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Resumen

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de la Universidad
Nacional Autbnoma de Nicaragua (UNAN-Leo6n) con el propésito de optimizar un
protocolo de micropropagacion de platano Cuerno Enano en el periodo
comprendido de mayo 2013 a junio del 2014. El material vegetal utilizado en los
ensayos fue tomado de la finca EI Pegon propiedad de la UNAN-Ledn, el cual fue
debidamente procesado y establecido en condiciones in vitro para obtener los
materiales iniciales en condiciones asépticas. En el ensayo de multiplicacion se
estudio la respuesta de los tejidos vegetales a los medios en relacion a la variable
tasa de proliferacion. En el ensayo de regeneracion se evaluaron las variables
namero de raices, longitud de la raiz principal, longitud del brote y nUmero de hojas
y en el ensayo de aclimatacién se evalué el porcentaje de sobrevivencia y las
variables morfolégicas con respecto a los sustratos usados. En los ensayos de
multiplicacién y regeneracién se utilizd6 el Disefio Completamente aleatorizado
(DCA) con un andlisis de Varianza unifactorial, se determinaron los mejores
combinaciones mediante el andlisis estadistico de Duncan y Dunnett. La mejor
combinacién donde se obtuvo la mayor proliferacion fue en el medio de cultivo 2.00
mg/l BAP y 0.15 mg/l AIA con una media de 2.36 brotes por plantas.El mejor
promedio de numero de raices en el ensayo de regeneraciéon fue en las
combinaciones de 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA y 0.0 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA
con una media 5.34 y 6.12 raices por plantas, las combinaciones 0.0 mg/l BAP +
0.15 mg/l AIA 'y 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA presentaron mayor longitud de
raices por planta con un promedio de 7.98 y 7.53 cm; sin embargo en estas mismas
combinaciones la longitud del brote con una altura de 4.93 y 5.06 cm son los

valores mas altos.

En el ensayo de aclimatacién el sustrato que contenia tierra-arena-arroz en
proporciones (1:1:1) fue el que presentd mayor sobrevivencia con un porcentaje de
90.6 %; el sustrato, tierra-arena-vermiculita (1:1:1) con 90 % y vermiculita-arena-
arroz (1:1:1) con un 82.8 %.La longitud de pseudotallo obtuvo mayor respuesta en
los sustratos que contenia tierra-arena-arroz (t-a-a) con un promedio de 0.6453 cm
y el mayor didmetro de base se alcanz6 en los sustratos tierra-arena-vermiculita (t-

a-v) con un promedio de 0.573cm.

xii
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l. Introduccion
El platano (Musa spp.) es una fruta tropical originaria en el suroeste asiatico,
perteneciente a la familia de las muséaceas, es un hibrido triploide de Musa
acuminata y Musa balbisiana (Simmonds, 1962). Esta fruta fue unas de las
primeras que se cultivaron por los agricultores primitivos (Soto; 1985). Tiene
un alto valor nutritivo, Es rica especialmente en potasio, vitamina C, B6 y acido
félico. Combinados con su fibra, los tres azucares naturales que contiene
(sacarosa, fructosa y glucosa) es una inyeccién instantdnea y sostenida de

energia para el cuerpo humano (Valera y Truijillo, 2013).

El platano es un producto tropical de gran importancia econdmica y de
seguridad alimentaria en la regién centroamericana. Es un fruto que se
produce en las regiones de poco desarrollo industrial, y se comercializa en

fresco y en menor escala, como producto procesado (MIFIC, 2009).

En Nicaragua, el cultivo de platano se concentra méas en la region del Pacifico
principalmente en los departamentos de Rivas y Chinandega donde se
cultivan 13,916 ha que estan distribuidas en 83 ha de banano, 8,500 ha de
platano y 5,416 ha de guineo para el mercado nacional e internacional (MIFIC,
2007).

Los productores de platano en Nicaragua afrontan el problema de utilizar
semilla de mala calidad, lo que ha provocado una reduccion drastica en los
rendimientos de este cultivo. La aplicacion de las técnicas de cultivos in vitro
permite producir plantas en cortos periodos y en areas reducidas y de buena

calidad fitosanitaria.

El cultivo de tejido puede definirse como un conjunto de técnicas que permiten
el desarrollo de plantas en medios de cultivos artificiales (Canchignia, et al.
2008). Esta aplicaciones practica es una de la mas importantes para la
obtencion de grandes volimenes de material vegetal a partir de un apice
(explantes), en la propagacion de platanos y bananos libres de plagas y

enfermedades fitopatologica, asi como la conservacion y el intercambio de
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germoplasma que constituyen importantes aplicaciones de estas técnicas
(Chavarria y Lopez, 2010).

La importancia de esta investigacion es lograr una optimizacién de un
protocolo de micropropagacion de platano Cuerno Enano. Por lo tanto se
realizaron diferentes experimentos, definiendo las mejores combinaciones que

garantizan un mejor manejo en las diferentes etapas in vitro.

La aplicacion de reguladores de crecimiento como auxinas y citocininas, a
diferentes niveles de accion biolégica en un tejido, pueden conducir la
formacion de brotes, alternativamente de raices y/o a la proliferacion de
masas celulares sin mayor organizacion (Blanco et. al, 2013). En este trabajo
se evalla la respuesta de apices caulinares de platano Cuerno Enano
cultivado in vitro, en diferentes combinaciones de reguladores de crecimiento
Acido Indolacetico (AlA) y Benzilamino purina (BAP) en relacion a su

respuesta a la tasa de multiplicacién y a la capacidad de regeneracion.

La seleccion del sustrato para la aclimatacion de las plantas producidas in
vitro es determinante para garantizar la sobrevivencia del material por eso
evaluamos el efecto de diferentes combinaciones de sustratos, tierra, arena

vermiculita, cascarilla de arroz.
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1.1  Objetivo General

e Optimizar un protocolo de micropropagacion de la variedad de platano

(Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

Objetivos Especificos

e Determinar la combinacion mas efectiva de reguladores de crecimiento
Benzilamino purina (BAP) y Acido Indolacetico (AIA) en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) que induzca una Optima tasa de proliferacion de

yemas axilares.

e Determinar la combinacion éptima BAP y AIA en medio MS que induzca una

mayor capacidad regenerativa de brotes de platano Cuerno Enano.

e Evaluar sobrevivencia y comportamiento morfolégico del platano cultivar

Cuerno Enano en el ensayo de aclimatacion, utilizando tres tipos de sustrato.
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1.2  Hipotesis

Ho:

No existen diferencias significativas en la tasa de multiplicacion y en la
capacidad de regeneracion de platano Cuerno Enano cuando es cultivado in
vitro, a diferentes combinaciones de Benzilamino purina (BAP) y Acido
Indolacetico (AlA).

No existe diferencia significativa sobre el porcentaje de sobrevivencia de
plantas de Cuerno Enano producidas in vitro, cuando son aclimatadas en

diferentes sustratos.

Ha:

Si existen diferencias significativas en la tasa de multiplicacion y en la
capacidad de regeneracion de platano Cuerno Enano cuando es cultivado in
vitro, a diferentes combinaciones de Benzilamino purina (BAP) y Acido
Indolacetico (AlA).

Si existe diferencia significativa sobre el porcentaje de sobrevivencia de
plantas de Cuerno Enano producidas in vitro, cuando son aclimatadas en

diferentes sustratos.
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1.3 Antecedentes

Se han realizado diferentes investigaciones en cultivo de tejidos de Musa
spp.,(Caldera y Lo6pez,2002),utilizé6 apices caulinares de platano de la
variedad Cuerno Enano, para mejorar la eficiencia de la metodologia de
micropropagacion, reportando quela hormona Benzilamino purina (BAP) y
Acido Indolacetico (AIA) en el ensayo de multiplicacion determinaron los
mejores tratamientos de brotacion con los medios suplementados con 4y 5
mg/l de BAP con una tasa de proliferacion de 4.2 y 4.46 respectivamente, a
través del andlisis de varianza y separacion de Medias de Tukey (a=0.05).De
igual manera se comprob6 que el medio Murashige y Skoog (MS) para el
ensayo de enraizamiento los mejores resultados se obtuvieron en
concentraciones de sacarosas entre 30 g/l y 60 g/l combinadas con 1y 2 mg/l

de Acido Indolacetico.

Canchignia F., L Ramos, (2004), cultivaron in vitro explantes de platano
variedad Barragante, determinando que las mayores tasas de multiplicaciéon se
alcanzaban cuando los brotes eran cultivados en medios Murashige y Skoog
MS suplementado con 2,5 mg/l de BAP + 0,8 mg/l AlA, logrando una tasa de
multiplicacion promedio de 5,250 brotes por explantes. El enraizamiento ex
vitro y aclimatacion, en la variable altura de la planta present6 diferencia
significativa en los sustratos arena y carboncillo donde se obtuvieron los
mejores resultados. Presentando valores respectivos de 5.17 cm y 6.57 cm.
Estos tratamientos fueron superiores al sustrato que contenia tierra de huerta

con valor de 3.08 cm.

Otra de las investigaciones realizada en la variedad de platano cuerno gigante
por (Cortez et. al, 2007), que obtuvo el mayor niumero de brotacion de Cuerno
Gigante cuando utiliz6 un medio MS suplementado con 4.5 mg/l de
Benzilamino purina con una tasa media de proliferacion de 2.44 plantulas por

brotes.
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La investigacion desarrollada por el equipo de trabajo de (Canchignia Martinez
et. al,2008) usando la variedad de platano maquefio encontraron que la mejor
respuesta en la tasa de multiplicacion se obtuvo con el tratamiento 5 mg/l de
BAP+ 1.2 mg/l AlIA con un valor promedio de 2.5. En la fase de desarrollo el
mejor resultado se logré en el tratamiento compuesto por MS + 20 g sacarosa +
1 g de carbdn activado. En la aclimatacion y el enraizamiento ex vitro de las
vitro plantas la mejor respuesta se alcanzé en el sustrato tierra de campo
obteniéndose mayor numero de plantas adaptadas, con una longitud de raiz
6.1 cm, el sustrato conformado por casulla de arroz originG un menor

porcentaje de sobrevivencia.

La investigacion desarrollada por el equipo de trabajo de (José Luis Hoyos
et.al,2008) evaluando el efecto de diferentes concentraciones de fitohormonas
en la micropropagacion del platano Dominico Hartén, utilizando
concentraciones de BAP y AIA en arreglo factorial 3x3: 0.01; 0.5 y 5 mg/l,
logr6 determinar que el mayor numero de brotes se obtuvo con las
combinaciones 5mg/l de BAP / 0.5mg/l de AIA y 5mg/l de BAP / 0.01mg/L de
AlA.

Chavarria y Lépez 2010, utilizando apices caulinares de platano de la
variedad cuerno gigante, determinaron las mejores tratamientos para inducir
brotacién y enraizamiento, determinando que los medios MS que contenian 2
mg/l de BAP incrementaron los porcentajes de brotacién con 5y 7 plantas en
frascos que contenian 220 ml y 430 ml de medio y en el ensayo de
enraizamiento la mejor produccion de raices se obtuvo en un medio MS de

consistencia semisélida con 30 g/l de sacarosa.
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Il. Literatura Revisada

2.1. Micropropagacion

La micropropagacion es una técnica de propagacion vegetativa basada en la
capacidad que poseen las células vegetales en dividirse y de regenerar
organos y plantas enteras, cuando son sometidas a condiciones nutritivas y
ambientales adecuadas y son estimuladas con determinados reguladores de

crecimiento.

La propagacion de plantas in vitro es una herramienta muy utilizada en cultivos
de importancia econdmica. Permite cultivar células, tejidos, 6rganos, semillas,
embriones y obtener individuos selectos en forma répida. Los cultivos son
realizados por personal especializado en medios especificos (hormonas,
minerales, vitaminas, fuente de carbono, agente gelificante, agua, etc.) y
condiciones ambientales controladas (temperatura, humedad y luz), (Segretin,
2006).

El cultivo in vitro permite el crecimiento y desarrollo de material vegetal en
recipientes que lo separan del ambiente exterior y lo mantienen en condiciones
controladas y asépticas. Entre las diversas técnicas de cultivo in vitro, la
micropropagacion consiste en la produccion clonal de vegetales a partir
generalmente, de apices o explantes nodales de una planta madre. La gran
produccion de nuevas plantas se ve favorecida gracias al rapido crecimiento

del material vegetal in vitro y a la proliferacién de tallos.

Las técnicas de cultivo in vitro incluyen diferentes disefios experimentales en
funcion del tipo de explantes con el que se trabaje y del fin que se quiera
obtener en el estudio. Por una parte, algunos protocolos persiguen la formacién
in vitro de organos como brotes caulinares, raices y embriones, con vista a la

regeneracion de plantas completas (Ibafiez, 2013).
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La micropropagacion de banano, consiste en cultivar asépticamente &pices
provenientes de hijuelos, en un medio nutritivo artificial, adicionando
reguladores de crecimiento para estimular la multiplicacion y poder desarrollar
un organismo completo mediante el proceso de regeneracion de las células

vegetales (Sandoval et. al,1991).

2.2 Seleccién del Material Vegetal.

Para introducir in vitro un material vegetal que se ha desarrollado en el
exterior es imprescindible tomar una serie de medidas encaminadas a eliminar
los posibles microorganismos que puedan estar establecidos sobre él. En
primer lugar hay que seleccionar material vegetal en un adecuado estado de
nutricion, libre de enfermedades y plagas. Si el material presentase alguin

problema habria que descartarlo o realizar los tratamientos adecuados.

Una vez seleccionado el material vegetal, y previamente a la introduccion in
vitro, es conveniente someterle a una serie de tratamientos para reducir al
maximo los microorganismos superficiales. Por ejemplo se pueden realizar
aplicaciones periddicas de fungicidas y bactericidas sistémicos. Algunos
microorganismos pueden tener una alta capacidad saprofitica que les permite
colonizar rapidamente el medio de cultivo e imposibilitar el desarrollo del

material vegetal.

El paso previo a la instalacién in vitro de un material vegetal es la asepsia
superficial. El protocolo de este proceso dependera de las caracteristicas del
tejido empleado. Para trabajar en condiciones asépticas, es recomendable
realizar este proceso en una camara de flujo laminar y emplear material
estéril. EI ambiente debe mantenerse limpio con la superficie de trabajo
desinfectada con etanol al 70% antes y después de usarla. Se debe usar bata

de laboratorio y lavarse bien las manos (Navarro, L, 1979).
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2.3 Etapas de la Micropropagacion
Dentro del proceso de micropropagacion diferenciamos varias etapas:
0: Preparacion del material vegetal
1: Establecimiento del cultivo
2: Multiplicacion de brotes
3: Regeneracién de brotes
4: Aclimatacion de plantas ex vitro

2.3.1 Etapa 0: Preparaciéon del Material Vegetal

La correcta eleccion y preparacion del explantes incide directamente sobre la
calidad del mismo y su respuesta frente a los dos principales problemas que
afectan al establecimiento del cultivo que son: la contaminacién con
microorganismos y la oxidacién. Los factores que influyen sobre la calidad
son: el tipo de 6rgano que sirve como explantes, la edad ontogénica y
fisiolégica del mismo, la estacion en la cual se colecta el material vegetal, el

tamafio y el estado sanitario general de la planta donante.

La planta donante debe elegirse en base a una selecciébn masal positiva para
las caracteristicas agrondémicas deseables. Una vez seleccionados los
individuos, es preciso definir el tipo de explantes a establecer en condiciones
in vitro. En general, los 6rganos jovenes o bien rejuvenecidos son los que
tienen mejor respuesta en el establecimiento que los obtenidos a partir de

materiales adultos.
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2.3.2 Etapa 1: Establecimiento del Cultivo

El objetivo de esta etapa es establecer cultivos viables y axénicos. El éxito
esta determinado por la calidad del explantes a utilizar. En esta etapa los
principales procesos a controlar son:

e seleccion,

e el aislamientoy la

e esterilizacion de los explantes.

Los materiales que demuestran tener mayor capacidad regenerativa son los
obtenidos de tejidos meristeméticos jovenes, ya sean yemas axilares o

adventicias, embriones o semillas.

En este sentido, es importante sefialar que el empleo de yemas adventicias
(también llamadas yemas formadas de novQ) esta asociado con una mayor
probabilidad de ocurrencia de variantes somaclonales respecto de los siste-
mas de propagacion basados en la regeneracion a partir de yemas axilares o

embriones somaticos.

La desinfeccion superficial incluye varios pasos: el lavado de los explantes
con agua corriente, el empleo de etanol al 70% por 1 minuto, seguido de
concentraciones variables de hipoclorito de sodio (0,5 a 1,5% de cloro activo)
con unas gotas de Tween20 para favorecer su penetracion y actividad
(Sandoval, 1985).Posteriormente, los explantes deben ser enjuagados al
menos tres veces con agua destilada estéril. Algunos patégenos permanecen

latentes y se expresan cuando son transferidos a un medio de cultivo nuevo.

10



Micropropagacién de Platano (Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

2.3.3 Etapa 2: Multiplicacion de los Brotes

La multiplicacion in vitro es la mas importante del proceso de la
micropropagacion, en la que se debe asegurar la propagacion de los brotes
caulinares y la estabilidad genética de las plantas propagadas
(Caldera 'y Lopez, 2002).

Durante esta etapa se espera mantener y aumentar la cantidad de brotes para
los nuevos ciclos de multiplicacion (repeticiones) y poder destinar parte de ellos
a la siguiente etapa de producciéon (enraizamiento, bulbificacion, etc.). Ambas
vias de regeneracion, organogénesis y embriogénesis, pueden darse en forma

directa o indirecta.

Los medios de cultivo y los reguladores de crecimiento como auxinas,
citocininas y acido giberélico y las condiciones de crecimiento juegan un papel
critico sobre la multiplicacién clonal de los explantes. La organogénesis puede
darse por induccion de yemas axilares o adventicias. La embriogénesis
somatica es una via mas conveniente porque permite saltar las etapas de
formacién de yemas y enraizamiento, regenerando plantas en una forma
mucho mas rapida y eficiente. A su vez, la disponibilidad de protocolos para la
obtencion de embriones somaticos es clave para la automatizacion de la
micropropagacion y la consecuente reduccibn de costos para su

implementacion a escala comercial (Damasco et. al, 1984).

2.3.4 Etapa 3: Regeneracion de los Brotes

Es la parte mas voluminosa de todas las etapas de la micropropagacion ya que
cada brote formado durante la fase de multiplicacion debe ser cultivada y
manejada in vitro para que crezca y se desarrolle un pseudotallo con hojas y
raices que le permitan la absorcion de nutrientes al trasplantarse a un sustrato
gue le permita su desarrollo completo y adaptarse en el invernadero (Chavarria
y Lopez, 2010).

11
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La regeneracion de brotes propagados in vitro es de gran importancia debido
a que tiene como objetivo producir plantas con buenas caracteristicas
fisiologicas y morfolégicas que puedan sobrevivir en las condiciones del
trasplante al suelo. La formacion del sistema radical y el crecimiento de las
raices son fundamentales para lograrla transferencia de las vitroplantas a

condiciones de invernadero (Ruscitti et. al, 2000).

El propésito final es la formacion de plantas completas regeneradas con
desarrollo de raices adventicias, alargamiento y engrosamiento en los brotes
obtenidos del ensayo de multiplicacion.El proceso de enraizamiento en los
brotes propagados in vitro requiere generalmente el trasplante a un medio de

cultivo modificado.

Asi mismo, se requiere cambiar el balance hormonal, esto es, disminuir las
citoquininas y aumentar las auxinas (Villalobos y Torpe, 1993). Entre los
efectos auxinicos en las plantas, se encuentra la formacion de raices (Barba,
1991).

2.3.5 Etapa 4: Aclimatacion de Plantas ex vitro

La aclimatacibn es considerada una de las mas importantes en la
micropropagacion ya que pretende lograr un alto porcentaje de sobrevivencia
y adaptacion de las plantas al medio externo. En esta etapa las plantas
sufriran cambios de diferentes tipos como el estrés asociado a la transpiracion
acelerada de las plantas durante los dias iniciales del trasplante estas puede

reducir considerablemente la tasa de supervivencia.

Por ello, es conveniente contar con instalaciones de invernadero o camaras
de crecimiento adecuadas para brindar temperatura y humedad relativa
moderadas que permitan lograr la rusticacibn de las plantas en forma
progresiva. Bajo estas condiciones ex vitro se utilizan diferentes sustratos,
mezclas de tierra, arena, casulla de arroz, vermiculita y/o abonos, los cuales

convienen que estén debidamente desinfectados (Olmos, et. al, s.f).

12



Micropropagacién de Platano (Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

Los sustratos pueden ser de materiales solidos o porosos de origen natural o
sintético que solos o combinados garantizan un adecuado crecimiento de las
plantas bajo condiciones ambientales controladas. Tienen como funcion
suministrar a las plantas sostén mecéanico, a la vez permitir que las raices
tomen aires y agua, este puede o no intervenir en el complejo proceso de

nutricion vegetal (Caldera y Lopez, 2002).

2.4 Medios de Cultivos

La preparacién de un medio de cultivo usando como base las sales minerales
del medio de Murashige y Skoog (1962) MS permite proveer los nutrientes
necesarios para el desarrollo de la planta. Las caracteristicas distintivas de
este medio de cultivo MS es que poseen contenido de sales especialmente
de macronutrientes y micronutrientes. La manipulacion de reguladores de
crecimiento como auxina y citoquininas va a generar respuesta en cuanto a
morfologia de los tejidos; y esta podria variar desde la formacién de tejido
calloso no diferenciado, hasta la formacion de raices, yemas, o embriones.
(Blanco, 2013).

Cuadro 1.Componente de medios de cultivo para células vegetales (Segretin,
2006).

Componentes Caracteristicas y ejemplos

Fuente de carbono Generalmente se usa sacarosa. La fuente de
carbono se necesita porque los explantes no son
completamente autétrofos, y no pueden cubrir sus
necesidades con la fotosintesis que pueden realizar

in vitro.

Sustancia inorganica Macroelementos ( N, P, Ca, Mg, S) y
Microelementos (Fe, Co, Zn, Ni, B, Al, Mn, Mo, Cu,
L), en una proporcion adecuada segun la planta

elegida.

Vitaminas Vitaminas B1, B2, B6, vitaminas H, vitamina E, acido

félico, acido nicotinico, entre otras.

Hormonas y reguladores de | Auxinas: Citoquininas: Otras: giberelinas, é&cido

crecimiento abscisico, etileno

Mezcla de sustancia poco | Extracto de levadura, extractos vegetales.
definidas

Materiales inerte Se usan como soporte: Agar, agarosa, Otros

polisacaridos, lana de vidrio, papel filtro, arena.

13
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2.4.1 Composicion Mineral

La composicion mineral se define en forma precisa en cada uno de los
medios y esta dada tanto por los Macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) como
por los Microelementos (B, Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, | y Fe) (Calderon y
Gonzales, 2009).

Estos nutrientes deben estar en una concentracion tal que permita el
adecuado crecimiento celular. Los requerimientos de nitrdgeno son
generalmente provistos por una mezcla de nitrato y amonio en

concentraciones variables entre 3 y 50 mM.

El hierro es esencial para el crecimiento celular y se agrega al medio de
cultivo en una concentracion de 0,01 a 0,15 mM. Se aconseja la utilizacion
del quelato Fe-EDTA que aumenta la solubilidad del hierro. La naturaleza y
concentracion de los micronutrientes empleados en los medios de cultivo
surgen principalmente de resultados empiricos al evaluar la capacidad de

cada elemento de afectar el crecimiento.

2.4.2 Vitaminas

Si bien las plantas son autotrofas, puede ser necesario afadir al medio de
cultivo algunas vitaminas hasta que los cultivos prosperen. Las vitaminas
favorecedoras del desarrollo de cultivos in vitro y que se afaden
rutinariamente en la mayoria de los medios de cultivo son: tiamina (B1),
piridoxina (B6) y acido nicotinico. Otras vitaminas que suelen ser Utiles son
acido pantoténico, biotina, riboflavina (B2), colina, cianocobalamina (B12) y
acido fdlico. El &cido ascoérbico (vitamina C) se considera benéfico en
algunos casos, pero probablemente debido mas a su capacidad reductora

gue a su papel como vitamina.

14
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2.4.3 pH

El pH de los medios de cultivo generalmente se ajusta entre pH 5,5y 6,0, ya
gue permite que los macronutrientes y micronutrientes permanezcan en forma
asimilable para la planta. Se emplean soluciones 1 normal (N) y 0,1 N de

NaOH, KOH para subirlo y para bajarlo HCl al 1 normal (N).

2.4.4 El Agente Gelificante

En los medios semisélidos comunmente el agente gelificante mas usado es el
agar en polvo, a una concentracion de 0,5% al 1% .Se debe considerar la
pureza del agar, por la presencia de impurezas que no afecte el desarrollo del

explante (Hartman y Kester, 1998).

La principal caracteristica del agar es su total disolucidbn en agua al ser
calentado a 85-100 °C, y su gelificacion alrededor de los 35 °C. Es
termorreversible, es decir, se puede volver a disolver y a gelificar repetidas

veces mediante variaciones en la temperatura y se puede autoclavar.

Existen otras series de agentes gelificante entre estas se encuentran:

e Chubut-Agar
e Agar SIGMA.

e Agargel.

e Transfergel.
e Phytagel.

e Agarosa.

o Gelrite.

15
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2.4.5 Carb6n Activado

El carbén activado se ha usado para superar problemas especificos de
oxidacion. La adicion de esta sustancia a los cultivos embriogénicos promueve
su desarrollo cuando este ha sido inhibido, ya que al parecer absorbe del

medio los compuestos fendlicos (Litz & Jarret,1991).

2.5 Reguladores del Crecimiento Vegetal

Los reguladores del crecimiento vegetal son moléculas organicas difusibles
gque modulan procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo
eficaces a bajas concentraciones internas. La presencia y accion conjunta de
dos fitohormonas (como por ejemplo auxinas y citocininas) puede inducir y fijar
un tipo determinado de expresibn morfogénica de acuerdo a los niveles
relativos entre si, o de cada una de ellas, en un tejido. Asi por ejemplo,
auxinas y citocininas, de acuerdo a su nivel relativo pueden conducir la
formacion de brotes, alternativamente de raices y/o a la proliferacion de

masas celulares sin mayor organizacién (Blanco et. al, 2013).

El balance hormonal de los reguladores de crecimiento como: auxinas y
citocininas es primordial en el coeficiente de multiplicacion, con un balance

apropiado es posible alcanzar elevadas tasas de proliferacion (Orellana, 1998).

La presencia de hormonas en diferentes niveles en las plantas y sus células,
permite que éstas desarrollen caminos morfogénicos alternativos muy
distintos, por lo general es que las células en crecimiento por accion de varias
hormonas expresen divisibn y elongacion celular; sin embargo, vy
especialmente bajo condiciones in vitro, se ha observado que tales células
inician procesos de diferenciacion bajo ciertos niveles hormonales (Jordan y
Casaretto, 2006).

Los reguladores del crecimiento que resultan Utiles para el establecimiento y
Crecimiento de los cultivos de tejidos vegetales, asi como para la produccion
de metabolitos se agrupan en varias categorias, de acuerdo a su estructura,

tal como se describe en los items siguientes.
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2.5.1 Auxinas

Es una familia de sustancias quimicas que tienen en comun la capacidad de
regular el crecimiento, la division celular y la diferenciacion de raices en los
cultivos in vitro. En las plantas, las auxinas intervienen en el tropismo a la
gravedad y a la luz, la dominancia apical, el crecimiento de las partes florales y

la diferenciacién de los tejidos vasculares (Davies, 1995).

Las auxinas mas utilizadas son el AIA (acido indol-3-acético), el AIB (acido
indolbutirico), el ANA (acido a-naftalenacético), el 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), el pCPA (acido p-clorofenoxiacético) y el BTOA (&cido
benzotiazol-2-oxiacético). Las tres primera son natural y las tres uUltimas son

sintéticas.

2.5.2 Citocininas

Son derivados de la adenina que promueven la divisién celular. Entre ellas
cabe mencionar las siguientes: BA (bencil adenina), K (cinetina o 6-furfuril
aminopurina), Zea (zeatina) y 2-iP (N-isopentenil adenina). Las dos primeras

son Citocininas sintéticas y las dos ultimas naturales.

Las citocinas in vivo incrementan la tasa de division celular, el transporte de
Solutos hacia las hojas, semillas, flores y frutos y producen un retardo de la
senescencia de las hojas. La proporcion entre auxinas y citocininas permite
regular la organogénesis o la desdiferenciacion, por lo que se deben
programar las concentraciones de auxinas y citocininas a través de disefios
factoriales para cada especie y variedad vegetal y segun el objetivo del trabajo
(Salisbury & Ross,1994).

En general, cuando la relacion auxina/citocinina es alta se forman raices,
cuando es baja se producen vastagos y con relaciones cercanas a 1 se

producen callos (Krikorian, 1995).
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2.6 Condiciones Ambientales de Cultivo

Los cultivos de tejidos vegetales deben mantenerse en condiciones
ambientales semejantes a las naturales mas favorables. La luz, la temperatura
y la humedad relativa son los principales factores del ambiente que inciden

sobre los cultivos.

El comportamiento de muchos cultivos depende de la calidad, intensidad y
Fotoperiodo de la luz que reciben, dado que varias enzimas involucradas en el
desarrollo y en el metabolismo secundario son influenciadas por la luz. La
mayoria de los cultivos desarrollan a una intensidad luminosa entre 5 a 25
W/m2 (1000 a 5000 lux).

Si bien la calidad de la luz puede determinar diferentes respuestas morfo
génicas, en general se utiliza luz blanca, pobre en longitudes de onda larga. El
fotoperiodo habitualmente utilizado es de 16 horas de luz y 8 horas de

oscuridad, aunque algunos cultivos requieren oscuridad.

2.7 Tipos de Cultivos

La produccién de plantas y de metanolitos puede realizarse mediante cultivos

de tejidos vegetales diferenciados o indiferenciados.
2.7.1 Cultivos Diferenciados

Los meétodos de regeneracion de plantas por cultivo in vitro incluyen la

embriogénesis somatica y la organogénesis.
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2.7.2 Embriogénesis Somatica

Los embriones que no resultan de la fusibn de gametos se definen como
embriones soméaticos, asexuales o adventicios. Son estructuras bipolares con
un eje radical-apical, no poseen conexion vascular con el tejido materno y son
capaces de crecer y formar plantas normales. La embriogénesis somatica se
puede obtener directamente a partir de células aisladas o utilizando callos
(Litz & Jarret,1991).

2.7.3 Organogeénesis

La organogénesis consiste en la formacion de un primordio unipolar a partir de
una yema Yy el desarrollo de ese primordio en brotes vegetativos que luego
enraizan via la formacion y proliferaciéon de meristemos radicales. Los brotes
pueden formarse directamente del explantes (organogénesis directa) o

indirectamente a partir de callos (Jiménez Gonzéalez,1998).

La organogénesis se desarrolla por inoculacién de tejido meristematicos estéril
(yemas axilares o adventicias) en un medio suplementado con niveles 6ptimos

de sales, de compuestos organicos y de reguladores de crecimiento.

La micropropagacion es la tecnologia méas difundida de propagaciéon masiva de
plantas via organogénesis. Consiste en un conjunto de procedimientos
asépticos de cultivo de 6rganos, tejidos o células que permitan la produccién de
poblaciones de plantulas idénticas a la planta original de la que se derivan
(Krikorian, 1991).
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2.7.4 Ventajas y Desventajas de la Micropropagacion

Algunas de las ventajas de la técnica de micropropagacion in vitro es que
mediante esta técnica metodologica se puede obtener altas tasas de
multiplicacion. Por otra parte, (Vasil y Vasil,1980), comparando la
micropropagacion in vitro con los métodos tradicionales encontraron, que
permite obtener plantas de calidad uniforme, ademés crecen y maduran mas
rapidos que las propagadas tradicionalmente. A partir de un apice (explantes
inicial) es posible lograr, en el lapso de un afo, varios centenares de plantas
gue son fuentes de semillas sanas, libre de nematodos, hongos y bacterias en
comparacion con aquellas obtenidas por medio de la propagacion
convencional. Es posible también, aunque no en todos los casos, la obtencion
de plantas libres de virus. Asi mismo se facilita la conservacion y el

intercambio internacional de germoplasma (Muller y Sandoval, 1986).

Durante la micropropagacion puede presentarse variacion somaclonal
causada por diferentes factores (Smith, 1988). En un articulo publicado sobre
la variacion genética en plantas de Musa propagadas a través de cultivo de
tejido, afirmo que las variaciones somaclonales en este tipo de cultivo son
influenciadas por factores intrinsecos tales como la estabilidad genética del
cultivar o genotipo micropropagado, y factores extrinsecos o inducidos por el
cultivo; al respecto resumio los siguientes factores que influencian el nivel de

variacion somaclonal:
La formacion de callos como fase del ciclo de propagacion.

La prolongacion del periodo de cultivo, lo que es lo mismo el nimero de sub-

cultivos a que se somete a la planta en el laboratorio.

Las especies de propagacion asexual pueden presentar mayor frecuencia de

variacion somaclonal que las plantas propagadas por semillas botanicas.

Algunos genotipos, durante la propagaciéon por cultivo de tejido, son mas

inclinados a la inestabilidad genética que otros.
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5. La composicion del medio de cultivo particularmente la naturaleza vy
concentracion de los reguladores de crecimiento pueden inducir a cambios

genéticos en las plantas propagadas por cultivo de tejido.

Pérez y Orellana (1989), recomiendan que todos los afios deben cambiarse los
meristemos ya que cuando los cultivos tienen largos periodos in vitro ocurre
habituaciéon y esto se manifiesta con la activacibn de genes (cambios-

epigeneticos) y la produccién de citocininas principalmente.

En la micropropagacion del cultivo de banano, el enanismo es la mas comun de
las variaciones somaclonales o plantas fuera de tipo, que se observa

especialmente en los clones (Vuylsteke, 1989).

2.8 Descripcion Botanica de Musa spp.

Es una planta herbacea, que pertenece al grupo de las muséaceas. Las raices
son gruesas, carnosas y se ramifican en pelos absorbentes, que son los
responsables de la absorcién del agua y los nutrientes. Normalmente, las
raices estan situadas en los primeros 30 cm de profundidad (Agrolanzarote,
2012).

El verdadero tallo de la platanera es un 6rgano subterrdneo que se le conoce
como cabeza, cepa o0 cormo. De este 6rgano cilindrico nacen las raices, las
hojas, los hijos y la inflorescencia. De la cabeza nacen los hijos, que crecen
casi perpendiculares a la superficie de ésta y luego su extremo tiende a

enderezarse para salir a la superficie del suelo de forma casi perpendicular.

Las hojas estan dispuestas de forma helicoidal. ElI conjunto de vainas
constituyen el pseudotallo o tronco. Las hojas nuevas cuando aparecen, se
encuentran enrolladas y se le conoce como “cigarro”. Las hojas suelen
romperse de forma transversal con mucha facilidad, debido principalmente al
viento, quedando en ocasiones totalmente desflecadas. El eje floral o raquis

asciende por el interior del pseudotallo en posicion vertical y terminando en un
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racimo que emerge por la parte superior, lo que se conoce como paricion
(Agrolanzarote, 2012).

En el raquis se encuentran las bracteas que protegen las flores y son de color
rojo purpura. Las bracteas que cubren las flores femeninas se van replegando

y caen.

Mientras, que las bracteas que cubren las manos masculinas se mantienen
unidas al eje del racimo, formando lo que se conoce como bellota. Las flores
son hermafroditas, aunque las primeras manos que se ven, tienen flores
femeninas y son los que daradn lugar a los platanos. Los platanos se
desarrollan partenocarpicamente, sin necesidad de polinizacion. El fruto es

una baya alargada y algo encorvada (Agrolanzarote, 2012).

2.8.1 Morfologia de la Planta

Rizoma

Constituye la parte fundamental en la estructura de la planta. Su desarrollo es
subterraneo pero da origen a las raices, al tronco o pseudotallo, constituido
por el ensamble de las vainas foliares, a las hojas y finalmente, a los
diferentes retofilos o plantas hijas y a la inflorescencia que se convierte,

posteriormente, en el racimo de cosecha.

Esta parte de la planta botdnicamente denominada también como cormo o
bulbo, tiene forma ovoidea con la base plana y un apice en el borde superior,
en el que se encuentra insertado el meristemo y consta de dos partes. Una
capa externa llamada zona cortica constituida por la exodermis y la epidermis
y que realiza la funcion de proteccion de la zona interna o cilindro central,
constituida basicamente por el parénquima y que representa la parte vital o
fundamental del rizoma pues en ella se origina las raices para la captacion de

los nutrientes del suelo (Taza, L, 1995).
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Yemas

Se originan en protuberancia laterales del cilindro del rizoma, cada una con un
meristemo apical que dara origen al desarrollo del futuro retofio o “planta hija”.
La ubicacion de cada yema corresponde al vértice de insercion de dos vainas
foliares y la disposicion de ellas sobre el rizoma.

El nUmero de yemas que se alcanza su completo desarrollo hasta convertirse

en retofios depende del vigor del rizoma de la planta madre (Taza, L, 1995).

Sistema Radicular

Este sistema esta formado por raices adventicias que, originadas en el cilindro
central del cormo o rizoma, emergen en todo su contorno en una franja de 15
a 20 centimetros de ancho, considerados desde la base de insercion de las
vainas foliares hacia la base del rizoma (Taza, L, 1995).

El diametro promedio de las raices fluctia entre 7 y 8 milimetros pero las mas
gruesas alcanzan hasta 10 milimetros de diametro. Las primeras raices
emergidas tienen poca longevidad pero. A medida que aumenta la edad de la

planta, aumentan en longitud y en duracion de su actividad funcional.

A partir de los tres meses, poco después iniciado la formaciéon del segundo
rizoma, comienza también la emision de raices en el nuevo cormo pero, aun
dos meses después, el numero de raices del cormo originalmente sembrado
es mucho mayor y, de hecho, es el responsable del desarrollo integral de la
planta (Taza, L, 1995).

Floracién
Dura aproximadamente tres meses. El tallo floral se eleva del cormo a través
del pseudotallo y es visible hasta el momento de la aparicion de la

inflorescencia.
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Fisiolégicamente, esta fase se produce cuando ya la planta ha emitido un
namero grande de hojas verdaderas, pero que todavia le quedan de 10-12 por

desarrollar.

El eje de la inflorescencia es la continuacion del tallo floral. En éste, las hojas
estan reemplazadas por bracteas que recubren las flores (dedos); una vez
que aparece la inflorescencia, las bracteas comienzan a abrirse, exponiendo
los dedos, que inicialmente apuntan hacia abajo y posteriormente toman una

posicion inversa hacia arriba (Rodriguez, M y Guerrero, M. 2002).

La Inflorescenciay Frutos

Las flores son de color amarillentas, irregulares y con seis estambres, de los
cuales uno es estéril, reducido a estaminodio petaloideo. El gineceo tiene tres
pistilos, con ovario infero. ElI conjunto de la inflorescencia constituye el
“régimen” de la platanera. Cada grupo de flores reunidas en cada bractea

forma una reunion de frutos llamada “mano”, que contiene de 3 a 20 frutos.

El fruto en una baya oblonga, durante el desarrollo del fruto éstos se doblan
geotrépicamente, segun el peso de este, determinando esta reaccion la forma
del racimo. Los platanos son polimérficos, pudiendo contener de 5-20 manos,
cada una con 2-20 frutos, siendo su color amarillo verdoso, amarillo, amarillo-

rojizo o rojo dependiendo de la variedad (EcuRed, s.f).

Los platanos comestibles son de partenocarpia vegetativa, o sea, desarrollan
una masa de pulpa comestible sin ser necesaria la polinizacion. Los évulos se
atrofian pronto, pero pueden reconocerse en la pulpa comestible. La
partenocarpia y la esterilidad son mecanismos diferentes, debido a cambios

geneéticos, que cuando menos son parcialmente independientes.

La mayoria de los frutos de la familia de las Musaceas comestibles son
estériles, debido a un complejo de causas, entre otras, a genes especificos de
esterilidad femenina, triploidia y cambios estructurales cromosomicos, en

distintos grados (EcuRed, s.f).
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2.8.2 Categoria Taxonomica de Musa spp (Taza, L, 1995).

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Musaceas
Género: Musa

Nombre cientifico: Musa x paradisiaca L.

2.8.3 Variedades de Platano

Existen muchas variedades de platano que se caracteriza por una constitucion
cromosémica triploide originada del cruce entre Musa acuminata y Musa

balbisiana.

Variedades Acuminata x Balbisiana (Platanos Triploide AAB), (Taza, L,
1995).

Dominico

Barraganete

Maquefio

Manzano

Limefio

Cuerno Enano

2.9 Generalidad de Cultivo de Platano en Nicaragua
Las muséaceas es un cultivo cuyo fruto forma parte de la canasta basica
alimenticia, ademas que es un generador de empleos y divisas debido a las

exportaciones (Blanco y Carcache, 2007).
Por las condiciones biofisicas que presentan actualmente las zonas, se ubican

en el rango aceptable para la siembra y explotacion del cultivo; principalmente

por el alto potencial de fuentes de agua para riego y la calidad de los suelos.
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La produccion de platano de Nicaragua se lleva a cabo durante todo el afo,
esta actividad se concentra en la region del pacifico, principalmente en los
departamentos de Rivas y Chinandega. En la actualidad no se conoce a
ciencia cierta el area de siembra utilizada por este rubro. Estudios de la FHIA
desarrollados en el 2004, reflejan un &rea destinada al cultivo de 10,000
hectareas en produccion, de las cuales 7.500 hectareas se encuentran en la
zona de Rivas. Por otro lado, estimados de la USAID en el 2006 reflejan un
area de 10,000 hectareas productivas para la zona de Rivas (Blanco y
Carcache, 2007).

INIDE, 2005 plantea que de 25,125.42 manzanas de platanos establecida a
nivel nacional Rivas representa el 41 % de las areas totales seguidos de las
Regiones Autonomas RAAS y RAAN, encontrdndose establecido en areas
compactas de unidades productivas manejadas por pequefios y medianos

productores (Cenagro, 2012).

En cuanto a variedades de platano en Nicaragua tenemos que los clones
cuernos enanos, gigantes y FHIA 21, de estos, los dos primeros son los mas
cultivados, la diferencia lo hace la productividad, el clon gigante presenta alta
rusticidad pero con menor productividad (30 dedos) siendo lo inverso para el
clon de cuerno enano, con 40 dedos por racimos y con mayor exigencia de
manejo, asimismo se maneja a nivel de literaturas que el clon FHIA, es el de
mas altas productividades, sin mayor numeros de dedos por racimos sin
embargo en la practica plataneros nos indicaron que este clon no posee
mercado, para el mercado la fruta también presenta diferencia, a criterios de
comercializadores los frutos provenientes de cuerno gigante registran menos
perdidas al 33 transportarlo a granel o durante el almacenamiento (Cenagro,
2012).

En Nicaragua se cultivan diversos tipos de muséaceas, entre ellas: Platano

gigante y platano enano, banano, guineo, guineo pelipita, guineo caribe y
guineo rosa (Blanco y Carcache, 2007).
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2.10 Importancia Econémica del Platano en Nicaragua

Tradicionalmente la produccién de platanos, guineos y bananos en Nicaragua
han sido actividades generadoras de ingreso y empleo desde la década de los
50’s y desde principios del 2004, con el inicio de la actividad exportadora
hacia los Estados Unidos, se abrieron espacios para la exploracion vy
comercializacion en Canada y Centroamérica, en este Ultimo en especial para
los paises de Honduras y El salvador donde usan el producto como materia
prima para la agroindustria y exportar chips, tostones, maduros y harinas al
mercado Centroamericano (Nicaragua, Costa Rica y Honduras), Estados
Unidos y Canadéa (APLARI, 2007).

Tras estas oportunidades de exportacion, el rubro se ha convertido de interés
en la generacion de divisas para el pais, principalmente en la exportacién de
fruta fresca y platano pelado (APLARI, 2007).

Tradicionalmente las explotaciones semi tecnificadas ubicadas en las zonas
de Buenos Aires, Potosi, San Jorge y Rivas por lo general eran quienes se
dedicaban a la exportacion de frutas frescas y en una menor proporcion la
zona de Chinandega. Sin embargo, con la apertura del mercado
centroamericano y su alta demanda de productos, la exportacion de platano
ha experimentado un crecimiento acelerado, a tal grado que medianos y
pequefios productores con sistemas de produccion semi tecnificado o
tradicional, estan incursionando en el mercado regional con su producto
(Blanco y Carcache, 2007).

A pesar de estas incursiones al mercado regional e internacional, el mercado
nacional sigue siendo una buena opcién de mercadeo, pues mantienen una

demanda constante y baja fluctuacion de los precios de compra del producto.

En este sentido, los medianos y pequefos productores comercializan el
platano en los mercados mayoristas a través de intermediarios, 0 muy poco
por venta directa del producto atendiendo la relacion productor — detallista
(Blanco y Carcache, 2007).
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En el pais, las instituciones o industrias de caracter privado que procesan
frutas a nivel nacional son Parmalat, Eskimo y Pinula S.A., entre otras de
caracter micro y mediana industria que corresponden a organizaciones no
gubernamentales como Clusa, Cantonesas, Hodegar, Civite y Coofrutari y los
principales productos que elaboran son leche con banano, yogurt, chips,
chocobanano, banano pasa y platanito frito. El mercado y la comercializacion
se canalizan a través de distribuidoras, agencias, detallistas, supermercados,

colegios publicos y privados y gasolineras (Blanco y Carcache, 2007).

2.11 Datos Generales sobre la Comercializacion del Producto

En cuanto a los rendimientos, segun las estadisticas de la FAO, el promedio
mundial es de 6,3 ton/ha/afio (24,513 platanos) en gran parte de los paises
productores, sin embargo tenemos paises como Peru que produce 12,2
ton/ha/afo (47,471 platanos) y cuba con 8 ton/ha/afio (31,129 platanos), a
nivel de los demas paises centroamericanos Unicamente se encuentran datos
35 de Honduras que reporta plantaciones con densidades de siembra de
3,500 plantas por hectareas con rendimientos de 36,364 platanos por

hectarea (Cenagro, 2012).

Los rendimientos en Nicaragua se rigen mas por el tipo de siembra
implementado que por la productividad propia de la planta, sin obviar que una
planta mal manejada ve diezmado totalmente su productividad, sin embargo
es la variable distancia de siembra y el arreglo o distribucién de las plantas en
el campo lo que marca la diferencia y tenemos significancias productivas por
regiones, en tecnologias tradicionales se manejan bajas densidades
poblacionales (889 plantas por Hectarea.) sistemas propio de las zona central
y RAAS, bajo sistemas tecnificados las densidades poblacionales superan las
2000 plantas por hectarea,

Nicaragua realiza la mayor parte de las exportaciones a los paises
Centroamericanos, en forma de platano pelado, destinando el 89.95 % a El
Salvador, Honduras y Costa Rica para las empresas que lo procesan en forma
de pasa bocas de platano, chips, productos congelados y otros, para

comercializarlos tanto en sus propios mercados al mismo Centroamérica y
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Estados Unidos, una minima parte esta siendo exportado en forma de fruta

fresca a los Estados Unidos (Cenagro, 2012).

Durante los ultimos afios, las exportaciones de platano de Nicaragua han
experimentado importantes fluctuaciones, sin representar importantes
pérdidas a los productores, situacion que al parecer refleja una tendencia de
estabilidad de precios en el marcado local-nacional que representa una
auténtica ventaja competitiva del sector a todos los niveles (Blanco y
Carcache, 2007).

Segun los datos de (IICA,2004), los indices de exportacion de este rubro
desde 1999 hasta el 2002, experimentaron un decrecimiento cercano al 35%,
logrando cierta estabilidad a finales del 2003. Sin embargo, esta situacion
sobre las tendencia de las exportaciones no expresaron un incremento, tal y
como se esperaria como consecuencia del incremento de las éareas de
siembra y la incursibn de Ledén y Chinandega al proceso productivo y

exportador de este rubro.

Esta situacion, parece estar asociada a un crecimiento de la demanda local y
una estabilidad de los precios del mercado nacional (Blanco y Carcache,
2007).

En 1999 Nicaragua exporté 12 mil TM, en el 2003 solo fueron exportadas 8 mil
TM (FHIA, 2004). Sin embargo, a partir del 2004 las exportaciones de
platanos en Nicaragua han experimentado un importante incremento con la
apertura del mercado Norteamericano, Canadiense y una mayor incursion en
los mercados centroamericanos en especial ElI Salvador, Honduras, que en
conjunto catapultaron el valor de las exportaciones un nivel superior a los US
$ 1.200.000, manteniendo cierta estabilidad en el 2005 y 2006.

Del 2000 al 2002, hubo una baja de las exportaciones de 8.5 a 6.1 millones de

kilogramos. Eso signific6 una caida en la generacion de ingresos por
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exportaciones por el orden de los US $ 670.000 (de 1.3 millones de doélares a

630 mil para esos afios).

No obstante a partir del 2003 se incremento la exportacion en casi 8 millones
de kilogramos y ya en el 2004 se estan realizando exportaciones al mercado
de Estados Unidos que superan el millébn de ddlares (Blanco y Carcache,
2007).

2.12 Prueba Estadisticas

Para realizar una investigacion experimental se debe utilizar un paquete
estadistico para dar resultados y dar respuestas de dicha investigacion, los
disefios experimentales hoy en dia se efectian en todos los campos de
estudio, se realizan datos experimentales para lograr generar datos a partir de
datos crudos de una investigacion determinada, para obtener la informacion
del ensayo donde se demostrara nuevos resultados que llevan a soportar el

informe final de la investigacion.

Un factor determinante al momento de usar este tipo de pruebas estadisticas,
es que para poder llegar a obtener resultados satisfactorios, se recomienda
que entre mas grande sea la muestra de estudio, los resultados llegaran a ser

mas significativos y confiable (Blanco, 2013).

2.13 Comparaciéon de Prueba Estadistica de Dunnett.
En un experimento donde uno de los tratamientos es un control y el
experimentador esta interesado en comparar los restantes tratamientos con el

control. En este caso solo deben realizarse comparaciones 1- 1.

Un procedimiento que realiza dichas comparaciones fue desarrollado por
Dunnett (1964).Este procedimiento es una modificacion de la prueba t. Para
cada hipdtesis se calculan las diferencias que se observan entre las medias

muéstrales.
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2.14 Comparacion de Prueba Estadistica de Rango Mdultiple de Duncan.

El contraste de Duncan utiliza, como el HSD de Tukey, la distribucién del
recorrido estudentizado. Se diferencia de ese test en que su aplicacion es
secuencial, en el sentido de no utilizar un dnico valor critico para todas las
diferencias de medias, como el de Tukey, sino un valor critico que depende
del numero de medias comprendido entre las dos medias que se comparan,

habiendo ordenado previamente las medias en orden creciente.

2.14.1 Paquete Estadistico spss.ver.15.

El programa estadistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) es
uno de los programas de mayor uso en los Estados Unidos de Norteamérica
asi como en América Latina. Los procedimientos estadisticos son de mucha
utiidad para aquellas organizaciones que necesiten desarrollar vy
subsecuentemente analizar bases de datos para aplicaciones practicas o para
diversas necesidades de investigacién. Ademas ofrece diversas posibilidades
para crear vinculos con otros programas comunes tales como Microsoft Word,
Microsoft Excel, y Microsoft Power Point. Finalmente, SPSS permite manejar
bancos de datos de gran magnitud y también efectuar analisis estadisticos muy

complejos (Castafieda, M. et. al, 2010).
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lll. Materiales y Métodos

3.1 Localizacion del Experimento

La investigacion monogréfica se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Universidad Nacional Autbnoma de Nicaragua (UNAN-Leon),
localizado en el Jardin Botanico Ambiental ubicado a 1km al oeste del
Politécnico La Sallé. El estudio se realizé en el periodo comprendido de
2013 - 2014.

3.2 Seleccion del Material Vegetativo

El material vegetal del cultivar platano Cuerno Enano se obtuvo del area
agricola de la Finca El Pegon carretera al Campo Agropecuario de la UNAN -
Ledn, se seleccionaron semillas o hijos de plantas madres de Cuerno Enano
de buen vigor, edad ontogénica, el tamafio y buen estado sanitario general de
la planta donante.

3.2.1 Preparacion y Desinfeccion del Material Vegetativo

Para la preparacion y desinfeccion del material vegetativo se utiliz6 un
protocolo estandarizado del Laboratorio de cultivo de tejido de la UNAN-Leon.
Luego en el invernadero se lavaron los cormos para eliminar residuos de
tierras, procediendo a realizar cortes sucesivos sobre los cormos, dejandolos

de 4 a 5 cm de longitud y de 2 a 3 cm de ancho.

Posteriormente en el laboratorio se realiz6 un segundo lavado para eliminar
los residuos provenientes del invernadero. Luego el material se coloco en
alcohol al 70% durante 1 minuto, se elimina el alcohol, se agrega hipoclorito
de sodio al 3.5% con dos gotas de Tween 20 por cada 100ml. de solucién y se
mantiene en agitacion constante durante 20 minutos. Luego en la camara de
flujo laminar se realizan tres lavados con agua estéril, finalmente se procede a
la diseccion de los materiales para obtener los apices caulinares con un

tamafio aproximado de 2 x 1 cm.
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3.3 Ensayo de Establecimiento

Los explantes se sembraron individualmente en tubos de ensayo con
dimensiones de 15 cm de longitud y 1.5 cm de diametro, adicionando a cada
tubo 10 ml de un medio MS (1962) con 100 mg/I de &cido ascoérbico y 2,0 gr/l
de gelrite (Anexo Cuadro 16) e incubados a una temperatura entre 28-30 °C
en condiciones de oscuridad. A los quince dias de cultivados los é&pices
caulinares se procedié a realizar limpieza de los cormos eliminando los
residuos fenodlicos de la parte basal, realizando la segunda limpieza
posteriormente a los quince dias después de la primera. Una vez establecidos

en condiciones asépticas, se procedio a realizar los ensayos.

3.4 Ensayo de Multiplicacion

En el ensayo de multiplicacién se evalué el efecto de siete combinaciones de
reguladores de crecimiento BAP y AIA en medio MS suplementado con
sacarosa 30gr/l, Gelrite 2gr/l y pH de 5,8. Se emplearon frascos con 30 ml de
medio cada uno y esterilizados a 121°C ,1Kg/cm? de presién durante veinte
minutos.

Las combinaciones de reguladores evaluadas son las siguientes (Cuadro 2)

Cuadro 2. Diferentes medios de cultivo en el ensayo de multiplicacién in vitro de

platano Cuerno Enano.

AIA: Acido Indolacetico BAP: Benzilamino purina MS: Murashige y Skoog.

Combinaciones de BAP (AIA)
reguladores en medio MS. (mag/l) mg/I
I 1 0.15

Il 1 0.3

" 2 0.15

v 2 0.3

\Y 4 0.15

VI 4 0.3

Vi 0 0
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Se sembraron cinco explantes por frasco (Unidad experimental), para un total

de 25 explantes por tratamiento o combinacion. (Cuadro 2).

Se evaluaron a los 30 dias después de realizada la siembra durante cuatro
repeticiones. Las variables evaluadas fueron las siguientes:

e Tasa de proliferacion

e Numero de hoja por planta

e Longitud del brote

3.5 Ensayo de Regeneracion

En el ensayo de regeneracion se evaluo el efecto de cuatro combinaciones de
reguladores de crecimiento BAP y AIA en medio MS suplementado con
carbon activado 0.5 gr/l sacarosa 30 gr/l, gelrite 2 gr/l y pH de 5,8. Se
emplearon frascos con 30 ml de medio los que fueron esterilizados a 121°C y

1Kg/cm? de presién durante veinte minutos.

Las combinaciones de reguladores evaluadas son las siguientes (Cuadro 3)

Cuadro 3. Diferentes medios de cultivo en el ensayo de regeneracién in vitro de
Platano Cuerno Enano.

AIA: Acido Indolacetico, BAP: Benzilamino purina, MS: Murashige y Skoog

Combinaciones de BAP AlA
reguladores en medio MS | (mg/l) | (mg/l)

I 0 0

Il 0 0.15
1l 0.5 0.15
v 1.0 0.15
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En cada combinacion se sembraron seis explantes por frascos (Unidad
experimental), utilizando un total 24 explantes en cada combinacion o

tratamiento por repeticion.

Se realizaron tres repeticiones que se evaluaron a los 30 dias después de

realizada la siembra. Las variables evaluadas fueron:
a) Longitud del Brote
b) NUumero de raices por planta
c¢) Longitud de la raiz

d) Nimero de hojas

3.6 Aclimatacion de las Planta

La muestra de plantas sembradas es de 90en bandejas sobre los tres sustratos
esterilizados, fueron colocadas en tuneles de crecimiento donde se le
suministro riego diario y fertilizacion foliar una vez a la semana empleando una
solucién nutritiva MS al 50 % de sales, puede observarse el ensayo de

aclimatacion (Figura 4).

Los sustratos y proporciones utilizados se indican en el (Cuadro 4).

Cuadro 4. Diferentes sustratos de cultivos en el ensayo de aclimatacién de

platano Cuerno Enano.

Sustratos

ta.a tierra arena cascarilla de

1:1:1 arroz

v.a.a Vermiculita | arena cascarilla de

1:1:1 arroz
t.a.v tierra Arena vermiculita
1:1:1
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La evaluacion de cada sustrato se realizé durante seis semanas utilizando una
muestra de 30 plantas por sustrato. Cada siete dias se evaluaron sobrevivencia
de la planta, longitud del pseudotallo, didmetro de base del pseudotallo,
ndamero de hojas y las variables evaluadas hasta la sexta semana son: numero

de raices y longitud de la raiz.

3.7 Disefio experimental y Analisis Estadistico.

Se utilizé6 un disefio completamente aleatorizado (DCA) con un analisis
unifactorial para el procesamiento de los datos, Se realizé un ANOVA
definiendo la mejor respuesta de las variables utilizadas con relacién al medio
de cultivo para determinar las diferencias estadisticas entre las combinaciones
mediante la prueba de rangos mdultiple de Duncan y prueba de comparacion
multiple de Dunnett. Este disefio se utilizara para los ensayos de
multiplicacion y regeneracién, en el ensayo de aclimatacion ademas se
realizaron prueba de analisis de correlaciones por el método de Pearson y
Duncan. Los datos fueron procesados y analizados en paquetes estadisticos

con SPSS Ver.15 para los tres ensayos realizados.
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IV. Resultados y Discusién

4.1 Ensayo de Multiplicacion

En el ensayo de multiplicacion se logré determinar quela combinacion mas
efectiva de reguladores de crecimiento BAP y AIA en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) fue la combinacion que contenia 2mg/l de BAP y
0.15 mg/l de AIA con una tasa de proliferacion de 2.36 brotes (Figura 1).

De acuerdo a los resultados obtenidos la combinacion 2.00 mg/l BAP + 0.15
mg/l AlA; 4.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AlA; 4.00 mg/l de BAP + 0.15 mg/l AIA
estan por encima de la tasa media de proliferacién de 1.46 brotes, mientras

que las combinaciones que contenian 1.00 mg/l BAP + 0.15; 1.00 mg/I de BAP
+0.30 mg/l AlA; 2.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AIA mas el testigo estan por

debajo de la media de brotes proliferados (Gréfico 1).

Figura 1. Plantas de Cuerno Enano en la etapa de multiplicacion un medio MS
conteniendo 2.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA.
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En base a los resultados obtenidos en el ensayo de multiplicacion se logré
determinar la mejor respuesta en la variable tasa de proliferacion en relacion

a las combinaciones de medios de cultivo (Grafico 1).

2,257

1,757

1,57

Media de la tasa proliferacion

1,257

I [ I [ [ I I
Comb 3 (2.0, Comb 6 (4.0, Comb5 (4.0, Comb 4 (2.0, Comb1 (1.0, Comb7  Comb 2 (1.0,
0.15) 0.30) 0.15) 0.30) 0.15) (testigo) 0.30)

Combinacion

Grafico 1. Media de la tasa de proliferacion de platano Cuerno Enano

Con respecto a la prueba estadistica de Duncan (Cuadro 5) se puede observar
la formacion de tres subconjuntos homogéneos donde la combinacion 2.00 mg/I
BAP y 0.15 mg/l AlA se encuentra en el subconjunto 1 con mayor promedios de
brotes, en el subconjunto 2 observamos las combinaciones 2.0 mg/l de BAP +
0.30 mg/l de AlA;1.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l de AlA;1.0 mg/l de BAP + 0.30
mg/l de AlA y el testigo y en el subconjunto 3 encontramos las combinaciones
4.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AlA; 4.00 mg/l de BAP + 0.15 mg/l AlA es decir que
el estadistico Duncan agrupa a los subconjuntos por afinidad de valores y

existe diferencia significativa entre los subconjuntos homogéneos encontrados,

38




Micropropagacién de Platano (Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

pero no existe diferencia significativa entre las combinaciones dentro de los

subconjunto con respecto al valor p con un valor de confianza del 95%.

De acuerdo a los resultados sobre la variable tasa de proliferacion se logré
determinar diferencia estadisticamente significativa al 95% de confianza al
realizar la prueba t de comparaciones multiple de Dunnett (Cuadro 8),
Obteniendo el mayor efecto de respuesta en relacion al medio de cultivo en la
combinacion con 2.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l de AIA; 4.00 mg/l BAP + 0.30
mg/l de AIA presentando diferencia significativa (P= 0.00 y P= 0.007) respecto

al testigo; mientras las otras combinaciones no muestran diferencia.

En la prueba estadistica multiple de Duncan la combinacion 2.0 mg/l de BAP
+ 0.15 mg/l de AIA con un valor promedio de 2.36 brotes el cual alcanza el
mayor con respecto a las combinaciones estudiadas en la variable tasa de

proliferacion.

Cuadro 5. Efectos de siete combinaciones en la variable tasa de proliferacion en

el ensayo de multiplicacién segun el estadistico Duncan.

Combinacion N Subconjunto para alfa = .05
1 2 3 1

Duncan Combinaciéon 2 (1.0, 0.30 92 1,04
a,b mg/l)

Combinacién 7 (testigo) 85 1,18

Combinacion 1 (1.0, 0.15 97 1,19

mg/l)

Combinacioén 4 (2.0, 0.30 10 1,25

mg/l) 0

Combinacion 5 (4.0, 0.15 89 1,53

mg/l)

Combinacién 6 (4.0, 0.30 88 1,64

mg/l)

Combinacion 3 (2.0, 0.15 98 2,36

mg/l)

Sig. 173 ,430 1,000

La investigacion realizada por Caldera y Lopez (2002) obtuvieron promedio de
brotacién de yemas axilares en platano cuerno enano de 2.08 y 2.05 brotes
con 4 y 5 mg/l de BAP. Segun Cortez (2007) obtuvo en el ensayo de

multiplicacion una media de 2.44 brotes utilizando una concentracion de 4.5
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mg/l BAP en platano cuerno gigante. En esta investigacion los resultados
obtenidos en la tasa de proliferacion alcanzaron valores promedios de 2.36
brotes en el medio de cultivo que contenia 2.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA.
Demostrando diferencia de promedio a las combinaciones de medios de
cultivos obtenidos sin reguladores de crecimiento y a las combinaciones que
contenian 1.00 mg/l BAP +0.15 mg/l AlA; 1.00mg/l BAP + 0.30 mg/l AlA; 2.00
mg/l BAP + 0.30mg/l AlA; 4.00 mg/l BAP + 0.15 y 4.00 mg/l| BAP + 0.30 mg/l

AlA con un promedio de un 1 brote proliferados (Cuadro 5).

En la Grafica 2 se observan las medias de la variable longitud del brote
principal en las diferentes combinaciones en donde la combinacién 1.0 mg/I
BAP + 0.15 mg/l AIA tiene un promedio de 6.099 cm de longitud en relacién a

los demas combinaciones estudiadas.

6,51

o
o
1

N,
wn
1
o
f
&

Ak
o
1

4459

Media de Longitud del brote (cm)
T

4,0

T T T T T T T
Comb1 (1.0, Comh2(1.0, Comb4(20, Comb 7 Comh5(40, Comb6(40, Comb3
0.15) 0.30) 0.30) (testigo) 0.15) 0.30) 015

Combinacion

(20,
)

Grafico 2. Media de la variable longitud del brote realizado en el ensayo de

multiplicacion.
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La longitud del brote alcanzé promedios mayor de 5.5 cm en la combinacion
1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA; 1.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AlA con valores
respectivos de 6.009 y 5.641cm, presentando diferencias en promedios con
las combinaciones que contienen 2.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA; 2.00 mg/l
BAP + 0.30 mg/l AIA, 4 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA'y 4.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l

AIA més el testigo, debajo del promedio de 5.5 cm (Grafico 2).

Con respecto a la prueba estadistica de Duncan (Cuadro 6) se puede observar
la formacion de tres subconjuntos homogéneos donde la combinaciéon 1.00 mg/I
BAP + 0.15 mg/l AIA + 1.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AIA se encuentra en el
subconjunto 1 con mayor longitud de brotes, en el subconjunto 2 observamos
las combinaciones 2.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l de AlA;4.0 mg/l de BAP + 0.15
mg/l de AIA;4.0 mg/l de BAP + 0.30 mg/l de AIA y en el subconjunto 3
encontramos las combinaciones 2.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AlA; 1.00 mg/l de
BAP + 0.30 mg/l AlA y el testigo es decir que el estadistico Duncan agrupa a
los subconjuntos por afinidad de valores y existe diferencia significativa entre
los subconjuntos encontrados, pero no existe diferencia entre las
combinaciones dentro de los subconjunto con respecto al valor p con un valor

de confianza del 95%.

En el andlisis estadistico de la prueba t de comparaciones mdltiple de Dunnett
al 95% de confianza (Cuadro 8), se muestra el mayor efecto de respuesta en
las combinaciones 1.0 mg/l BAP + 0.15 mg/l de AIA; 2.0 mg/l de BAP y 0.15
mg/l de AlA; 4.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l AlIA 'y 4.0 mg/l de BAP + 0.30 mg/l de
AlA presentan diferencia significativa (p= 0.038; p= 0.06; p= 0.048;p= 0.031)

con respecto al testigo.

El andlisis de prueba estadistica mdultiple Duncan se observa que la
combinacion 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA con una altura de 6.009 cm,
muestra diferencia con las demas combinaciones con respecto a la variable

longitud de brote.
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Cuadro 6. Muestra los efectos de siete combinaciones, en la variable longitud del

brote en el ensayo de multiplicacién segun estadistico Duncan.

Subconjunto para alfa =
N .05

Combinacién 1 2 3 1
Combinacién 3 (2.0, 0.15 98 | 4,327
mg/l)
Combinacién 6 (4.0, 0.30 88 | 4,469
mg/l)
Combinacién 5 (4.0, 0.15 89 | 4.522
mg/l)

Duncan(a, Combinacion 7 (testigo) 85 5,306

b) Combinacién 4 (2.0,
0.30mg/) 100 5,445
Combinacién 2 (1.0, 0.30 92 5641 | 5,641
mg/l)
Combinacion 1 (1.0, 0.15 97 6,099
mg/l)
Sig. ,535 ,286 121

De acuerdo a los resultados logrados por los investigadores Chavarria y
Lopez (2010) obtuvieron un incremento en la variable longitud del brote con
promedios mayores de 3 cm de longitud en medios de cultivo sin reguladores
de crecimiento y con 2 mg/l de BAP + 0.25 mg/l de AIA con media respectiva

de 3.40, 3.06 y 3.08 cm de altura en cuatro repeticiones.

En este estudio los resultados obtenidos en los medios de cultivo sin adicion
de reguladores de crecimiento y las combinaciones que contenian 2.00 mg/l
BAP + 0.15 mg/l AlIA'y 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA se alcanzaron valores
respectivos de 5.306, 4.327 y 6.099 cm de altura, los cuales muestran valores
mayores que los presentados por Chavarria y Lopez, (2010).

En el Gréfico 3 se observan las medias del nimero de hojas en las diferentes

combinaciones donde la combinacion 1.0 mg/l BAP+ 0.15 mg/l AlA tiene el

mejor promedio de 4.19 en relacion a las demas combinaciones.
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Grafico 3. Media de la variable namero de hojas realizadas en el ensayo de

proliferacion.

El nimero de hojas es mayor en la combinacion 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l
AlA donde la con una media de 4.19, mientras en las combinaciones 4.00 mg/I
BAP + 0.15 mg/l AIA vy el testigo fue donde se presentaron los valores
promedios mas bajos con medias de 2.921 y 3.071 respectivamente (Grafico
3).

Con respecto a la prueba estadistica de Duncan (Cuadro 7) se mostro la
formacion de tres subconjuntos homogéneos donde la combinacion 1.00 mg/I
BAP + 0.15 mg/l AIA se encuentra en el subconjunto 1 con mayor numero de
hojas, en el subconjunto 2 se observod las combinaciones 4.00 mg/l de BAP +
0.15 mg/l y el testigo y en el subconjunto 3 encontramos las combinaciones
1.00 mg/l BAP + 0.30 mg/l AlIA, 2.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA, 2.00 mg/l
BAP + 0.30 mg/l AlA'y 4.00 mg/l de BAP + 0.30 mg/l AlA.
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El estadistico Duncan agrupa a los subconjuntos por afinidad de valores y
existe diferencia significativa entre los subconjuntos encontrados, pero no
existe diferencia entre las combinaciones dentro de los subconjuntos

homogéneos.

En el analisis de prueba t de comparaciones mdultiple de Dunnett al 95% de
confianza (Cuadro 8), nos muestra que existe diferencia significativa en las
combinaciones 1.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l de AlA; 1.0 mg/l de BAP + 0.30
mg/l de AIA; 2.0 mg/l de BAP + 0.30 mg/l de AIA estas combinaciones
presentando diferencia en relacién al testigo con una (p= 0.000;p= 0.030;
0.04).mientras que las deméas combinaciones no presentaron diferencia con el

testigo.

El analisis de prueba estadistica mdltiple Duncan muestra la diferencia
estadistica en el numero de hojas, con respecto a las siete combinaciones

estudiadas.

Cuadro 7. Muestra los efectos de siete combinaciones, en la variable nUmero de

hojas en el ensayo de multiplicacion segun estadistico Duncan.

Subconjunto para alfa =
N .05

Combinacién 1 2 3 1
Combinacién 5 (4.0,
0.15 mgll) 89| 292
Combinacion 7 (testigo) 85 3,07
Combinacién 6 (4.0,
0.30 mg/l) 88 344
Combinacién 3 (2.0,

Duncan(a, 0.15 mg/l) 98 351

b) Combinacién 2 (1.0,
0.30 mg/l) 92 3,58
Combinacién 4 (2.0,
0.30 mg/l) 100 3,68
Combinacién 1 (1.0,
0.15 mgll) 97 419
Sig. ,406 ,235 | 1,000
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De acuerdo a los resultados obtenidos por Chavarria y Lopez, (2010) en
relacion al numero de hojas por planta obtuvieron promedios 2.76 hojas en

medio de cultivo suplementado con 2 mg/l BAP + 0.25 mg/l AlA.

En la presente investigacion en la combinacion 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA
se obtuvo un promedio de 4.19 hojas por planta, resultando estadisticamente
y superior con respecto a las demas combinaciones. En estos resultados no
se observo incremento del nimero de hojas en las combinaciones con mayor
concentracion de BAP. Segun Chavarria y LoOpez, (2010) a mayor
concentraciones de Citocininas (BAP) se incrementa significativamente el

namero de hojas por explantes.
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Cuadro 8. Andlisis de pruebat de comparaciones multiple de Dunnett en las diferentes

combinaciones.

Diferencia
de medias Error Intervalo de
(1-9) tipico Sig. confianza al 95%
Variable J) Limite Limite Limite Limite Limite
dependiente (I) Combinacion  Combinacion inferior superior | inferior | superior inferior
;?jﬁecigcién Etiﬁalb[;lrjzgl?ét)t (C):(i?%lg(/ll)o gggigfz) 009 138 1,000 "% %
g_oslg?nf;/(l)m' (Ctggt‘igg) -,133 140 844 .49 23
girgtr’nz /(|)2.0, (Ctgggg) 1,181(*) 138 | 000 83| 153
g_osfgtr’n‘;/(l)z-ov (Ctgggg) 074 137|987 .28 43
g.i??né/(l)dho' (Ctggt‘igg) 352 141|061 .01 71
| 5.%'3?12/5?'0’ (Cté’éT.gg) A00CY | ddz) 007 40 -
(Lcorggltud del brote. Eg;g;;‘g)t g_cirgtr’né/(l)l-ov (Ctgggg) 7931(%) | 2976 038 030 | 1,557
e I I
gig‘tr’nz /(|)2.0, (Ctggzg) -9794(") | 2969 | 006 1,741 218
g_ogfgtr’n‘é/(l)z-o' (Ctggzg) 1391 2955 | 994 619 | 897
g_(ifgtr’nz /(|)4-°' (Ctg;‘igg) -7834(*) | ,3038 | 048 1,563 | -,004
g_%rgtr’ng /(6‘-0- gggigg) -8366(*) | 3046 031 -1,618 |  -055
reoseraisgodupet miGo Gl | sy am ow e s
g_ogfgtr’nzl(l)l-o' (Ctggzg) 505(*) 184 030 03 98
gjfgtr’nz/(l)z-o' gggigg) 440 181 071 -,02 90
g-ogrgtrang/()z.o, (Ctggigg) 609(%) 180  ,004 15| 1,07
g_ifgtr’nzl(;-o' g:;‘lgg) -,149 185 917 .62 33
vy Gt | s e ] o
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Micropropagacién de Platano (Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

Para la tasa de proliferacion se desarroll6 un modelo matemético de proyeccion
para el ensayo de multiplicacion con el objetivo de dar predicciones a diferentes

concentraciones (Cuadro 5).

Proliferacion en Platano cuerno enano

hormona BAP

Grafico 4. Modelo matematico de proyeccion para ensayo de multiplicacion in
vitro de platano cultivar Cuerno Enano utilizando el Coeficientes del polinomio
de segundo grado.

Se desarrollaron dos modelos matematicos, con la funcién de realizar una
superficie de respuesta para proyectar concentraciones que se puedan utilizar
para las hormonas BAP Y AIA, mostrandonos asi la cantidad que se espera de
brotes proliferados.
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Modelo 1 (X y Z):f = funcidn(x, z) cc[1]+cc[2]*x+cc[3]*z+cc[4]*x*z+cc[5]*x**2
cc=¢(1.137,1.174, -5.232, 1.128, -0.260) # Coeficientes del polinomio de
segundo grado.

X: Dosis de BAP

Y: No. Brotes Proliferados

Z: Dosis AlA.

Modelo 2 (X):f BAP = funcidn(x) cc[1]+cc[2]*x+ cc[5]*x**2

cc =c¢(1.137, 1.174,-5.232, 1.128, -0.260) # Coeficientes del polinomio de
segundo grado.

X: Dosis de BAP

Estos modelo instalado es un polinomio de segundo grado completo nos
muestra una proyeccion para el ensayo de multiplicacion, como se puede
observar en el modelo nos muestra diferente predicciones para las hormonas
BAP vy AIA, por ejemplo para 2.7 mg/l BAP + 0.19 mg/l AIA da un promedio de
brotes de 1.996 aproximadamente 2 brotes, mientras que en la combinacion
2.257 mg/l BAP + 0 mg/l AIA da un promedio de 2.46 brotes proliferados.
Segun Cortez (2007) cuando utilizé cuatro tratamiento de 2.25 mg/l, 4.5 mg/l, 9
mg/l y 18 mg/l de BAP obtuvo medias de 2.09, 2.44, 2.29 y 2.18 brotes por

planta.

Segun el modelo matematico de coeficientes del polinomio de segundo grado
se puede apreciar las diferencias estadisticas, este modelo nos muestras
también que al incrementar la hormona a grandes concentraciones esta tiende
a disminuir su proliferacion, resultando también no econémicamente apropiada
ya gue esta tiende a incrementar el gasto de reactivos, tampoco es bioldgico ya
gue a la planta se le puede ocasionar un stress y lo que hace es inhibir su
desarrollo provocando malformaciones genéticas. Segun los autores Azcon-
Bieto, J y Talén, M. (2008), determinan que al aumentar reguladores de
crecimiento como la auxina logra alcanzar respuestas maximas con una
concentracion de 10 M. El uso de altas concentraciones de auxinas reduce el

crecimiento hasta inhibirlo, llegando a producir incluso la muerte de la planta.
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4.2 Ensayo de Regeneracion

En el ensayo de regeneracion, se logré determinar que las combinaciones de
reguladores de crecimiento que produjeron el mayor nimero de raices por
planta fue en la combinacién 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA y 0.0 mg/l BAP +
0.15 mg/l AIA, con un valor medio de 5.34 y 6.12 raices por planta
respectivamente (Grafico 5 y Anexo Cuadro 22).El menor niumero de raices
por planta se obtuvo utilizando1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA y el testigo.
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Grafico 5. Medias del numero de raices por planta en el ensayo de regeneracion

en platano Cuerno Enano.

Al realizar la prueba de Duncan al 95%de confianza sobre la variable nimero
de raices (Anexo Cuadro 22) se puede observar la formacion de tres
subconjuntos homogéneos donde las combinaciones de reguladores de
crecimiento con 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA y 0.0 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA
se encuentran ubicadas en el primer subconjuntos, en el segundo
subconjuntos estan0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA'y 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/I
AlA y en el tercer subconjunto se encuentran1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlIA'y
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el testigo. Cada combinacién se agrupa por su afinidad de valores, se logra
observar que existe diferencia significativa entre los subconjuntos
homogéneos, pero no existe diferencia entre las combinaciones dentro de los

subconjuntos.

En el presente estudio en el ensayo de regeneracion en platano Cuerno Enano
el mayor numero de raices por planta (6.12) se registr6 con 0.0 mg/l| BAP +
0.15 mg/l AlA; estos valores varian con los datos reportados en cuerno gigante
por Chavarria 'y L6épez 2010 quienes reportan que utilizando 0.0 mg/ BAP + 0.5
mg/l de AlA obtuvieron una media de 4.16 raices (Figura 2).

En La prueba de los efectos inter-sujetos indica que la longitud de la raiz y la
concentracion de BAP y AIA muestran diferencias significativas con p= 0.00 y
p=0.00 con respecto a la variable dependiente nimero de raices por planta

con un intervalo de confianza del 95% (Cuadro 9).

Cuadro 9. Pruebas de contraste inter-sujetos en el niumero de raices por planta

en el ensayo de regeneracion.

Suma de Media
Fuente cuadrados tipo Il Gl cuadrética F Significacion
Modelo corregido 701,721(a) 4 175,430 20,185 ,000
Interseccion 356,224 1 356,224 40,988 ,000
Long.Dela.Raiz.cm 451,492 1 451,492 51,949 ,000
Concentracion BAP + AIA 168,580 3 56,193 6,466 ,000
Error 2085,846 240 8,691
Total 8626,000 245
Total corregida 2787,567 244
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Grafico 6. Medias de Longitud de la raiz en platano cultivar Cuerno Enano en el

ensayo de regeneracion.

En el Gréafico 6 se muestra que la combinacion 0.0 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlIA'y
1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA es donde se obtuvo mayor longitud de raiz por
planta con un promedio de 7.98 y 7.53 cm (Anexo Cuadro 24).Cuando se utilizd
0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA vy el testigo es donde se registr6 la menor

longitud de raices.

En el andlisis de la prueba t de comparaciones multiples de Dunnett entre las
combinaciones de reguladores de crecimiento y el testigo refleja (Anexo
Cuadro 25) que hay diferencia significativa en las combinaciones 0.0 mg/| BAP
+ 0.15 mg/l AIA y 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA en relacion al testigo, con un
intervalo de confianza del 95% con un valor de p= 0.000 y p=0.002

respectivamente.
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En el analisis estadistico de Duncan al 95% de confianza para longitud de raiz
se observa la formacion de dos subconjuntos homogéneos donde las
combinaciones 1.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l de AIA y 0.0 mg/l de BAP + 0.15
mg/l de AIA forman el primer subconjunto y 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIAy el
testigo forman el segundo subconjunto, obteniendo diferencia significativa entre
los subconjuntos homogéneos, pero no existe diferencia entre las

combinaciones dentro de los subconjuntos(AnexoCuadro 24 Cuadro 24).

En el Grafico 7 se muestra la variable longitud de la raiz en relacién al nimero
de raices por planta, se observa que el incremento de la longitud de raiz mayor
de 3 cm se debe al mayor numero de raices por plantas y cuando la longitud

es menor de 3 cm el niumero de raices por planta tiende a disminuir.

| Variable de entrada agrupada Long.
/ dela.Raiz.principal.cm basada en la
variable guia No.Raices.por.planta

® === |_ong.dela.Raiz principal.cm < 3
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Grafico 7. Medias de la variable longitud de laraiz en relacion a la variable

numero de raices por planta.

Cuando se utilizé 0.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l AlIA (Gréafico 7) es donde se
observa el mayor niamero de raices por planta vy longitud de la raiz,
definiendo esta combinacion como la mas adecuada para enraizar para la

variedad de platano Cuerno Enano.
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Al evaluar la variable longitud del brote se determind que las mejores
combinaciones 1.00 mg/l BAP + 0.15 mg/I AlA'y 0.0 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlA,
producen los brotes de mayor longitud con un valor promedio 5.06 y 4.93 cm
respectivamente. Las menores longitudes se obtuvieron cuando se emple6 0.5
mg/l BAP + 0.15 mg/l AlAy el testigo.
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Gréfico 8. Medias de la longitud del brote en el ensayo de regeneracidon en

platano cuerno enano.

En la prueba de comparaciones multiples de Dunnett se pudo determinar
(Anexo Cuadro 23) que hay diferencia significativa en las combinaciones 0.0
mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA y 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA con respecto al
testigo, con un intervalo de confianza del 95% y un valor de p= 0.00, 0.002
respectivamente.

En la prueba estadistica de Duncan se observan dos subconjuntos
homogéneos donde se ubicanl1.0 mg/l de BAP + 0.15 mg/l de AIA y 0.0 mg/l de

BAP + 0.15 mg/l de AIA formando el primer subconjuntos, y en el segundo
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subconjunto se encuentran 0.5 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA y el testigo se
encuentran en el segundo subconjunto con un intervalo de confianza de 95%
en la variable longitud del brote la agrupaciéon de combinaciones se debe a que
el estadistico Duncan lo hace por afinidad de valores, demostrando donde se
encontr6 de que hay diferencia significativa entre los subconjuntos
homogéneos, pero no existe diferencia dentro de los subconjuntos (Anexo
Cuadro 23).

Los resultados obtenidos in vitro en el ensayo de regeneracion de platano
Cuerno Enano en la longitud del brote principal son diferentes con los
resultados logrados por Caldera y Lépez 2002 al trabajar con la variedad de
platano Cuerno Enano con promedios de 0.767, 0.983 y 0.217 cm de altura
utilizando las combinaciones de 0,1 y 2 mg/l de AIA. De igual manera los
resultados de esta investigacion difiere con los obtenidos por Chavarria y
Lépez (2010) al trabajar con la variedad de platano cuerno gigante obtenidos
por las combinaciones 0.5 mg/l AIA y 40 mg/l de sacarosa con promedios de
4.30 y 3.88 cm de longitud.

En La prueba de los efectos inter-sujetos indican que existen diferencias
significativas en el nimero de hojas como variable independiente. Ademas, se
observa la relacidn al interactuar las concentracion de hormonas BAP y AlA 'y
el nimero de hojas donde no se presentan diferencias estadisticas

significativa con un intervalo de confianza del 95% (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Pruebas de contraste inter-sujetos en el numero de hojas en el

ensayo de regeneracion.

Suma de
cuadrados tipo Media

Fuente I Gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 757,209(a) 103 7,352 5,120 ,000
Interseccion 1204,342 1 1204,342 838,812 ,000
Combinacién BAP.AIA 42,276 3 14,092 9,815 ,000
No. Hojas 60,060 5 12,012 8,366 ,000
No. Raices por planta 68,299 15 4,553 3,171 ,000
Combinacién BAP.AIA * No. Hojas 8,222 9 ,914 ,636 ,765
Combinacién BAP.AIA * No Raices por planta 65,162 26 2,506 1,746 ,021
No. Hojas * No. Raices por planta 48,709 22 2,214 1,542 ,069
Combinacién BAP.AIA * No. Hojas * No. Raices por planta 48,319 19 2,543 1,771 ,032
Error 202,444 141 1,436

Total 4977,050 245

Total corregida 959,652 244

Figura 2. Plantas bien desarrolladas con abundantes raices y de buen tamafio en

el ensayo de regeneracion del platano Cuerno Enano.

55




Micropropagacién de Platano (Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

4.3 Ensayo de Aclimatacion

Al evaluar diferentes sustratos sobre el porcentaje de sobrevivencia de plantas
de Cuerno Enano multiplicadas in vitro se logré establecer que el mayor
porcentaje de sobrevivencia se obtuvo en tierra-arena-arroz (t.a.a; 1:1.1) con
un 90.6% después de seis semanas de transplante. Los sustratos tierra-
arena-vermiculita (t.a.v; 1:1:1) y vermiculita-arena-arroz (v.a.a; 1:1:1)
obtuvieron un porcentaje de 90% y 82.8% respectivamente (Anexo Cuadro 26,
Cuadro 27, Cuadro 28).

En el andlisis estadistico de la sobrevivencia del cultivar de platano Cuerno
Enano en el invernadero, con un porcentaje total de 88 % de plantas vivas y

un 12 % de plantas muertas ( Cuadro 11).

Cuadro 11. Analisis estadisticos descriptivo sobre la prueba binomial en la

variable sobrevivencia.

Proporcion | Prop.de | Sig. asintot.
Categoria N observada prueba (bilateral)
Sobrevivencia Vivo
1 474 ,878 ,50 ,000(a)
M
uerto 0 66 ,122
Total
ota 540 1,00

Se encontrd que el porcentaje de sobrevivencia en este estudio difieren con los
resultados obtenidos por el equipo de Canchignia, et (2008) en platano
variedad maquefio donde el porcentaje de sobrevivencia es del 100% de
plantas adaptadas para su siembra al campo en el sustrato tierra de sembrado.
En el estudio realizado por Canchignia y Ramos (2004) el porcentaje de
sobrevivencia en platano variedad Barragante fue de 96.660 y 83.310 de
sobrevivencia usando como sustratos carboncillo y arena. Con respecto a los
porcentajes sobrevivencia presentados en este estudio se determind que el
sustrato tierra-arena-arroz (t.a.a; 1:1:1) con un 90.6 % de sobrevivencia es
diferentes con las variedades de platano y sustratos evaluados por Canchignia,
et (2008) y Canchignia y Ramos (2004).
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Figura 3. Ensayo de aclimatacion del platano cultivar Cuerno Enano. Plantas

adaptadas para su siembra al campo.

En la variable longitud del pseudotallo se logré determinar una media
ascendente en los tres sustratos utilizados A) tierra-arena-arroz, B) tierra-
arena-vermiculita. C) vermiculita-arena-arroz. Este comportamiento fue durante
seis semanas en el crecimiento de las plantas, los mejores sustratos para la
longitud del pseudotallo son tierra-arena-arroz y tierra-arena-vermiculita con un
promedio de 0.6453 y 0.6114 cm y fue menor longitud del pseudotallo
vermiculita, arena, arroz con una media de 0.5728 cm (Grafico 9, Cuadro 12 y

Figura 3).
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Gréfico 9. Media de la Longitud del pseudotallo en platano cultivar Cuerno

Enano en el ensayo de aclimatacion.

En el Gréafico 9 se observa el incremento de los valores al pasar la semana, al
realizar el analisis estadistico se le aplico logaritmo natural a la variable
longitud del pseudotallo, esta aplicacion de logaritmo se debe porque la
variabilidad de los valores es grande por eso se transforma los datos y también
porque no se cumplia la homogeneidad de varianza, por eso se logra que al
trasformar los datos los intervalos de confianza son mas estables con respecto

a la varianza y se aprecia mejor la diferencia entre los niveles (Grafico 9).

58



Micropropagacién de Platano (Musa spp. AAB) Cuerno Enano.

Cuadro 12. Muestras los efectos de respuestas de los diferentes sustratos en la

variable longitud del pseudotallo cm segun el estadistico Duncan.

Subconjunto para alfa =
.05
Sustratos 2 1
v.a.a 149 ,5728
tav 162 6114 6114
Duncan(a,b) taa 163 6453
Sig. 146 ,200
vaa 149 5728
) tav 162 6114 6114
Scheffé(a,b) taa 163 6453
Sig. ,346 ,440

Al realizar la prueba de Duncan al 95% de confianza sobre la variable longitud
del pseudotallo se puede observar la formacibn de dos subconjuntos
homogéneos donde el sustrato ta.a (0.6453 cm) y ta.v (0.6114 cm) se
encuentran ubicadas en el primer subconjuntos, en el segundo subconjuntos
se observan los sustratos t.a.v (0.6114 cm) y v.a.a (0.5728 cm) cada sustrato
se agrupa por su afinidad de valores con un nivel de significancia de (p=0.05),
al realizar el analisis se obtuvo que hay diferencia significativa entre los
sustratos, pero no existe diferencia significativa entre los sustrato dentro los

subconjuntos con respecto a la variable longitud del pseudotallo (Cuadro 12).
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Gréfico 10. Media del didametro de base en platano cultivar Cuerno Enano en el

ensayo de aclimatacion.

En el Diametro de base se logré una respuesta en los diferentes sustratos con
una media general de 0.55 cm: siendo los mejores sustrato tierra-arena-
vermiculita (t.a.v) con una media de 0.573 cm Yy tierra-arena-arroz (t.a.a) con
una media de 0.561 cm y el valor de media mas baja corresponde al sustrato

vermiculita-arena-arroz (v.a.a) con 0.522 cm (Gréfico 10).
De acuerdo con el andlisis estadistico Duncan se formaron dos subconjuntos

donde el sustrato t.a.v logra el mayor efecto con respecto a los demas

sustratos (Cuadro 13).
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Cuadro 13. Muestras los efectos de respuestas de los diferentes sustratos en la

variable Diametro de base cm segun el estadistico Duncan.

Sustratos

Subconjunto para alfa =

.05

v.a.a

t.a.a

Duncan(a,b) tav
Sig.

v.a.a

ta.a

Scheffé(a,b) tav

Sig.

149

163

162

149

163

162

,522

1,000
,522

,561

,060

,561
,573

,462

,561
,573

,763

Al realizar la prueba de Duncan al 95% de confianza para el didmetro de base

se puede observar la formacion de dos subconjuntos homogéneos donde el

sustrato t.a.v (0.573 cm) y t.a.a (0.561 cm) se encuentran ubicadas en el

primer subconjuntos, en el segundo subconjuntos se observa el sustratos

v.a.a (0.522 cm) cada sustrato se agrupa por su afinidad de valores con un

nivel de significancia de (p=0.05), al realizar el andlisis se obtuvo que no hubo

diferencia significativa en los sustrato con respecto a la variable diametro de

base (Cuadro 13).

En el presente estudio al realizar el analisis de correlacion de Pearson muestra

gue existe correlacién en las variables longitud del pseudotallo y diametro de

base con una significancia de 0.01bilateral (Cuadro 14).
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En los estudios realizados por Canchignia y Ramos (2004), en el ensayo de
aclimatacion en platano Barragante aporta que al utilizar los sustratos
carboncillo y arena obtienen promedios de 6,571 y 5,173 cm de altura. Segun
Chavarria y Lopez (2010), hubo correlacién positiva y significativa entre numero
de hojas y longitud del pseudotallo en platano cuerno gigante. Correlacién con
el diametro

Cuadro 14. Correlacion de Pearson por sustratos tierra-arena-vermiculita (t.a.v),

tierra-arena-arroz (t.a.a) y vermiculita-arena-arroz (v.a.a) en la variable longitud

del pseudotallo cm y Diametro de base cm.

T.a.a T.av V.a.a
Long. del | Didmetro | Long. del | Diametro | Long. del | Diametro
Pseudotallo | de Base | Pseudotallo | de Base | Pseudotallo | de Base
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
Long. del Correlaciéon 1 .755(*%) 1 713(*) 1 .738(*)
pseudotallo de Pearson 000
(cm)
162
Sig 162 1 .000
(bilateral)
N 163 1 T713(*) 149 149
.000
Didametro Correlacion 755(*%) -738(**) 1
de base de Pearson
(cm)
Sig. .000 162 162 .000
(bilateral)
N 163 163 149 149

Mediante el coeficiente de correlacion se observa la relacion que existe entre
las dos variables longitud del Pseudotallo y Diametro de base, esta prueba
estadistica muestra de que existe una correlacion positiva perfecta entre ambas
variables lo que indica su fuerza de relacion, en el cual determina que no existe

diferencia en las variables con respecto a los sustratos.
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En el Gréfico 11 se muestra el nimero de hojas en relacion a los sustratos
evaluados, mediante el analisis estadistico se determin6 que el sustrato t.a.v
alcanza una media de 4.769 siendo el Unico sustrato que supera a la media
general de 4.5, mientras los sustrato t.a.a (4.4) y v.a.a (4.2) son menores en

relacion a la media general.
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Grafico 11. Promedio del niumero de hojas en el ensayo de aclimatacién en

diferentes tipos de sustratos en platano Cuerno Enano.

Al realizar la prueba de Duncan al 95% de confianza sobre la variable nimero
de hojas se puede observar que no hay diferencia significativa entre la
variable y los sustratos, en el cual se logra observar la formacion de un
subconjuntos homogéneos donde el sustrato ta.v (4.7), ta.a (4.4) y v.aa
(4.2) cada sustrato se agrupa por su afinidad de valores con un nivel de

significancia de (p=0.05) (Anexo Cuadro 29).
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En el Grafico 12 se muestrala el nimero de raices la cual mediante un
analisis estadistico logro determinar que el sustrato con mayor respuesta fue
el sustrato t.a.a con una media de 4.24 raices por planta; superando la media
general de 3.9 raices. Mientras los sustratos tierra-arena-vermiculita (t.a.v) y
vermiculita-arena-arroz (v.a.a) con promedios de 3.88 y 3.52 bajo de la media
general de 3.9.
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Grafico 12. Promedio del numero de raices en el ensayo de aclimatacion en

diferentes tipos de sustratos en platano cuerno enano.

Al realizar el analisis estadistico de Duncan al 95%de confianza sobre la
variable numero de raices se puede observar la formacion de dos
subconjuntos homogéneos donde el sustrato t.a.a (4.24) y t.a.v (3.88) se
encuentran ubicadas en el primer subconjuntos, en el segundo subconjuntos
se observan los sustratos t.a.v (3.88) y v.a.a (3.52) cada sustrato se agrupa
por su afinidad de valores con un nivel de significancia de (p=0.05), al realizar
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el analisis se determind de que no hay diferencia significativa en los sustrato

con respecto a la variable nimero de raices (Cuadro 15).

Cuadro 15. Promedio del numero de raices en el ensayo de aclimatacion en

diferentes tipos de sustratos en platano cuerno enano mediante el analisis

estadistico de Duncan.

Subconjunto para
alfa = .05
Sustratos 2 1
VAA 23 3,52
TAV 26 388 3,88
Duncan(a,b) TAA - 424
Sig. 254 264
VAA 23 3,52
' TAV 26 3,88
Scheffé(a,b) TAA - 424
Sig. 082

Mediante en el analisis estadistico para longitud de la raiz se determiné que el

sustrato donde se obtuvo mayor longitudes cuando se utilizé t.a.v con una

media de 11.885 cm la cual es mayor que la media general de 11.00 cm

(Gréfico 13).
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Gréfico 13. Muestras los efectos de respuestas de los diferentes sustratos
tierra-arena-vermiculita (t.a.v); tierra-arena-arroz (t.a.a); vermiculita-arena-
arroz;(v.a.a) en la variable longitud de laraiz cm en el ensayo de aclimatacién en

platano Cuerno Enano.

Al realizar el analisis estadistico de Duncan al 95%de confianza sobre la
variable longitud de la raiz se puede observar la formacién de un subconjuntos
homogéneos donde el sustrato t.a.v (11.885 cm), v.a.a (11.043 cm) y t.a.a
(10.42 cm) se encuentran ubicadas en el primer subconjuntos cada sustrato
se agrupa por su afinidad de valores con un nivel de significancia de (p=0.05),
al realizar el andlisis se obtuvo que no hubo diferencia significativa en los

sustrato con respecto a la variable longitud de la raiz, (Anexo Cuadro 30).
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Figura 4. Ensayo de aclimatacién. A) Siembra de las plantas in vitro sacadas del

laboratorio. B) Tunel de crecimiento para las plantas in vitro en el invernadero.
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V. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Laboratorio de Cultivo de Tejido de
la UNAN-Leon, se logré optimizar un protocolo de micropropagacion in vitro de
platano variedad, Cuerno Enano (Musa spp. AAB).

En el ensayo de multiplicacion los mejores resultados se obtuvieron en las
combinacion de 2.00 mg/l BAP + 0.15 mg/l AIA con una tasa de proliferacion
2.36.

En el ensayo de regeneracion el mejor promedio de raices se logré en la
combinacion con 0.0 mg/l BAP + 0.15 mg/l AlAcon un valor de 6.12 raices

respectivamente por planta.

En el ensayo de aclimatacion utilizando el sustrato tierra-arena-arroz (t.a.a) es
donde se obtuvo el mayor porcentaje de sobrevivencia de 90.6 %, asi como
mayor longitud de pseudotallo con 0.6453 cm en platano Cuerno Enano.
Mientras que el mayor numero de hojas con 4.769 se registré en el sustrato

tierra-arena-vermiculita (t.a.v).
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VI. Recomendaciones

Realizar estudios de micropropagacién con otros genotipos de platano

como Cuerno Enano, Cuerno Gigante y FHIA 21.

Estudiar el comportamiento fenoldgico de la planta desde el momento de
introduccion in vitro del genotipo seleccionado hasta su produccién en

campo.
De acuerdo al coeficiente de polinomio de segundo grados dados sus

predicciones este modelo se puede emplear en otros genotipos a

estudiar.
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Cuadro 16. Composicion del medios de cultivo utilizado en el ensayos de
establecimiento del Platano cultivar Cuerno Enano (Protocolo Laboratorio de
Cultivo de Tejido UNAN-ledn).

Componentes Cantidad requerida para el ensayo
de establecimiento 1 Lts

Agua destilada 500 ml

Macro 1 20 ml

Macro 2 20 ml

Macro 3 20 ml

Hierro 20 ml

Micro 1ml

Vitaminas 1ml

Acido Ascérbico 10 ml

BAPmg/!A |

AIAmg!h |

Azucar 30 gr

Gel rite 2 grll

PH 5.8
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Cuadro 17. Composicién de los mejores medios de cultivo utilizado en los

ensayos de multiplicacion y regeneracion del Platano cultivar Cuerno Enano.

Componentes

Cantidad requerida
para el ensayo de

multiplicacién 200 ml

Cantidad requerida
para el ensayo de

regeneracion 200 ml

Agua destilada

100 ml

100 ml

Macro 1 4 mi 4 mi

Macro 2 4 ml 4 ml

Macro 3 4 mi 4 mi

Hierro 4 mi 4 mi

Micro 0.2 ml (200 pl) 0.2 ml (200 pl)
Vitaminas 0.2 ml (200 pl) 0.2 ml (200 pl)
Acido Ascorbico 0.2 ml (200 pl) 0.2 ml (200 pl)
BAP mgl/l 2.00 mg/l 0.0 mg/l

AIA mgl/l 0.15 mg/l 0.15 mg/l
AzUcar 6 gr/l 6 gr/l

Gel rite 0.4 gr/l 0.4 gr/l
Carbén activado | ..., 0.1 mg/l

PH 5.8 5.8
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Ensayo de Multiplicacion

Este analisis muestra la relacion entre la variable dependiente tasa de
proliferacion y las hormonas de crecimiento dando estadisticamente

significancia entre las combinaciones estudiadas.

Cuadro 18. Analisis de regresion para la variable dependiente tasa de

proliferacion.

Coeficientes
Coeficientes no estandarizado
estandarizados S

Modelo B Error tip. Beta T Sig.

1 (Constante) 1,324 ,100 13,257 ,000
HormonaBAP.mgl/l 1,146 ,130 1,640 8,786 ,000
HormonaAlA.mg/l -4,970 ,750 -,528 -6,626 ,000
BAP Por AIA 1,058 ,313 ,393 3,376 ,001
BAP Por BAP -,256 ,032 -1,677 -7,898 ,000
Long. Planta.por.Long. -006 002 145 4043 000
Planta. ’ ' ' ’ i

Esta tabla nos muestra el grado de significancia que hay entre la variable
dependiente tasa de proliferacion con respecto a las hormonas AIA y BAP
aceptando la hipétesis Alternativa (Ha) ya que se logra observar los diferentes

efectos de respuestas.

Cuadro 19. Analisis de varianza univariante para la variable dependiente tasa de

proliferacion.

Sumade

cuadrados tipo Media
Fuente Il Gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 134,737(a) 27 4,990 6,115 ,000
Interseccion 1238,769 1 1238,769 1517,966 ,000
HormonaBAP.mg/| 46,803 2 23,402 28,676 ,000
HormonaAIlA.mg/| 21,282 1 21,282 26,078 ,000
Replica 1,155 3 ,385 AT72 ,702
HormonaBAP.mg/l * HormonaAlA.mg/l 38,423 2 19,212 23,542 ,000
HormonaBAP.mg/l * Replica 7,877 6 1,313 1,609 ,142
HormonaAIA.mg/l * Replica 6,352 3 2,117 2,594 ,052
HormonaBAP.mg/l * HormonaAlA.mg/l * Replica 2,923 6 ,487 ,597 ,733
Error 548,400 672 ,816
Total 2106,000 700
Total corregida 683,137 699
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Cuadro 20. Medias de la variable dependiente tasa de proliferacion con respecto

alas combinaciones estudiadas mediante un analisis univariante (ANOVA).

Hormona

BAP.mg/| Hormona AIA.mg/l Media Desv. tip. N

,00 ,00 1,18 516 85
Total 1,18 516 85

1,00 15 1,19 507 97
30 1,04 ,205 92
Total 1,12 ,396 189

2,00 15 2,36 1,658 98
30 1,25 716 100
Total 1,80 1,385 198

4,00 15 1,53 ,990 89
30 1,64 1,085 88
Total 1,58 1,036 177

Total ,00 1,18 516 85
15 1,70 1,258 284
30 1,30 788 280
Total 1,46 1,019 649
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Ensayo de Regeneracion

Este analisis nos muestra que existe una significancia entre la variable
longitud de la raiz principal, como también con las combinaciones de

hormonas BAP Y AlA aceptando asi la hipétesis de alternativa.

Cuadro 21. Andlisis de varianza univariante para la variable dependiente NiUmero

de raices por planta.

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo 1l Gl cuadrética F Significacion
Modelo corregido 701,721(a) 4 175,430 20,185 ,000
Interseccion 356,224 1 356,224 40,988 ,000
Long.dela.Raiz.principal.cm 451,492 1 451,492 51,949 ,000
Combinaciones de Concentraciones BAP.AIA 168,580 3 56,193 6,466 ,000
Error 2085,846 240 8,691
Total 8626,000 245
Total corregida 2787,567 244

Cuadro 22. Muestra los efectos de las combinaciones y el testigo en la variable
numero de raices por planta en el ensayo de regeneracion segln estadistico

Duncan.

Combinacion de BAPy AIA | N Subconjunto para alfa= .05
1 2 3 1
Combinacién 1 (0,0
Duncan(a ( ) 55 338
b,c)
Combinacién 4 ( 1,0.15mg/l
) 63 4,44 4,44
Combinacién3 ( 0.5,0.15
mg/l) 61 5,34 5,34
Combinacioén 2 ( 0,0.15
mg/l) 66 6,12
Significacién
,059 ,109 ,166

En este cuadro se observan dos grupos segun las medias y se muestran los
grupos con mas afinidades o similitud al 95% de confianza
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Cuadro 23. Muestras los efectos de

testigo en la variable longitud del brote cm segun el estadistico Duncan.

Subconjunto para

Combinacién BAP y AlA. N alfa=.05
1 2 1
Combinacién3 ( 0.5,0.15mg/l
;Duncan(a,b,c inacion3 ( a/l) 61 2,903
Combinacién 1 (0,0 I
ombinacion 1 ( mg/l) 55 3,001
Combinacién 2 ( 0,0.15 mg/l)
66 4,935
inacion 4 (1,0.1 I
Combinacién 4 (11,0.15 mg/l) 63 5,068
Significacion
,547 ,669

Cuadro 24. Muestras los efectos de
testigo en la variable longitud de laraiz cm segun el estadistico Duncan.

Combinaciones de BAP y
AlA.

Subconjunto para

alfa=.05

Duncan(a,b,
c)

Combinaciéon 1 (0,0)
Combinacién 3 (0.5,0.15
mg/l)

Combinacién 4 (1.0, 0.15
mg/l)

Combinacién 2 ( 0.0.,0.15
mg/l )

Significacion

55

61

63

66

5,27

5,69

,519

7,53

7,98

,486

respuestas de las combinaciones mas el

respuestas de las combinaciones mas el
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diferentes combinaciones.

Cuadro 25. Andlisis de prueba t de comparaciones multiple de Dunnett en las

Intervalo de confianza al

95%.
J) Diferencia
(I) Combinacién CombinacionBAP.Al entre Significacio Limite Limite
BAP.AIA A medias (I-J) | Error tip. n superior inferior
t de Dunnett Comb 2 (0,0.15) Comb1(0,0) 2,71(%) 649 000 1.18 4.24
(bilateral)(a) ' ' ' ) )
Comb 3 ( 0.5,0.15 ) Comb 1 ( 0,0 ) 42 ,661 ,859 -1,14 1,97
Comb 4 (1,0.15) Comb 1(0,0) 2,26(*) ,656 ,002 71 3,80

Ensayo de Aclimatacién

de aclimatacion (Sustrato tierra-arena-arroz).

Cuadro 26. Porcentaje de sobrevivencia en platano Cuerno Enano en el ensayo

Proporcion Prop. de Sig. asintot.
Categoria N observada prueba (unilateral)
Sobrevivencia  Vivo 1 163 ,906 9 ,464(a)
muerto 0 17 ,094
Total 180 1,0

a Sustratos = T.A.A

de aclimatacién (Sustrato tierra-arena-vermiculita).

Cuadro 27. Porcentaje de sobrevivencia en platano Cuerno Enano en el ensayo

Proporcion Prop. de Sig. asintot.
Categoria N observada prueba (unilateral)
Sobrevivencia  vivo 1 162 ,900 9 ,536(a,b)
muerto 0 18 ,100
Total 180 1,0

a La hipétesis alternativa establece que la proporcién de casos del primer grupo sea < ,9.
b Sustratos = T.AV
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Cuadro 28. Porcentaje de sobrevivencia en platano Cuerno Enano en el ensayo

de aclimatacion (Sustrato vermiculita-arena-arroz).

Proporcion Prop. de Sig. asintot.
Categoria N observada prueba (unilateral)
Sobrevivencia  vivo 1 149 ,828 9 ,002(a,b)
muerto 0 31 172
Total 180 1,0

a La hipétesis alternativa establece que la proporcion de casos del primer grupo sea < ,9
b Sustratos = V.A.A

Cuadro 29. Muestras los efectos de respuestas de los diferentes sustratos en la

variable numero de hojas segun el estadistico Duncan.

Subconjunto para
N alfa=.05
Sustratos 1 1
v.a.a 23 4,22
ta.a 25 4,40
Duncan(a,b)
tav 26 4,77
Sig. ,070
v.a.a 23 4,22
ta.a 25 4,40
Scheffé(a,b)
ta.v 26 4,77
Sig. ,159

Cuadro 30. Muestras los efectos de respuestas de los diferentes sustratos en la

variable longitud de raiz segun el estadistico Duncan.

Subconjunto para
N alfa = .05
Sustratos 1 1
T.AA 25 10,42
V.AA 23 11,04
Duncan(a,b) TAV 26 1188
Sig. 455
T.AA 25 10,42
V.AA 23 11,04
Scheffé(a,b) TAV 26 1188
Sig. 726
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