sobrevivientes (%)  viables (contaminados) )
desinfeccion viables (%)
(%)
A 93.3 33.3 66.7
B 80 26.7 73.3

En el software estadistico JASP 0.18.30, se ingresaron los valores correspondientes a las 30
muestras obtenidas tras la preparacion del material vegetal. Se realizd un analisis estadistico para
las 15 muestras de cada uno de los métodos, asignando el valor 0 a las muestras contaminadas y el
valor 1 a las viables. Esto se hizo porque el principal interés al evaluar los métodos de desinfeccion
es identificar aquellos explantes que no se contaminaron, garantizando la validez del método y su
viabilidad para uso posterior. Se aplicO una prueba paramétrica t-Student para la igualdad de

medias, formulando las hip6tesis nula y alternativa correspondientes.

> Ho: Lacantidad promedio de explantes viables del método A es igual a la cantidad promedio
del método B.
> Ha: La cantidad promedio de explantes viables del método A es diferente a la cantidad

promedio del método B.

El valor-p obtenido en la prueba t-Student fue de 0.702, por lo que no se puede rechazar la
hipétesis nula y se concluy6 gue no existe una diferencia significativa entre la cantidad promedio

de explantes viables de ambas muestras. Sin embargo, se observa que la prueba de normalidad
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present6 un valor-p menor a 0.001, sugiriendo que la distribucion de las muestras no es normal, lo

que incumple con uno de los supuestos necesarios para la validez de la prueba.

Posteriormente, se realizé una prueba U de Mann Whitney la cual es una prueba no
paramétrica para datos ordinales con distribucion sin normalidad. De esta forma, utilizando la
misma formulacion de las hipdtesis nula y alternativa, se obtuvo un valor-p similar de 0.715 (Tabla
3), concluyendo igualmente que no existe una diferencia significativa entre la cantidad promedio

de explantes viables de ambas muestras.

Tabla 3
Prueba U de Mann-Whitney de la variable explantes viables en la etapa de desinfeccion.

Parametro U  Valor - p

Respuesta 105.000 0.715

Nota: Prueba desarrollada en el software JASP 0.18.30.

6.3 Multiplicacion

Durante el primer subcultivo o transferencia, fue posible la siembra de 24 explantes viables
provenientes de ambos métodos, los cuales fueron homogeneizados y divididos en partes iguales y
sembrados en los medios M1 y M2 correspondientemente. En este primer subcultivo no se
observaron diferencias significativas, esto pudo ser debido a que todos los explantes provenian del
mismo medio estandar de introduccion. Ademas, los explantes no tenian suficiente tiempo en las
condiciones in vitro, de tal manera que esto permitiese la absorcion necesaria de los reguladores de
crecimiento dentro de sus tejidos, afectando los coeficientes de multiplicacion y el desarrollo de

nuevos tejidos (Figura 9).
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Figura 9

Explantes transferidos a los medios M1y M2, respectivamente.

El segundo subcultivo se llevd a cabo a los 27 dias posteriores a la transferencia. Durante
este subcultivo fue identificado un menor desarrollo en el medio M1 en comparacion con el medio
M2, en donde se evidencio un crecimiento mas rapido de los explantes. Hasta este subcultivo,

ningun medio propicié el crecimiento de brotes, por ende, no se calculé el CM (Figura 10).

Figura 10
Desarrollo de los explantes en el segundo subcultivo de la etapa de multiplicacion. (a) explantes
del medio M1, (b) explantes del medio M2.

El tercer subcultivo fue realizado 21 dias después del segundo subcultivo, durante este se evidencid
una diferencia marcada entre el medio M1y M2. Aunque los explantes del medio M1 aumentaron
el desarrollo de hojas y la elongacion del tallo, su desarrollo fue menor en comparacion con los
explantes del medio M2. Adicionalmente, su coloracion era de un verde mas oscuro, mientras que
en el medio M2, los explantes aumentaron su tamafio notablemente, incrementaron el nimero de
brotes, presentaban un mayor nimero de hojas y tenian una coloracion verde mas clara presentando
un mayor grado de humedad (
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Figura 11).
Figura 11
Desarrollo de los explantes en el tercer subcultivo de la etapa de multiplicacion. (a) y (c)

Explantes del medio M1, (b) y (d) explantes del medio M2.

Como se defini6 anteriormente, cada medio se evalu6 por medio del CM que esta dado por
la ecuacidn 1. Los resultados obtenidos para el tercer subcultivo se presentan en la Tabla 4, donde
se evidencia que en el medio M1 no se desarrollaron nuevos brotes teniéndose un CM de 1. Sin
embargo, durante este subcultivo en el medio M2, fue posible la obtencion de nuevos brotes dando

como resultado un CM de 2.66 brotes por explante, indicando que se duplicé el nimero de

individuos.
Tabla 4
Coeficientes de multiplicacidn de banano Gros Michel al tercer subcultivo en los medios M1y M2.
Medio evaluado  Explantes iniciales Explantes finales CM
M1 12 12 1
M2 12 32 2.66

El cuarto y altimo subcultivo, se realizo a los 21 dias del tercer subcultivo. Durante este, se
evidencio una diferencia en los explantes de ambos medios. En el caso del medio M1, los explantes
no desarrollaron brotes, sin embargo, presentaron crecimiento de raices, hojas y elongacion tallo
alcanzando un tamafio aproximado de 4 cm. En el medio M2, no se evidencio presencia de raices,

sin embargo, el nimero de brotes aumento en comparacion con el de los subcultivos anteriores, el
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crecimiento de las hojas y de los explantes fue mayor al de los anteriores subcultivos. La coloracion
en ambos casos fue la misma observada en el subcultivo nimero 3 (Figura 12).

Figura 12
Desarrollo de los explantes en el cuarto subcultivo de la etapa de multiplicacién. (a) y (c)
Explantes del medio M1, (b) y (d) explantes del medio M2, (e) Comparativo de raices en los medios
M1y M2.

Durante el cuarto subcultivo la coloracién entre los explantes de cada medio fue la misma
que se observo en el subcultivo nimero 3 (Figura 12). Ademas, para este cuarto subcultivo también
se calcul6 el CM. Para el caso del medio M1 se obtuvo un CM de 1, mientras que en el medio M2,

se obtuvo un coeficiente de 3.125 brotes por cada explante Tabla 5.

Tabla 5
Coeficientes de multiplicacion banano Gros Michel al cuarto subcultivo en los medios M1y M2.
Medio evaluado  Explantes iniciales  Explantes finales CM
M1 12 12 1
M2 32 100 3.125

Durante cada subcultivo se evidencio una diferencia en el estado de los explantes, las
primeras hojas en el caso del medio M1, se desarrollaron a los 12 dias del segundo subcultivo,
mientras que en el medio M2 se desarrollaron a los 15 dias del primer subcultivo. Ademas, también
hubo una diferencia en el tiempo requerido para la correcta diferenciacion de explantes en cada
medio de cultivo. En el caso del M1, fue en el tercer subcultivo que se observaron las primeras
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plantas con parte aérea y radicular bien definidas, mientras que para el medio M2, desde el segundo
subcultivo se obtuvieron explantes bien diferenciados. Esto se observa en las Figura 13 y Figura
14.

Figura 13
Desarrollo progresivo de los explantes en el medio M1 durante los cuatro subcultivos

En el caso del medio M1, se evidencia que, durante el desarrollo de los explantes en la
Figura 13 no hubo crecimiento de brotes solo de hojas y raices. Mientras que, para el medio M2,

en la dltima imagen de la Figura 14, se evidencian brotes diferenciados.

Figura 14
Desarrollo progresivo de explantes en el medio M2 durante los cuatro subcultivos
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6.4 Enraizamiento

Después de las dos semanas requeridas para la fase del enraizamiento, se tomaron los datos
correspondientes al largo y diametro de los tallos, el nimero de hojas y raices de todos los
explantes. Luego de tabularlos e ingresarlos al software JASP 0.18.30, se obtuvo el anlisis

descriptivo de la Tabla 6 para la variable correspondiente al nimero de raices.

Tabla 6
Analisis descriptivo del nimero de raices en la etapa de enraizamiento.

Tratamiento N Media SD SE Coeficiente de variacion
T11 5 2.600 1.140 0.510 0.439
T12 7 1.429 0.976 0.369 0.683
T21 57 3.158 1.424 0.189 0.451
T22 56 0.929 1.291 0.173 1.391

En la Tabla 7, se observa el resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para los cuatro
tratamientos de la variable nimero de raices.

Tabla 7
Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis de la variable nimero de raices.

Factor Estadistico df  Valor-p

Tratamiento 53.437 3 < .001

Debido a que el valor-p de la prueba es menor al nivel de significancia de 0.05, se concluye
gue existe al menos un tratamiento que presenta una diferencia significativa de su distribucién
frente al resto de tratamientos. Por lo tanto, se realizd una prueba individual U de Mann-Whitney
por cada par de tratamientos con el fin de verificar cuales de ellos presentaban diferencias

significativas. En la Tabla 8, es posible apreciar el resumen de estas comparaciones. Los valores —
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p de las comparaciones que son menores a 0.05, indican que existen diferencias significativas entre

las medias de ambos métodos.

Tabla 8
Resultados de las pruebas individuales U de Mann Whitney de la variable nimero de raices.

Comparacion z Wi W I'b Valor - p

T11-T12 1.237 77200 51500 0.571 0.216
T11-T21 -0.587 77.200 86.921  0.260 0.557
T11-T22 2317 77200 38.821 0.700 0.020
T12-T21 -2.492 51500 86.921 0.682 0.013
T12-T22 0.891 51500 38.821 0.334 0.373
T21-T22 7.204 86.921 38.821 0.746 <.001

Asimismo, en la Tabla 8, se puede evidenciar que el tratamiento T21 fue significativamente
diferente a los tratamientos T12 y T22. A su vez, de la Tabla 6, se puede observar que las medias
del tratamiento T21 es mayor a las medias de los tratamientos T12 y T22, por lo tanto, el
tratamiento T21 obtuvo significativamente una mayor cantidad de raices frente a estos dos
tratamientos, los cuales en su composicién tenian presencia de reguladores de crecimiento.
Ademas, el tratamiento T11 es significativamente diferente al tratamiento T22, demostrando que
este tratamiento presenta significativamente mas raices frente al método T22. Adicionalmente, se
puede evidenciar que no se presentaron diferencias significativas en el niUmero de raices entre los
métodos con igual medio de enraizamiento (T11-T21 y T12-T22), es decir que el medio de
multiplicacioén no influye en la formacion de raices, mientras que el medio de enraizamiento si

influye.

En la Tabla 9, se resume el analisis estadistico descriptivo de los cuatro tratamientos para

el nimero de hojas.



IDENTIFICACION DE LOS REQUERIMIENTOS DEL BANANO GROS MICHEL ... 45

Tabla 9

Analisis descriptivo del nimero de hojas en la etapa de enraizamiento.

Tratamiento N Media SD SE Coeficiente de variacion
T11 5 1.600 0.548 0.245 0.342
T12 7 0.000 0.000 0.000 No aplica
T21 57 1.404 0.863 0.114 0.615
T22 56 0.161 0.371 0.050 2.306

Aplicando la prueba de Kruskal-Wallis se obtienen los resultados de la Tabla 10, donde se

presenta el estadistico de pruebay el valor-p.

Tabla 10
Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis de la variable nimero de hojas.

Factor Estadistico df Valor-p

Tratamiento 63.375 3 <.001

Dado que se obtiene un valor-p menor a 0.001 en la Tabla 10, se concluye que al menos un
tratamiento de enraizamiento tuvo diferencias significativas en la distribucion de la variable
namero de hojas frente a los otros tratamientos. Por lo tanto, se realiza una prueba individual U de
Mann-Whitney para determinar que tratamientos presentaron diferencias en la cantidad de hojas.

Los resultados de esta prueba se visualizan en la Tabla 11.

Tabla 11

Resultados de las pruebas individuales U de Mann Whitney de la variable nimero de hojas.

Comparacién z Wi Wi b p

T11-T12 3.194 95100 33500 1.000 0.001
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Comparacion z Wi Wi b p

T11-T21 0.608 95.100 85.763 0.084  0.543
T11-T22 3.542 95100 40.652 0.936 <.001
T12-T21 -3.962 33500 85.763 0.789 <.001
T12-T22 -0.542 33500 40.652 0.161  0.588
T21-T22 7.280 85.763 40.652 0.722 <.001

Es posible visualizar que, para las comparaciones T11-T12, T11-T22, T12-T21y T21-
T22, los valores-p son menores a 0.05, es decir, que existen diferencias significativas cuando los
medios de enraizamiento son diferentes, mientras que, en las comparaciones entre tratamientos con
igual medio de enraizamiento (T11-T21 y T12-T22) se obtuvieron valores-p mayores a 0.05; lo
cual sugiere que, los tratamientos con igual medio de enraizamiento no presentaron diferencias
significativas en el tamafio de las hojas. Concluyendo que, el medio de enraizamiento influye en la
cantidad de hojas que presentan los explantes.

Por ultimo, para realizar la comparacién de los tratamientos en la proporcién
largo/diametro, se realizé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis que permitié determinar si
los tratamientos tenian una distribucion significativamente diferente entre si. En primer lugar, la
Tabla 12, presenta el andlisis descriptivo de los tratamientos respecto a la proporcién

largo/diametro.

Tabla 12
Analisis descriptivo de la proporcion largo/diametro en la etapa de enraizamiento

Tratamiento N Media SD SE Coeficiente de variacion
T11 5 6.438 1.270 0.568 0.197
T12 7 6.571 1.962 0.741 0.299
T21 57 5.640 1.653 0.219 0.293

T22 56 7.234 2452 0.328 0.339
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En la Tabla 13, se observa el resultado de la prueba de Kruskal-Wallis para los cuatro
tratamientos de la variable proporcion largo/didmetro de los tallos.

Tabla 13
Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis de la variable largo/diametro.

Factor Estadistico  df p

Tratamiento 10.581 3 0.014

Debido a que el valor-p de la prueba es menor al nivel de significancia de 0.05, se concluye
que existe al menos un tratamiento que presenta una diferencia significativa en la distribucién
frente al resto de tratamientos. Por lo tanto, se realizd una prueba individual U de Mann-Whitney
por cada par de tratamientos con el fin de verificar cuales presentaban diferencias significativas.
En la Tabla 14, es posible apreciar el resumen de estas comparaciones. Los valores — p de las
comparaciones gque son menores a 0.05, indican que existen diferencias significativas entre las

medias de ambos métodos.

Tabla 14
Resultados de las pruebas individuales U de Mann Whitney de la variable largo/diametro.

Comparacién z Wi Wi b p

T11-T12 -0.011 66.200 66.429 0.143 0.991
T11-T21 0.857 66.200 51.719 0.270 0.391
T11-T22 -0.448 66.200 73.768 0.179 0.654
T12-T21 1.014 66.429 51719 0.218 0.311
T12 -T22 -0.505 66.429 73.768 0.087 0.613
T21-T22 -3.235 51.719 73.768 0.352 0.001

De la Tabla 14, se puede evidenciar que el tratamiento T21 es significativamente diferente
al tratamiento T22, mientras que para los otros tratamientos no es posible tener conclusiones desde

el punto de vista estadistico. Asimismo, en la Tabla 12, la media de la muestra con tratamiento T21
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es menor a la media de la muestra con tratamiento T22, por lo tanto, el tratamiento T21 produce

significativamente una menor relacion largo/diametro frente al tratamiento T22.

Figura 15
Diagrama de cajas y bigotes del volumen aproximado de los tallos en la etapa de enraizamiento.
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De la Figura 15 se puede observar que, los tratamientos T11 y T21 tienen un volumen de
tallo mayor que el de los tratamientos T12 y T22. A su vez, a pesar de existir una pequefa
diferencia entre las medias de los tratamientos T11 y T21, no es posible definir si existe una
diferencia significativa entre las medias de los volimenes de los tallos de estos tratamientos,
debido a la poca cantidad de datos del tratamiento T11. Sin embargo, desde un enfoque
cualitativo, fue posible observar diferencias en el tamafio de los explantes, asi como en la

cantidad y longitud de las raices y hojas (Figura 16).

Figura 16
Desarrollo de los explantes en los diferentes tratamientos. (a) y (c) comparativo entre explantes

provenientes de diferentes medios, pero transferidos al mismo medio E22/M2 y E22/M1
respectivamente, (b) y (d) comparativo entre explantes provenientes del mismo medio, pero

transferidos a diferentes medios E22/M1 y E22/M2 respectivamente.
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Finalmente, en la Figura 17, se puede observar la coloracion, tamafio y desarrollo de los
explantes obtenidos al finalizar las dos semanas de la fase de enraizamiento.

Figura 17

Desarrollo de los explantes al finalizar la fase de enraizamiento. (a) Explantes en medio E22/M1
provenientes del medio M2, (b) explantes en medio E22/M1 provenientes del medio M1, (c)
explantes en medio E22/M2 provenientes del medio M1, (d) Explantes en medio E22/M2
provenientes del medio M2 y (e) raices de los explantes en (b).




IDENTIFICACION DE LOS REQUERIMIENTOS DEL BANANO GROS MICHEL ... 50

7 Discusion

7.1 Preparacion del material vegetal

Como se menciono anteriormente, las plantas de banano sufren ataques de diferentes plagas
y enfermedades, las cuales, afectan el desarrollo de las plantas y por ende a los cultivos agricolas.
Es por ello que la seleccién de material vegetal inicial es crucial para realizar una correcta
propagacion de banano por métodos biotecnolégicos como el CTV, en donde se debe insistir en el
uso de materiales con las caracteristicas genéticas, fisiologicas y fitosanitarias ideales, ya que estas
serén las mismas caracteristicas que tendran las plantas obtenidas durante la micropropagacion.

Con base en los resultados obtenidos durante la preparacion del material vegetal de banano
var. Gros Michel, se identificaron muestras que no cumplian con las caracteristicas, puesto que se
encontraban afectados por diversas razones como cortes inapropiados del meristemo, debido a una
incorrecta extraccion desde la planta madre; estos afectan la integridad y funcionalidad de las
células meristematicas, interrumpiendo su habilidad para generar nuevas células y tejidos. Ademas,
como se indicod anteriormente, un mal corte ocasiona vulnerabilidad al exponer los tejidos a
patdgenos como hongos y bacterias. Incluso, un mal corte puede afectar los patrones de crecimiento
y desarrollo de los explantes al verse afectada la formacion de tejidos, debido a que los meristemos
estan involucrados en la regulacion de hormonas vegetales como las auxinas que son esenciales
para el crecimiento y la respuesta a estimulos a los estimulos ambientales (Gordon & Meyerowitz,
2016) (Zhao & Christensen, 2009). Por otra parte, también se evidencié durante la seleccion del
material, la presencia de pudricién de la base del cormo; lo cual pudo ser ocasionado por distintos
patdgenos que atacan a esta especie, por ende, se descarté este material por no cumplir con los

estandares de calidad fitosanitaria (Figura 18).
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Figura 18
Sintomas de enfermedad y mal corte en cormos durante la seleccion del material vegetal de
partida. (a), (b) y (c) Cormos con mal corte donde se compromete el meristemo, (d), (e) y (f)

cormos con sintomas de enfermedades.

Es fundamental que los cormos destinados a los procesos en FASPLAN no presenten rastros
de pudricion ni dafios mecénicos en los meristemos debido a cortes inapropiados durante su
extraccion de la planta madre tal como se muestran en la Figura 19. Esta etapa es importante e
indispensable para el desarrollo de un esquema de trabajo eficiente y repetible, ya que, tiene una
marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del proceso desde el punto

de vista sanitario, fisiol6gico y genético (Universidad Nacional de la plata [UNLP], 2017).

Figura 19
Aspecto superficial de cormos con estandares de calidad para su utilizacion como material de

partida durante el CTV.
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7.2 Desinfeccion

Una vez seleccionado el material de partida que cumplia con las condiciones necesarias
para la micropropagacion, se realizaron dos desinfecciones basadas en los antecedentes
bibliograficos. Para evaluar cuél de los dos métodos presentd la mejor desinfeccién para los
explantes, se utilizaron dos pruebas de hipétesis, una paramétrica y otra no paramétrica.
Inicialmente se realiz6 la t-Student, una prueba paramétrica que permite evaluar variables
cuantitativas con un tamafio de muestra menor o igual a 30 individuos, sin embargo, aunque los
resultados cumplian con estas condiciones y se pudo obtener que no existian diferencias
significativas para las medias de los métodos, esta prueba no tuvo validez al incumplir con el
supuesto de distribucion normal. Por ello, se realiz6 una segunda prueba no paramétrica, la prueba
U de Mann Whitney, la cual permite analizar muestras independientes con variables cuantitativas
sin distribucion normal; esta permitio corroborar los resultados de la prueba t-Student, es decir, que
al no existir diferencias significativas entre las medias de los métodos, no existe diferencia desde
el punto de vista estadistico entre el método A y el método B, por lo tanto, se definieron otros
criterios para la seleccion del mejor método de desinfeccion.

En ambos métodos se utilizd el hipoclorito de sodio (NaClO) como agente desinfectante;
debido a que, ha sido ampliamente utilizado por los investigadores en el establecimiento in vitro
de tejidos vegetales gracias a su amplia y rapida actividad antimicrobiana, relativa estabilidad, facil
uso y bajo costo (Bogado, Sansberro, & Luna, 2014). Dentro de los patdégenos sobre los cuales
tiene eficacia el hipoclorito, se encuentran Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Fusarium y
Curvularia, bacterias gram negativas como Azospirillum y Xanthomonas, contaminantes
frecuentes en el cultivo in vitro de banano (Diaz, Pereira, Britez, Mongel6s, & Mussi, 2023). De
acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 4, el método B presenta un mayor porcentaje de
explantes viables asociados a su doble desinfeccion, permitiendo una desinfeccidn superficial mas
eficaz. Sin embargo, esta doble desinfeccidn generd un porcentaje de sobrevivientes menor frente
al método A, esto asociado al uso del hipoclorito de sodio, el cual, a pesar de ser un agente
desinfectante puede causar dafio a las membranas celulares provocando pérdida de funcionalidad
de los tejidos e inhibe el crecimiento de las células meristematicas afectando el crecimiento de las
mismas e incluso, causar necrosis en los tejidos, provocando manchas marrones y muerte celular,

como la evidenciada en la Figura 8 (Santos & Ribeiro, 2021).
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Por esto, se establecid un criterio de seleccion basado en el costo beneficio y en la
disminucion del riesgo asociado a la contaminacion microbiana sin afectar los tejidos
meristematicos, lo cual se traduce en un aumento de los explantes sobrevivientes sin contaminar.
Como resultado, se definio que el mejor método de desinfeccion de los explantes es el método B
con algunos ajustes. Para ello, se sugiere realizar una doble desinfeccion a diferentes
concentraciones hasta encontrar aquella que garantice la desinfeccién total incrementando el
numero de explantes viables disminuyendo el tiempo de inmersién en la solucion, lo cual se vera
reflejado en la optimizacién de costos. Adicionalmente, se recomienda realizar nuevas pruebas con
un tamafio mayor de muestras y hacer replicaciones con el fin de verificar diferencias significativas
en el método. Cabe mencionar que, un analisis variando la concentracion vs tiempo de exposicion

seria Util para determinar la variante adecuada que permita el éxito de la desinfeccion.

7.3 Multiplicacion

Durante los experimentos realizados en esta etapa, se pudo identificar varios factores que
influyen en el desarrollo de los explantes y se logro la seleccidn del medio adecuado que cumplia
con las condiciones necesarias para la multiplicacion del banano Gros Michel. En el primer
subcultivo o transferencia no hubo diferencia entre los explantes, puesto que todos provenian del
mismo medio introductorio, sin embargo, en los subcultivos posteriores se evidencid una diferencia
significativa entre ambos medios. En el segundo subcultivo, se logrd ver una diferencia en el
tamafo de los explantes y un cambio en su coloracién, siendo la del medio M2 mas clara con
aspecto humedecido y crecimiento no diferenciado de hojas. A partir del tercer subcultivo, se
obtuvo coeficientes de multiplicacion para el medio M2; este presentaba brotes diferenciados, hojas
y tallo definidos, mientras que el medio M1 Unicamente presentd crecimiento de raiz y hojas.
Finalmente, en el cuarto subcultivo se obtuvo plantas completamente desarrolladas para ambos
medios, variando en la coloracion, el tamafio y el niUmero de hojas de las mismas, sin embargo, en
el medio M1 los explantes no desarrollaron brotes durante los subcultivos, solo un sistema radicular
completo, mientras que los explantes en el medio M2 desarrollaron brotes diferenciados sin sistema
radicular. Esto concuerda con los resultados obtenidos para los coeficientes de multiplicacion de
las tablas 2 y 3, donde el valor de 2.66 y de 3.125 respectivamente, muestran que el medio M2
permitio obtener mas de dos explantes por cada explante propagado.
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Con base en la informacion anterior, fue posible determinar que el mejor medio para la
multiplicacién del banano var. Gros Michel es el medio M2, puesto que, en el medio M1 no se
logro generar brotes y aumentar el CM. Este resultado se obtuvo por la composicion de cada medio,
la cual diferia entre ellos debido a que el medio M2 fue suplementado con reguladores de
crecimiento; los reguladores utilizados cominmente son las auxinas y las citoquininas, las cuales
dispuestas en un balance adecuado permiten obtener una buena respuesta (Pico & Gisbert, 2015).
La presencia de los reguladores de crecimiento como el acido indol-3-acético (AlA), la 6-
bencilaminopurina (6-BAP) y el acido ascorbico desempefian un papel importante en el desarrollo
de los tejidos vegetales del banano. Segun la literatura, el AIA controla diversos procesos
fisiologicos como la elongacién y division celular, la diferenciacion de tejidos, fototropismo,
gravitropismo y tiene un importante rol en la formacion de la xilema y la raiz (Vega, Canchignia,
Gonzéles, & Seeger, 2016). En el caso del banano, una adecuada regulacién del AIA puede ayudar
a prolongar la vida util de las hojas y otros tejidos, contribuyendo a una mayor eficiencia
fotosintética y un crecimiento méas vigoroso (Gepstein & Glick, 1994). Gracias al alargamiento
celular promovido por el &cido indolacético, se genera un crecimiento mas rapido y uniforme de
las células dando lugar a coloraciones mas claras gracias a la produccion de tejidos jovenes. A su
vez, la presencia de este regulador facilita la absorcion de agua, lo que aumenta la turgencia en las
células haciéndolas ver mas himedas y firmes como lo observado en la Figura 10 (Zhang, y otros,
2022).

Por otra parte, el acido ascérbico actia como un potente antioxidante que protege a las
células de dafios provocados durante el cultivo, promueve la division celular y el crecimiento de
los tejidos mejorando el desarrollo de las plantas y a su vez, participa de la biosintesis y accién de
las hormonas que regulan el crecimiento como las auxinas y citoquininas (Akram, Shafiq, &
Ashraf, 2017). Adicionalmente, la 6-bencilaminopurina (6-BAP) es una citoquinina que se utiliza
para promover la brotacion lateral en numerosas especies, debido a que induce la divisién celular,
incrementando el contenido de clorofila a traves de la diferenciacion de cloroplastos, aumenta la
actividad fotosintética, participa en la perdida de dominancia apical y retrasa la senescencia
(Cardenas, Alvarez, Barragan , & Rivera, 2010). Este regulador aumenta la actividad metabdlica
generando una mayor retenciéon de agua en los nuevos tejidos, ademas, influye en la apertura y

cierre de los estomas que afectan directamente la transpiracion. Lo cual confirma que, la presencia
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de 6-BAP en el medio M2, pudo favorecer la formacion de brotes laterales durante el proceso de
multiplicacién in vitro de Gros Michel.

Aunque las hormonas de crecimiento se producen de forma natural en las plantas, en
cultivos in vitro es necesario afiadirlas al medio de cultivo en forma de hormonas o sus homélogos,
conocidos como reguladores de crecimiento. Esto se debe a que los explantes, al ser cultivados en
estas condiciones artificiales, no son capaces de sintetizar dichas hormonas por si mismos. Por lo
tanto, los medios de cultivo estan disefiados para proporcionar tanto los nutrientes como los
reguladores de crecimiento necesarios para su desarrollo adecuado; por ello, es posible que la
ausencia de reguladores de crecimiento en el medio M1 ocasionara el bajo desarrollo y la
coloracion presente en los explantes, debido a que, la ausencia de estos ocasiona que las células
tengan una menor turgencia, lo que se traduce en un aspecto mas seco y menos vibrante.

Cuando en el medio no existe una apropiada relacion entre los reguladores de crecimiento,
se puede dar un inadecuado crecimiento celular, lo que con lleva a la acumulacion de clorofila
dando lugar a una coloracion verde oscura en lugar de un verde brillante (Cackett, Luginbuehl,
Schreier, Lopez-Juez, & Hibberd, 2022).

Finalmente, se realizaron cuatro subcultivos con el fin de mejorar el estado de los explantes
en el tiempo. Las principales razones por las cuales se llevo a cabo cada subcultivo, fueron las

siguientes:

1) A medida que las plantas van creciendo los nutrientes que se encuentran en el medio
pueden agotarse, por lo que el subcultivo garantiza la disponibilidad de los mismos para
el desarrollo adecuado de cada planta (George, Hall, & De Klerk, 2008). De esta manera,
se tomo la decision de transferir los explantes cada 4 semanas aproximadamente con el
fin de que estos tuvieran disponibilidad de nutrientes.

2) A medida que se desarrollan nuevos brotes, las plantas aumentan en nimero y pasan a
competir entre ellas. De esta forma, cuando se separan los nuevos brotes y se distribuyen
equitativamente en nuevos medios de cultivo, se proporciona mas espacio permitiendo el
crecimiento de los explantes al verse reducida la competencia por recursos (Zimmerman
& Cline, 1997)

3) Se conoce que, la calidad del material vegetal que se obtiene en un subcultivo siempre
sera mejor que el anterior (Murashige & Skoog, 1962). Al realizar varios subcultivos, fue
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posible llevar a cabo la seleccion de los mejores explantes eliminando explantes débiles
0 con tejidos necrosados, asegurando que solo aquellos que pudieran formar plantas sanas
y mas robustas continuaran creciendo.

4) Al realizarse varios subcultivos, se facilita la manipulacion y el trasplante de las plantas
a etapas mas avanzadas de crecimiento, como el enraizamiento y aclimatacion
(Dobrénszki & Molnar, 2011).

Los subcultivos ayudan a mantener la uniformidad en el tamafo y el desarrollo de las
plantas. Esto es importante debido a que, evita la ventaja que puedan tener las plantas que se
encuentran mayor desarrolladas y también para aplicaciones comerciales (George, Hall, & De
Klerk, 2008). En resumen, los subcultivos fueron fundamentales para asegurar el crecimiento
optimo y la calidad del material vegetal con el que se trabajé. La mejora tras cada subcultivo se
puede evidenciar en las figuras Figura 10, Figura 11 y Figura 12 que muestran los subcultivos

realizados.

7.4 Enraizamiento

De acuerdo con los resultados obtenidos durante esta etapa, se pudo determinar cudl es el
mejor tratamiento para un dptimo enraizamiento. Desde la parte estadistica, para la formacion de
raices se tiene que, al no existir diferencias significativas entre la media de los tratamientos T11-
T21y T12-T22, el medio de multiplicacién no influye en la formacion de raices, sin embargo, el
medio de enraizamiento afecta directamente la formacion de las raices.

Debido a la necesidad de obtener plantas viables para el proceso de aclimatacién ex vitro,
es necesario que estas estén completamente desarrolladas y con presencia de raices de un tamafio
adecuado que facilite el proceso operativo durante las siembras y la aclimatacion. Para el proceso,
seria favorable que las raices sean de un tamafio intermedio, de tal forma que, no sea necesario el
corte de las mismas para facilitar la siembra, esto debido a que, es conocido que los patdgenos
pueden entrar a los tejidos internos a través de las heridas ocasionadas por esto. Ademas, los cortes
inducen un estrés que debilita la inmunidad de las mismas frente a enfermedades.

Como se menciono en los resultados, los tratamientos con mejor respuesta radicular fueron

el T21yel T12; siendo que en este ultimo se observé un menor desarrollo radicular. Estos explantes
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del medio T12 provienen del medio de multiplicacién sin reguladores de crecimiento y fueron
transferidos al medio M2 que contenia acido giberélico, el cual regula la arquitectura radicular
promoviendo un crecimiento mas eficiente de las mismas, lo cual concuerda con lo observado en
la Figura 16, sin embargo, es necesario evaluar los otros parametros para definir cuél es el mejor
medio de enraizamiento (Santos R. R., 2016). En el caso del tratamiento T21, aunque los explantes
fueron transferidos a un medio sin reguladores de crecimiento, provenian de un medio con
citoquininas y auxinas las cuales influyeron en la formacion de raices, favoreciendo el proceso
natural que tienen las vitroplantas de banano, las cuales, de acuerdo a la literatura, desarrollan
raices de manera espontanea, es por esto que en este tratamiento también se evidencié un mayor
crecimiento de raices frente a los otros tratamientos.

Para el caso de las hojas, de acuerdo con los datos obtenidos durante los analisis
estadisticos, se obtuvo que no hubo diferencia significativa en la media de los tratamientos en
donde se utilizd el mismo medio de enraizamiento. Mientras que, al variar los medios de
enraizamiento los resultados diferian, concluyendo que el medio de enraizamiento si afecta la
formacion de hojas. Para determinar cual es el mejor medio de enraizamiento se debe tener en
cuenta que, para el proceso de aclimatacion posterior se requieren plantas con un nimero adecuado
de hojas, las cuales seran necesarias para que la planta pueda ser capaz de captar la luz solar y
realizar procesos como la fotosintesis, la transpiracion, intercambio gaseoso y el almacenamiento
de nutrientes. Ademas, para la correcta aclimatacion y adaptacién ex vitro de las plantas obtenidas
por CTV, es necesario que las plantas mantengan una buena relacion raiz-hojas; por ello, se
consider6 gue el tratamiento mas adecuado a utilizar en el proceso in vitro es el tratamiento T21,
debido a que, el tratamiento T12 contenia acido giberélico (GA) el cual afectd el desarrollo de las
hojas, mientras que en el tratamiento T21 se presentd un desarrollo mas proporcional entre raices
y hojas. Ademas, existen investigaciones en donde se ha identificado que el uso de GA, puede
mejorar el crecimiento de raices y disminuir el desarrollo de las hojas, siendo beneficioso para el
establecimiento inicial, pero limitante para el desarrollo foliar (Hussain & Ali, 2018), lo cual
reafirma los resultados obtenidos en el tratamiento T12.

Finalmente, de la Tabla 14 es posible observar que solo existen diferencias significativas para
la relacién largo/diametro de los tallos entre tratamientos provenientes del medio de multiplicacién
con hormona (T21-T22), evidenciando que la adicion previa de reguladores de crecimiento afecta
la relacion (I/d) durante la fase de enraizamiento. Asimismo, en la Tabla 12, la media del
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tratamiento T21 es menor a la del tratamiento T22; indicando que el tratamiento T21 produce
significativamente una menor relacion largo/diametro frente al otro tratamiento. De lo anterior se
puede decir que, el tratamiento T21 permite que el largo y el grosor del tallo sean mas
proporcionales, dando como resultado plantas idoneas para la etapa de aclimatacion, debido a que,
una relacion en la que el tallo es largo y delgado produce deficiencias durante el desarrollo en la
fase de aclimatacion. Ademas, en la Figura 15, se pudo observar que la mejor media para el
volumen de los tallos, se obtuvo en el tratamiento T21. Para contar con un buen sistema aéreo es
necesario que el volumen de los tallos sea mayor, favoreciendo el establecimiento de las plantas
durante la etapa de aclimatacion. Con base en los resultados obtenidos directamente de las tablas,
se determina que el mejor medio para el proceso de enraizamiento es el tratamiento T21, esto
debido a que, permite el desarrollo de hojas, tallos de gran tamafio y a su vez, un sistema radicular
completo. Sin embargo, de acuerdo a los requerimientos de la biofabrica es necesario evaluar los
dias necesario para la obtencion de un sistema radicular y aéreo en proporciones adecuadas, ya que
al finalizar las dos semanas, en este tratamiento el largo y la cantidad de raices, fue superior a lo

requerido.
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8 Conclusiones

Durante la estandarizacion del protocolo de propagacion in vitro del banano Gros Michel,
se obtuvo que los métodos de desinfeccion planteados no tuvieron diferencias significativas para
determinar cuél de los dos era el adecuado. Sin embargo, se propuso realizar una alternativa
evaluando diferentes concentraciones vs tiempo de exposicion para escoger el método que mejor
se ajuste a los requerimientos de viabilidad.

En la etapa de multiplicacion, se evaluaron dos medios M1y M2, este ultimo suplementado
con reguladores de crecimiento que favorecieron significativamente los resultados obtenidos,
dando un coeficiente de multiplicacion de 3.125 en el Gltimo subcultivo, mientras que M1 obtuvo
un CM de 1. Con base en estos resultados, se definié que el medio indicado para la multiplicacion
de los explantes de banano var. Gros Michel en la biofabrica fue el medio M2.

Finalmente, durante la etapa de enraizamiento, de acuerdo a los resultados estadisticos y las
variables cualitativas evaluadas, se establecidé que la mejor combinacion para obtener plantas
viables que se adapten con facilidad en la etapa posterior de aclimatacion fue el T21; esto teniendo
en cuenta que el medio de enraizamiento en este tratamiento fue un medio sin reguladores de
crecimiento, corroborando la informacion encontrada en la literatura, que el enraizamiento se da
de forma espontaneamente en el banano.

Los resultados de la experimentacion permitieron desarrollar una primera version del
protocolo de propagacion in vitro del banano var. Gros Michel en las instalaciones de la Sede de
Desarrollo Tecnoldgico e Innovacion de la U de A - Fasplan S.A.S. Por Gltimo, se recomienda
realizar ajustes en el tamafio de la muestra y los tiempos de experimentacion, para posteriores
estandarizaciones, de tal forma que permita tener un panorama mas amplio de la influencia de los

factores.
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