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RESUMEN

El presente estudio de investigacion se fundamenta en mejorar la viabilidad y el
desarrollo de los explantes de banano cv. Williams, lo cual es esencial para la
propagacion de este, esto se traduce en un aumento de la produccién de plantulas
sanas, reduccion de costos y mejora en la calidad del cultivo. El objetivo principal
de la investigacion fue disminuir la cantidad de fenoles en explantes in vitro de
banano cv. Williams mediante el uso de diferentes antioxidantes durante la primera
fase de induccion en condiciones de laboratorio. Los tratamientos utilizados fueron:
T1 (Acido ascorbico), T2 (carbdn activado), T3 EDTA (Acido etilen diamino tetra
acético), T4 (Testigo con Agua Destilada) y T5 (Testigo absoluto de siembra directa
sin pre-tratamiento). Las variables estudiadas: presencia de fenoles en los
explantes, tiempo de desarrollo y vigor de los explantes, tasa de supervivencia de
los explantes pre-tratados. La informacion obtenida de las variables, fue tabulada
mediante el andlisis de varianza de Kruskal Wallis incluyendo su comparacion de
medias (p <0.05).

En lo referente a los resultados, los datos analizados mostraron diferencias
altamente significativas (p=<0,0001) en cuanto a la reduccion de fenoles en los
explantes de banano, indicando que los tratamientos antioxidantes fueron exitosos
en distintas intensidades y rangos; dos tratamientos fueron los que mostraron
mayor eficacia, T2 (carbon activado) y T4 (Testigo con Agua Destilada), con un
porcentaje de fenolizacion entre 50,42% y 66,46%, por ende el mayor éxito de
explantes vinieron de estos tratamientos, mostrando mayor eficacia en
comparacion a los demas, siendo los mas 6ptimos y a la vez permitieron pasar a la

siguiente etapa de multiplicacion.

Palabras clave: fenolizacion, banano cv.Williams, explantes, antioxidantes, in

vitro, biotecnologia.



ABSTRACT

The present research study is based on improving the viability and development
of banana cv. Williams, which is essential for the propagation of this, this promote
into an increase in the production of healthy seedlings, cost reduction and
improvement in crop quality. The main objective of the research was to reduce the
amount of phenols in in vitro explants of banana cv. Williams by using different
antioxidants during the first phase of induction under laboratory conditions. The
treatments used were: T1 (ascorbic acid), T2 (activated carbon), T3 EDTA (ethylene
diamine tetraacetic acid), T4 (Control with Distilled Water) and T5 (Absolute control
of direct seeding without pre-treatment). The variables studied: presence of phenols
in the explants, development time and vigor of the explants, survival rate of the pre-
treated explants. The information obtained from the variables was tabulated by
Kruskal Wallis' analysis of variance, including its comparison of means (p <0.05).

Regarding the results, the analyzed data showed highly significant differences
(p=<0.0001) in terms of phenol reduction in banana explants, indicating that
antioxidant treatments were successful in different intensities and ranges; two
treatments were the ones that showed greater efficacy, T2 (activated carbon) and
T4 (Control with Distilled Water), with a phenolyzation percentage between 50.42%
and 66.46%, therefore the greatest success of explants came from these
treatments, showing greater efficacy compared to the others, being the most optimal

and at the same time allowed to move on to the next stage of multiplication.

Keywords: phenolization, banana cv.Williams, explants, antioxidants, in vitro,

biotechnology.



CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Contextualizacién de la situacion problematica
1.1.1. Contexto Internacional

El Banano (Musa, AAA) es una fruta tropical de influencia internacional, de gran
importancia economica y social, dado que es un alimento esencial y uno de los
cultivos mas importantes a nivel mundial, siendo los mayores exportadores
Ecuador, Filipinas y Costa Rica, y correspondientemente Estados Unidos,
Alemania y Bélgica liderando importaciones, la produccién del banano a gran
escala contribuye a la reduccion de costos facilitando el acceso a precios

asequibles a los diferentes mercados internacionales (Castro 2024).

1.1.2. Contexto Nacional

Las exportaciones de uno de los productos mas importantes en Ecuador,
calculada en cajas de 18,14kg, aumentaron significativamente en un 4,57% en el
afio 2023, en comparacion con el afio 2022, segun datos de la Asociacion de
Comercializacion y Exportacion de banano (Acorbanec), Los incrementos en las
exportaciones hacia paises compradores fue respectivamente el siguiente: La
Union Europea con un 25,15%; Rusia con un 10,62%; Estados Unidos con un
10,98%; y Reino Unido con un 30, 64%, el presidente de Acorbanec especificd que
el aumento en el mercado se debe a la alta demanda durante esta época del afio y

la buena produccion que habia obtenido Ecuador (Zumba 2024).

La micropropagacion in vitro es una técnica que posibilita la reproduccion a gran
escala de plantas libres de organismos fitopatdgenos, siendo una herramienta clave
en el mejoramiento genético, aprovechando las caracteristicas de la célula vegetal
nucleada, se puede desarrollar un nuevo individuo gracias a la totipotencia celular,
dando lugar directamente a dérganos o embriones somaticos, conocido como

organogénesis o embriogénesis directa (Echenique y Mamani 2021).



1.1.3. Contexto Local

Para establecer el banano en un medio de cultivo, es esencial utilizar material
genético que esté libre de plagas y enfermedades, se especifican que hay varias
técnicas de propagacion utilizadas en musaceas; sin embargo, el banano vy el
platano tienen dificultades para reproducirse sexualmente, lo que hace necesario
emplear otras técnicas para su propagacion, destacando entre ellas a la
micropropagacion in vitro, dado que de un explante se pueden sacar mas plantas

gracias a la totipotencia celular (Saltos 2017).

El género Musa puede multiplicarse rapidamente a través de técnicas de
micropropagacion; sin embargo, durante la etapa de establecimiento del cultivo in
vitro en algunas muestras, es comun la presencia de microorganismos, la oxidacion
fendlica de los tejidos, baja viabilidad y escasa brotacidén, es por ello que es
necesario realizar pretratamientos a los explantes para mejorar el establecimiento

de los explantes y aumentar la poblacion con éxito (Ancasi et al. 2016).

Los fenoles son producidos por enzimas como las polifenol oxidasas y
tirosinasas, las cuales los sintetizan y liberan en el tejido junto con otras proteinas
en forma de exudados cuando reciben una sefial de herida o corte, esto tiene como
propoésito formar una barrera protectora contra agentes externos para evitar que
puedan ingresar enfermedades causadas por hongos, bacterias, sin embargo,
durante la etapa de establecimiento, esto reduce el crecimiento y la viabilidad de
los explantes, reduciendo con ello la capacidad de replicar dicho material (Lima et
al. 2023).

Este trabajo de investigacion conlleva a realizar varios tratamientos con
antioxidantes de diferentes composiciones para disminuir la incidencia fenélica
sobre los explantes de banano y permitir su normal desarrollo para que contindien
a la siguiente etapa que es la de estimulacién de brotes y continuar de manera

normal con los procesos de multiplicacion.



1.2. Planteamiento del problema

El establecimiento in vitro de tejidos vegetales, esta en gran medida, limitado por
la ocurrencia de oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de cultivo,
esto constituye uno de los problemas mas serios y frecuentes, desde el inicio y
durante el mantenimiento de un tejido cultivado in vitro (Azofeifa 2009). Con la
técnica del cultivo in vitro se logra aumentar la cantidad de material vegetal,
obteniendo un gran numero de plantulas en menor tiempo, a partir de un solo
explante (meristemo), consiguiendo que este material esté libre de enfermedades,

reduciendo asi los costos de produccion (Mamani 2022).

Dado lo tardio que es propagar sexualmente el banano, se manejan técnicas de
propagacion asexual que resultan mejor en calidad, tiempo y costo; sin embargo,
en el desarrollo del cultivo in vitro de banano, surge el desafio de la fenolizacién un
fendmeno que implica la oxidacion de compuestos fenolicos, mediada por la enzima
polifenol oxidasa (PPO), generando quinonas, estas son sustancias quimicas
altamente reactivas que pueden ocasionar dafio e incluso la muerte celular debido

a su propension a reaccionar (Sanchez 2019).

El desarrollo de los explantes a menudo se ven afectados por la oxidacion
causada debido a la expulsién de fenol, un compuesto quimico natural que sucede
en respuesta a los cortes que se hacen para poder acceder al 4pice meristematico
contenido en el cormo e introducirlos al medio de cultivo, un problema que sin duda
afecta a los explantes que se manejan mediante propagacion in vitro, esto es
porque el nivel de oxidacion provoca que el explante en cuestion tome un tipo de
coloracién café obscuro y posteriormente el tejido se necrose y muera, la
probabilidad de que un explante pase la primera fase in vitro con éxito es de media

a baja, por ende, se debe trabajar en mejorar esta problematica.



1.3. Justificacion

El presente estudio, se orienta a la evaluacion de antioxidantes bajo un ambiente
de laboratorio, fundamental para mejorar el cultivo in vitro de banano. La
fenolizacion, provocada por la oxidacion de explantes debido a los cortes para
acceder a sus tejidos, representa un reto importante para la salud y regeneracion
de los tejidos, establecer los antioxidantes mas efectivos permitira manejar
practicas que neutralicen los efectos de oxidacién, progresando en la eficacia y

subsistencia de los explantes de banano.

Desde un punto de vista practico, el estudio tiene la capacidad de volver eficaz
y sostenible la produccién de banano, algo de vital importancia para la economia,
al optimizar las técnicas de cultivo, no solo favorecerd a los agricultores
incrementando la productividad y reduciendo pérdidas, sino que también asegurara
la disponibilidad constante de plantulas de banano que posteriormente se
sembraran las mismas que brindaran un alimento sustentable, fortaleciendo la
seguridad alimentaria de muchas familias donde este es considerado un alimento
esencial. De este modo, los resultados obtenidos dentro de la investigacion no solo
promoveran un aporte cientifico a la biotecnologia vegetal, sino que generaran
impactos positivos dentro de la economia y la asistencia de comunidades

dependientes del cultivo de banano.

La importancia de la investigacion va mas alld de beneficios propios en la
produccion de banano, la mejora de las practicas de cultivo y reduccién de fenoles
en los explantes pueden representar una parte fundamental en la conservacion de
recursos naturales, al mejorar la produccion de banano se reduce la presion sobre
los ecosistemas, evitando la expansion de areas de cultivo y la sobreexplotacion
de recursos, promoviendo practicas agrosostenibles, este proyecto ayudard a
preservar la diversidad genética del banano, favoreciendo a la conservacion medio

ambiental y las comunidades dependientes del cultivo.



1.4. Objetivos de investigacion

1.4.1. Objetivo general

Disminuir la accion de fenolizacion frente a los explantes de banano (Musa AAA)
in vitro bajo condiciones de laboratorio.

1.4.2. Objetivos especificos

» Determinar los efectos de los antioxidantes del estudio, contemplando su
eficacia y efectividad para el control de la fenolizacion.

» Establecer protocolos de aplicacion adecuados de cada antioxidante para
reducir los niveles de fenol en los explantes de banano.

» Examinar los resultados obtenidos, valorando la eficiencia de los
antioxidantes y seleccionar aquellos que muestren avances en la reduccion
de fenoles en los explantes de banano beneficiando asi a la viabilidad de los

mismos.

1.5. Hipotesis

1.5.1. Hipotesis nula

La aplicacion de antioxidantes en la etapa de induccion in vitro, no muestra

efecto significativo en la reduccion de fenoles en explantes de banano.

1.5.2. Hipotesis alterna

La aplicacién de por lo menos un antioxidante en la etapa de induccién in vitro,
muestra efecto significativo en la reduccion de fenoles en explantes de

banano.



CAPITULO II.- MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Echenique y Mamani (2021), mencionan en su investigacion que el porcentaje
de oxidacion o fenolizacion mostré efectos altamente significativos entre los
distintos medios de cultivos pre-tratados dentro del proceso de establecimiento de

los cultivos in vitro de banano.

Concepcidn et al. (2005), demuestran dentro de sus estudios que el 100% de los
explantes de guayaba (Psidium guajava L.) presentaron niveles de fenolizacion al
hacer pruebas con los antioxidantes acido ascorbico, L- cisteina y acido citrico; sin
embargo, no todas mostraron la misma intensidad de fenolizacion, clasificando al
acido citrico con una menor intensidad de fenolizacion, y posteriormente seguidas

del acido ascérbico con una media a mayor intensidad en la presencia de fenoles.

2.2. Bases tedricas
Importancia del banano

En Ecuador, la comercializacion de banano representa aproximadamente el 30%
de los ingresos por exportaciones agricolas, segun la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, ademas, este sector contribuye con el
2% del Producto Interno Bruto (PIB) Nacional, segun el Ministerio de Comercio
Exterior del Ecuador y El Telégrafo. Anualmente, se exportan alrededor de 300
millones de cajas de banano, cada una de 18.14 kg, lo que generé ingresos de USD
3100 millones para el pais (Cuzco et al. 2021).



Generalidades del Banano

En la Figura 1, se observa planta de banano sefialando cada una de las partes

que la componen:
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Figura 1. Partes de una planta de banano.
Fuente: Agrotendencia (2020)

Clasificacién taxondmica

El banano es una planta perteneciente al género Musa y se clasifica dentro de
la familia Musaceae. Esta clasificacion taxondémica es fundamental para entender
su origen, evolucién y las variedades que consumimos en la actualidad (Fey 2024).
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae
Género: Musa
Especie: acuminata



Morfologia

La planta de banano es considerada herbacea dispuesta con pseudotallos
aéreos originados del cormo carnoso, de donde se desarrollan numerosas yemas
laterales denominadas hijuelos, estas hojas muestran una particién helicoidal
(filotaxia espiral) y sus bases foliares rodean el tallo originandose el pseudotallo,
maneja una inflorescencia terminal y crece a través del centro del pseudotallo
alcanzando la superficie (Castro 2021).

Sistema radicular

La planta de banano se propaga de forma asexual, mediante el uso de sus
hijuelos, mismos que salen de la planta madre, tiene raices en tonos blanquecinos
con didmetros de entre 5 y 8 mm, la longitud que manejan es variable y depende
de las condiciones y la nutricion que se le proporciona, pero en general pueden
alcanzar hasta los 5 metros (Bajafia 2019).

Pseudotallo

Se constituye de un rizoma grande, almidonado y subterrdneo, coronado de
yemas que se desarrollan una vez que la planta florece, en tanto que cada chupén
alcanza la madurez, la yema terminal se convierte en inflorescencia al ser
empujada hacia el exterior por el alargamiento del tallo, hasta que emerge en la
parte superior del pseudotallo (Bautista 2021).

Hojas

La hoja se integra como uno de los principales 6rganos de la planta, esta emerge
desde el centro del pseudotallo, como un cilindro enrollado y al principio es
denominada hoja bandera, el extremo distal de la vaina floral se alarga y contrae
hasta formar el peciolo, dependiendo del cultivar mas o menos extendido, este
peciolo se convierte en la nervadura central que divide el limbo en dos laminas
medias (Cantero 2021).

Inflorescencia

Esta estructura compleja contiene en ella las flores que se transforman en frutos,
la inflorescencia se encuentra en el tallo de donde las flores femeninas
denominadas pistiladas son las que aparecen primero, el ovario se desarrolla en
fruto sin semilla y sin polinizacion, a medida que la bractea se va manifestando, las

flores femeninas que luego se convertiran en frutos (Duarte 2021).



Fruto

El fruto se asemeja a una baya alargada, formada a partir del ovario de una flor
pistilada, cuando los évulos abortan y se ponen negros, quedan pequefios puntos
negros cuando se abre el fruto, estas vendrian a ser las semillas atrofiadas, el fruto
joven tiene canales de latex que se inactivan con la maduracién, el contenido de
azucar en el fruto va de 12 a 16% y de almidon entre 5y 7% (Armas 2021).

Aspectos fenoldgicos

Segun Vargas et al. (2017), el ciclo fenoldgico se divide en tres grandes etapas,
iniciando desde la fase 1 denominada infantil, hasta la fase reproductiva o fase 3,
teniendo una duracion que oscila en 404 dias determinada por la variedad del
cultivar y las condiciones de las regiones en las que se ubiquen.

En la Figura 2, se observan las etapas fenologicas de la planta de banano, la
fase infantil inicia cuando el cormo plantado germina y aparecen los hijuelos, a los
tres meses los hijuelos alcanzan un tamafio de 50 cm con hojas escuamiformes y
pardas, esta fase acaba cuando aparece la primera hoja con lamina foliar, la fase
juvenil empieza después de la aparicion de la hoja F10, la fase reproductiva se
extiende desde la aparicion de la hoja Fm (hoja funcional mas joven) hasta la
cosecha del fruto, con una duracién de 209 dias hasta la cosecha (Vargas et al.
2017).

Estado de Desarrolio
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Figura 2. Representacién de las fases fenoldgicas de la planta de banano
fuente: Vargas et al. (2017)

Requerimientos nutricionales de Musa AAA

La planta de banano necesita una gran cantidad de nutrientes para su
crecimiento y desarrollo, los nutrientes mas esenciales para el cultivo del banano

son el nitrégeno y el potasio, la cantidad exacta de nutrientes requerida depende
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tanto de la absorcion total de nutrientes necesaria para alcanzar un rendimiento
especifico, como de la disponibilidad de nutrientes en el suelo, por consiguiente, la
absorcion total de nutrientes esta influenciada por las condiciones ambientales y el
estado de la plantacién, factores que, en Ultima instancia, determinan el

rendimiento esperado en cada ubicacion (Gémez 2021).

Qué es biotecnologia

La biotecnologia es una ciencia que abarca una gran variedad de tecnologias,
desde la utilizacion de células para fabricar compuestos farmacéuticos y sabores
alimentarios, hasta la creacion de pruebas para detectar enfermedades, esto
incluye el uso de enzimas purificadas en diversas industrias, esta disciplina también
permite a los cientificos investigar como interactuan las células de las raices de las
plantas con diferentes bacterias u hongos, y como responden las raices a

condiciones de sequia y tratamientos quimicos (Enders et al. 2024).

La biotecnologia dentro del ambito agronémico proporciona diversas
herramientas que pueden mejorar genéticamente los cultivos, ayudando a enfrentar
los desafios futuros, entre estas herramientas se encuentra el cultivo de tejidos,
gue facilita la seleccion masiva de individuos necesarios, permitiendo su estudio en
condiciones controladas de laboratorio y utilizando menos espacio para esta tarea
(Enders et al. 2024).

La biotecnologia vegetal facilita la transferencia selectiva de una amplia gama de
informacion genética de manera precisa y controlada, utilizando técnicas que
permiten desarrollar variedades con caracteristicas especificas deseadas sin incluir
las no deseadas, las nuevas variedades obtenidas protegen a las plantas contra
insectos, enfermedades y malas hierbas, ademas de mejorar la calidad y el valor
nutritivo, lo que resulta en una produccién abundante y saludable, al tiempo que se

protege el medio ambiente (Indacochea et al. 2017).
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Importancia de la biotecnologia en el cultivo de banano

El banano es un cultivo clave en biotecnologia, utilizandose para desarrollar
variedades mejoradas mediante mejoramiento genético, conservar su
germoplasma en bancos de germoplasma mediante técnicas como la
criopreservacion y la micropropagacion, producir plantulas libres de enfermedades
a través de cultivos de tejidos. Estas aplicaciones contribuyen a mejorar la
productividad, calidad y resistencia del banano, ademas de ofrecer nuevas

oportunidades en el campo de la medicina y la agricultura (Leiva 2006).

Multiplicacion del banano en medio de cultivo in vitro

Un medio de cultivo en laboratorio es una matriz nutritiva creada para facilitar el
crecimiento, desarrollo y analisis de microorganismos, células o tejidos en
condiciones controladas. Contiene una mezcla de ingredientes especificos, como
nutrientes, sales, vitaminas y factores de crecimiento, adaptados a las necesidades
metabdlicas del organismo objetivo. Los medios pueden ser sélidos, liquidos o
semisolidos y pueden ser selectivos o diferenciales, dependiendo de los objetivos
del estudio (Gémez 2023).

Figura 3: Desarrollo de explantes in vitro.
Fuente: Moreno et al. (2017)

Uno de los medios mas utilizados para organogénesis, embriogénesis y
callogénesis en la mayoria de cultivares es el Murashigue y Skoog (MS), una
solucion que simula los nutrientes que tendria el suelo en un ambiente controlado,
este suele tener cantidades exactas de aminoacidos, macro y micronutrientes,
ademas de fuentes de carbono, demostrando asi un buen desarrollo tal y como se

muestra en la Figura 3 (Gémez 2023).
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Componentes de un medio de cultivo

Los componentes de un medio de cultivo generalmente incluyen agua,
minerales, compuestos organicos y materiales de soporte, un medio de cultivo debe
contener las mismas condiciones nutricionales de un suelo, entre ellos se puede
mencionar las vitaminas, las hormonas, macro y micronutrientes, la mayoria de
estos se engloban en componentes organicos e inorganicos, los componentes
organicos engloban el BAP (Benzil Amino Purina), agua de coco, carbo6n activado,
sacarosa, phytagel o agar, etc., este ultimo brinda el soporte que necesitamos
simulando el suelo (Suarez 2020).

Principales hormonas que se usan en los medios de cultivo

Los reguladores de crecimiento, tal y como se especifican en la Figura 4, pueden
clasificarse segun su estructura molecular, su actividad en las plantas, sus efectos
inhibidores o estimulantes, entre otras categorias, la imagen muestra la
clasificacion de los reguladores de crecimiento mas utilizados actualmente en el
crecimiento vegetal y su aplicacion, algunas fitohormonas se agrupan en familias,
como las auxinas, que incluyen varios compuestos con estructura y actividad
similares. En contraste, reguladores como el etileno son sustancias especificas sin

otras conocidas que ejerzan una actividad similar (Alcantara et al. 2019).
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Figura 4. Fitohormonas vegetales mas comunes en la naturaleza.
Fuente: Alcantara et al. (2019)
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Qué es Oxidacibén

La oxidacion fendlica en el cultivo de tejidos es provocada por la enzima polifenol
oxidasa (PPO), la cual se libera o sintetiza cuando los tejidos resultan dafiados, en
el cultivo de tejidos in vitro, la oxidacion es uno de los principales problemas del
proceso, esta se debe principalmente al efecto abrasivo del agente desinfectante
utilizado durante la asepsia del explante, a los cortes que se realizan en el explante,
a la composicion del medio de cultivo y a las caracteristicas del frasco de cultivo,
como su volumen y calidad(Diaz et al. 2021).

Qué es fenolizacién

La liberacion de fenoles al medio de cultivo, expresadas en la Figura 5
reaccionan con el oxigeno enfrascado produciendo en el explante coloraciones que
van desde el rojizo hasta el café amarillento y obscuro, actian como inhibidores de
crecimiento emitidos por el mismo explante, siendo capaces de causar el rapido
envejecimiento, necrosamiento y posterior muerte, se han documentado
diferencias en los grados de oxidacion entre los cultivares de una misma especie
(Velazco 2019).

A)

D)

Figura 5: Etapas de desarrollo y fenolizacion en explxantes de banano in vitro.
Fuente: Osorio (2019).

Fenol

CesHsO es la férmula con la cual se identifica al fenol, los compuestos fendlicos
son un grupo muy diverso de metabolitos secundarios que se distinguen por poseer

uno o mas grupos hidroxilo (-OH), con comportamiento acido dado que el
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oxigeno estéa fuertemente unido al anillo aromatico, como se puede observar en la
Figura 6, unida fuertemente al anillo fenilo que permite la disociacion de un protén
(H+) que puede ser liberado al medio (Vifia 2013).

OH

Figura 6. Estructura compuesta del fenol
Fuente: Vifia 2013

Protocolos de desinfeccidon en explantes de banano Musa AAA.

Una vez que los hijuelos son extraidos de manera exitosa se procede a eliminar
la parte aérea, posteriormente las hojas del pseudotallo fueron eliminadas hasta
poder observar los tejidos blancos del cormo, estos tejidos fueron reducidos hasta
obtener un pequefio cono con meristema de entre 4-6 cm de longitud, siendo este
el material de siembra para los medios de cultivo (Mongelés et al. 2020).

Estos mismos se desinfectaron mediante la técnica de inmersion en etanol al
70% durante 30 segundos, luego en hipoclorito de sodio en diferentes
concentraciones segun los tratamientos durante 5 minutos, consecuentemente se
realiza un triple enjuague con agua destilada estéril, este material desinfectado fue
sembrado en el medio de cultivo MS (Murashigue y Skoog, 1962) suplementando
el carbon activado (3g. L), e incubado en oscuridad durante 7 dias (Mongelés et al.
2020).

Se colectaron Colinos y se redujeron a un tamafio de 15 cm para poder obtener
el meristemo, se empacaron el papel periédico himedo para depositarlos en una
nevera de icopor con gel de enfriamiento para ser transportados al laboratorio, con

el fin de evaluar dos tratamientos de desinfeccidn (Arbeldez et al. 2016).
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Tratamiento 1 (T1): Tratamiento 2 (T2):

Hipoclorito de sodio (3%) + | Hipoclorito de sodio (5%) +
benzil amino purina (BAP) Benzil amino purina (BAP) +
+ 4cido ascorbico + tween + | cido ascérbico + estreptomici-
agua |5 min na + tween + agua 10 min

Figura 7. Tratamientos de desinfeccion en cormos de banano.
Fuente: (Arbelaez et al. 2016).

Después, se lavaron los colinos con jabon neutro y se procedié a reducir los
cormos en tamafios de 3-4 cm, y una vez extraidos los meristemos, una mitad se
sumergieron en tratamiento de desinfeccion (T1), y la otra mitad se sumergieron en
tratamientos de desinfeccién (T2), posteriormente, se realiz el enjuague con agua

destilada para eliminar cualquier residuo de desinfectante (Arbelaez et al. 2016).

Agentes antioxidantes utilizados en explantes de banano Musa AAA.
Tratamiento con acido per-acético

Después de ser cortados, los explantes de aproximadamente 7 cm fueron
sometidos a un proceso de asepsia minucioso, primero, se sumergieron en una
mezcla de 700 ml de hipoclorito de sodio al 2% y 300 ml de agua desionizada
durante 20 minutos, luego, se utilizaron cuatro frascos, cada uno conteniendo ocho
explantes, para sumergirlos en &cido per-acético al 0,25%, los tratamientos
incluyeron un control sin acido per-acético (P1) y tres concentraciones de acido per-
acético: 10 ml.L-1 (P2), 20 ml.L-1 (P3), y 30 ml.L-1 (P4), al final se enjuaga con
agua destilada estéril y se procede a sembrar en los medios de cultivo (Concepcion
2015).

Tratamiento con acido ascorbico

Los explantes se mantuvieron en cuartos de crecimiento durante 15 dias, a 25
+ 3 °C, con 16 horas de luz proporcionada por lamparas fluorescentes, después
de ser cortados y desinfectados en una solucion de hipoclorito de sodio al 2% por
20 minutos, se sumergieron en acido ascorbico durante otros 20 minutos,

Posteriormente, se lavaron tres veces con agua estéril, los explantes, inicialmente
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de 7 cm, fueron cortados a 3 cm, separando la region del pseudotallo, utilizando

herramientas esterilizadas y flameadas constantemente (Concepcion 2015).

Tratamiento con carbén activado

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de Embrapa
Acre, utilizando el cultivar Grand Naine, se recolectaron plantulas tipo cuerno, que
fueron limpiadas y reducidas a un tamafo de 5 cm3, luego de un lavado inicial, se
desinfectaron en una camara de flujo laminar usando alcohol al 70% e hipoclorito
de sodio, seguidos de un triple lavado con agua destilada, los explantes, ahora de
1 cms, se establecieron en frascos de vidrio con medio MS para iniciar la
multiplicacion, los tratamientos incluyeron combinaciones de carbon activado y N6-
BAP en un disefio completamente al azar, con cinco repeticiones por tratamiento
(Da Silva et al. 2006).

La oxidacion en cultivos in vitro es menos severa en medios diluidos y puede
reducirse utilizando antioxidantes como el &cido citrico y ascorbico, en el cultivo de
tejidos de banano, el acido citrico, que actia como agente quelante, y el acido
ascorbico se afiaden para prevenir la oxidacion polifendlica, de estos, el acido
ascorbico, a una concentracion de 25 mg L-1, es mas efectivo, el oscurecimiento
de los explantes es mas notorio en medios sdlidos, por lo que un método eficaz
para evitarlo es transferir los explantes a un nuevo medio con frecuencia,

especialmente durante la fase inicial del establecimiento (Utino 2001).

Los explantes viables, basados en criterios de senescencia, contaminaciéon y
oxidacion, fueron reinoculados en tubos con medio MS, ahora enriquecido con la
fitohormona BAP y antioxidantes como PVP (polivinilpirrolidona) y acido ascorbico,
los tubos se sellaron con una pelicula plastica, y esta fase de multiplicacion duré
60 dias, se consideraron establecidos aquellos explantes que no mostraban
necrosis, oxidacién excesiva ni contaminacion, los mejores resultados
antioxidantes se obtuvieron en los tratamientos 1 y 3, probablemente debido a la
efectividad del PVP (polivinilpirrolidona) en comparacion con el acido ascorbico solo
(Alves et al. 2021).
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacion

Conforme al presente estudio, la modalidad es cuantitativa-cualitativa con base
a los datos obtenidos del trabajo experimental en laboratorio, por ello, se especifica
gue se manejo el Diseiio Completamente al Azar (DCA). En este disefio se
aplicaron 4 repeticiones con 5 tratamientos, que incluyen al testigo sin antioxidantes
y el testigo absoluto correspondiente a siembra directa de los explantes en el medio

de cultivo.

Ubicacién del sitio experimental

El presente trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Babahoyo,
situada en el Km 7 %2 de la via Babahoyo — Montalvo. Las coordenadas geogréficas
del lugar son 79° 32' de Latitud Sur y 1° 49' de Latitud Oeste, con una altitud de 8
metros sobre el nivel del mar.

3.2. Operacionalizacion de variables.

Tabla 1. Operacionalizacion de variables.

Tipo de Definicion Dimensiones Indicadores Tipo de Instrumentos de
variable operacional medicion medicion
- Antioxidantes Evaluar la | Tipo de | cuantitativ [ « Observacion
e Dosis y Tipo de | utilizados en el | eficacia de los | antioxidantes de datos
% antioxidante | tratamiento antioxidantes a| (A, B, Etc.) 9 * Registro
= Concentracion  del | usar Dosis a aplicar ;xpdenmgntal
Q antioxidante a | Determinar la | alos explantes mSE e
) s E S fotografica
T utilizar eficiencia de las
38 concentraciones
Q A
B a utilizar
o
P —
©
>
Porcentaje de | Cantidad de | Actividades a | Medicion de la Porcen |¢  Observacion
® fenolizacion e | compuestos realizar para | concentracion o Conteo
g pas 3 e (9
= Indice de fendlicos presentes | determinar la| de fenoles en | taje (%) manual
% supervivencia | en los explantes cantidad de | los explantes » Ewden‘cf{a
c compuestos otografica
a fendlicos en los o i de
) referencia
o explantes
9
o
o
—
©
>
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3.3. Poblacion y muestra
3.3.1. Poblacion.

La poblaciéon estimada con la que se trabajé se menciona de la siguiente manera:
se receptaron 300 colinos de banano (Anexo 1), para los cuales se seleccionaron
240 colinos, con esta poblaciéon se trabajaron los tratamientos antioxidantes en el

Laboratorio de Biotecnologia.

3.3.2. Muestra.

Dentro del laboratorio, se manejaron 48 muestras por tratamiento, en las 4
repeticiones por antioxidante, mas un testigo sin antioxidantes y un testigo absoluto,
como se detalla a continuacion: 48 muestras con acido ascorbico, 48 muestras con
carbon activado y 48 muestras con EDTA (4cido etilen diamino tetra acético),
finalmente los testigos, 48 muestras del testigo sin antioxidantes y el testigo

absoluto que estan comprendidos por la siembra directa sin ningun pre- tratamiento.

3.4. Técnicas e instrumentos de medicién
3.4.1. Técnicas

Las técnicas empleadas dentro de la metodologia se detallan a continuacion:

Pre-tratamiento: los explantes utilizados en las muestras se trataron con
soluciones antioxidantes antes de pasar al medio de cultivo.

Centrifugado: el pre-tratamiento se los lleva a centrifugado, colocando las
soluciones esterilizadas de antioxidantes en tubos de ensayo que contuvieron en
su interior algodén y encima de este, el explante de banano, sellados
asépticamente (Anexo 8).

Reproduccién in vitro: se utilizaron los apices meristematicos de los cormos
de banano, en este caso, los explantes ya tratados pasaron al medio de cultivo
(Anexo 13), y desde ese momento, observamos su comportamiento dentro de la

etapa inductiva.
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V V V V V V VY

3.4.2. Instrumentos

Autoclave

Balanza de precision
Camara de flujo laminar
Centrifuga

Medidor de pH

Plato Caliente-Agitador
Destilador de agua

Materiales

YV V.V V V V VY V V VYV V V V VYV V V

Algodon

Atomizador

Bandejas de metal o de plastico
Bisturies

Cuchillo

Frascos de 4 oz

Guantes

Marcadores indelebles
Mascarillas y gorros para el cabello
Bata de laboratorio

Mecheros

Papel aluminio

Papel kraft

Pinzas metalicas

Pipetas y probetas

Vasos de precipitacion

Insumos o reactivos

YV V. V V V

Alcohol al 70%

Alcohol al 90%

Hipoclorito de sodio

Medio de cultivo MS (Murashige-Skoog)

Acido ascérbico
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» Carbon activado

» EDTA (acido etilen diamino tetra acético)
Procedimiento préctico del trabajo experimental

Una vez se reciben los hijuelos de banano (Anexo 1), se procede a realizar la
reduccion del cormo hasta quedar el tejido blanco de modo que podamos acceder
al tejido meristeméatico (Anexo 2), luego de este procedimiento en campo, los
cormos son llevados a laboratorio, donde se lleva a cabo el protocolo de
desinfeccién indicados en el Anexo 4 y 5, estos cormos fueron desinfectados con
hipoclorito de sodio de 5-10 minutos para luego enjuagarse con agua destilada y
pasar a la camara de flujo laminar (Anexo 9) para el siguiente paso.

Una vez en tengamos todos los materiales en la camara de flujo laminar, el
siguiente paso realizado fue reducir el cormo hasta llegar al meristemo, es decir
reducirlo hasta 3-4 cm de longitud (Anexo 12) y colocarlos en los tubos de ensayo
con la solucién antioxidante correspondiente a cada tratamiento, después, pasaron
a centrifugacion a 100 revoluciones por minuto durante 5 minutos (Anexo 8), una
vez terminado el centrifugado, se retiraron los explantes y se llevaron de vuelta a
la camara de flujo laminar donde se los paso al medio de cultivo (MS) (Anexo 13),
posteriormente se procedid a evaluar cada uno de los tratamientos realizados en
lapsos de 24 horas durante 11 dias (Anexo 6), tal y como se muestra a continuacién

en procesamiento de datos.

3.5. Procesamiento de datos

Tratamientos

Se evaluaron tratamientos, compuestos por antioxidantes, mismos que se
distribuyen en dosis respectivamente, y testigos como comparativos para el trabajo

experimental, tal como se observa en la Tabla 2 a continuacion.
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Tabla 2. Tratamientos a manejarse dentro del estudio: “Efectos en la disminuciéon de la

cantidad de fenoles en explantes de banano in vitro bajo condiciones de laboratorio”

Tratamiento Antioxidante Dosis
T1 Acido ascorbico 100 mg/L
T2 Carbon activado 6,0 g/L
T3 Acido etilen diamino 6,0 g/L
tetra acético EDTA
T4 Testigo Tratamiento con agua
destilada esteéril
T5 Testigo absoluto Testigo sin pre-

tratamiento

Datos evaluados
Presencia de fenoles en los explantes

Para realizar el pre-tratamiento de los explantes de banano, se colocaron las
dosis correspondientes de cada uno de los antioxidantes especificados en la Tabla
2, diluidos en agua destilada esterilizada dentro de los tubos de ensayo con
algodon, posteriormente con los explantes, sellados asépticamente, estos se
centrifugaron a 100 rpm por 5 minutos (Anexo 8), en donde con la fuerza y velocidad
se indujo a vaciar los jugos celulares del tejido y estos a su vez reemplazados por
la solucién antioxidante, una vez terminado este proceso, los explantes fueron

retirados del tubo de ensayo y se sembraron al medio de cultivo (MS) (Anexo 13).

Tras aplicar los tratamientos antioxidantes a los explantes, se procedié a
determinar la presencia de fenoles en los apices meristematicos, las evaluaciones
se llevaron a cabo de manera continua cada 24 horas a partir del dia después de
la siembra en el medio, esto con el fin de medir el nivel de fenolizacion en los
explantes, para ello se emple6 una escala cualitativa adaptada de la utilizada por
Concepcidn et al. (2005), mostrada en la Tabla 3 a continuacion.
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Tabla 3. Escala de medicién de fenoles.

Valor de Descripcion Porcentaje (%)
la escala
1 Poco fenolizado Cuando el 10-40 % del volumen del explante
presenta sefiales de fenolizacion leves.
2 Medianamente Para explantes con el 40-70 % del volumen
fenolizado fenolizado y con presencia de un anillo de color

marrén en el medio alrededor del explante.

3 Muy fenolizado Explantes donde el 100 % de su volumen se
encontraba fenolizado, ya necrosado y ademas se
observan aureolas o anillos de color obscuro muy
intenso en el medio.

Fuente: Concepcion et al. (2005).

Tiempo de desarrollo y vigor de los explantes tratados con antioxidantes.

Una vez aplicados los antioxidantes a los 3 tratamientos, los dos restantes
fueron controles sometidos al mismo proceso que los demas, pero sin tratamiento
antioxidante, de este modo se obtuvo diferentes perspectivas, y asi se valor6 esta
variable.

En esta variable los explantes de banano fueron tratados con diferentes
antioxidantes, se utilizé una escala de 1 a 4 para medir el nivel de ensanchamiento,
posteriormente, se evalué durante 11 dias, siendo el tltimo dia el que se tomé como
punto de evaluacion, ya que después de transcurrido dicho tiempo, se evaluo si los
explantes lograron su desarrollo.

Se midio el tiempo que tardan los explantes en comenzar su desarrollo, asi como
su vigor, esto se estim6 segun el grado de ensanchamiento y crecimiento que
alcanzaron los explantes, asignandoles los siguientes valores:

1. Explante sin crecimiento o ensanchamiento.
2. Explante iniciando ensanchamiento.

3. Explante con ensanchamiento medio.

4. Explante muy ensanchado.

Comunicacion personal: Reyes, W. Junio 02, 2024.
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Tasa de supervivencia

La tasa de supervivencia de los explantes tratados con antioxidantes fue un dato
crucial para este estudio, se realizé un seguimiento minucioso del desarrollo de los
explantes bajo diversos tratamientos antioxidantes, incluyendo el grupo de control
sin tratamiento, para gestionar estos datos en este contexto; y asi, determinamos
el porcentaje de supervivencia, La tasa de supervivencia para cada tratamiento se
calcul6 utilizando la formula:

(%)= (Numero de sobrevivientes/Numero total de explantes) x100.

Una vez que los explantes fueron tratados y sembrados en el medio de cultivo,
se evalu6 mediante la observacion directa, su desarrollo y se identificd entre ellos,
el nivel de fenoles expresados, en desarrollo de los explantes y el porcentaje

explantes que sobrevivieron durante el proceso.
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3.6. Aspectos éticos

En el contexto de la investigacion cientifica, el plagio consiste en utilizar ideas o
contenidos ajenos como si fueran propios. Es plagio, tanto si obedece a un acto
deliberado como a un error. La practica de aspectos éticos, se garantiza de
conformidad en lo establecido en el Cédigo de Etica de la UTB.

Para la aprobacion de la UIC, se generara un reporte del software anti-plagio,
para garantizar la aplicacion de aspectos éticos, con los que el estudiante
demostrara honestidad académica, principalmente al momento de redactar su
trabajo de investigacion. Los docentes actuaran de conformidad a lo establecido
en el Codigo de Etica de la UTB, y demostraran honestidad académica,

principalmente al momento de orientar a sus estudiantes en el desarrollo de la UIC.

Articulo 25.- Criterios de Similitud en la Unidad de Integracion Curricular. — En la
aplicacion del Software anti-plagio se debera respetar los siguientes criterios:
Porcentaje de 0 al 15%: Muy baja similitud (TEXTO APROBADO)

Porcentaje de 16 al 20%: Baja similitud (Se comunica al autor para correccion)
Porcentaje de 21 al 40%: Alta similitud (Se comunica al autor para revision con el
tutor y correccion).

Porcentaje Mayor del 40%: Muy Alta Similitud (TEXTO REPROBADO).
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CAPITULO IV.- RESULTADOS Y DISCUSION

41. Resultados

Fenolizacion periédica de los explantes de banano.
Fenolizacion Dia 1.

En la Tabla 4, se observan los resultados del andlisis de varianza no
paramétrica de Kruskal y Wallis (p > 0,05), en la variable de Fenolizacion del dia
1. El resultado indica que existe alta significancia estadistica (<0,0001) entre los

tratamientos.

Tabla 4. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 1.

Variable  Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 1 AA 48 18,33 6,3 20 49,42  <0,0001
Dia 1 CA 48 12,29 4,25 10

Dia 1 EDTA 48 21,04 6,27 20

Dia 1 T-AD 48 13,54 4,83 10

Dia 1 TA-SD 48 17,5 5,65 20

Como se observa en la Figura 8, en donde se presenta la comparacion de
medias de los tratamientos, se aprecia que el Carbén activado (CA) y el Agua
destilada (T-AD testigo) estimularon la menor fenolizacién, obteniendo valores de
12,29% y 13,54%, respectivamente y ambos no son significativamente diferentes

(p > 0,05); en contraste con el Acido etilen diamino tetra acético.
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Fenolizacion Dia 1
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Figura 8. Comparacion de medias de los tratamientos Carbdn activado (CA), Agua destilada (T-AD testigo),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido ascérbico (AA), y Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada en el primer dia.

En la Figura 9, se observa al dia 1, el efecto del carbon activado y el agua
destilada en comparacion con el efecto del EDTA, el &cido ascoérbico sobre la

fenolizacion de los explantes de banano.

Figura 9. Efecto del carbdn activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de banano
en el primer dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: acido ascérbico, B: T. siembra directa, C:
carbon activado, D: EDTA, E: T. agua destilada.

Fenolizacion Dia 2.
En cuanto a los resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y
Wallis (p > 0,05), como se observan en la Tabla 5 de la variable de Fenolizacion

del dia 2. El resultado indica que existe alta significancia estadistica (<0,0001)
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entre los tratamientos.

Tabla 5. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 2.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 2 AA 48 33,33 11,73 30 114,14 <0,0001
Dia 2 CA 48 14,38 5,01 10

Dia 2 EDTA 48 24,38 5,01 20

Dia 2 T-AD 48 14,38 5,01 10

Dia 2 TA-SD 48 22,71 6,1 20

En la Figura 10, se observa la comparacion de medias de los tratamientos,
donde se aprecia que el Agua destilada (T-AD testigo) y Carbén activado (CA)
mostraron menor fenolizacion, obteniendo valores de 14,38% y 14,38%,
correlativamente, por ende, ambos no son significativamente diferentes (p > 0,05);

a diferencia del Acido Ascorbico.

Fenolizacion dia 2
40 33,33C
30 22,71 B 24,38 b
20 +14,38A  14,38A
O T T T T
T-AD CA TA-SD EDTA AA

Figura 10. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbén activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada en el segundo dia.

En la Figura 11, se observa al dia 2, el efecto del agua destilada con el carbon
activado en comparacion con el efecto sobre el &cido ascérbico y el EDTA sobre la

fenolizacion de los explantes de banano.
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Figura 11. Efecto del carbén activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de
banano en el segundo dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: acido ascorbico, B: T. siembra
directa, C: EDTA, D: carbdn activado, E: T. agua destilada.

Fenolizacion Dia 3.

Con respecto a los resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal
y Wallis (p > 0,05), se observa en la Tabla 6 la variable de Fenolizacién del dia 3.
El resultado indica que existe alta significancia estadistica (<0,0001) entre los
tratamientos.

Tabla 6. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 3.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 3 AA 48 41,25 13,15 40 157,72 <0,0001
Dia 3 CA 48 15,83 4,98 20

Dia 3 EDTA 48 31,67 6,3 30

Dia 3 T-AD 48 15 5,05 15

Dia 3 TA-SD 48 26,25 5,31 30

Observando la Figura 12, encontramos la comparacién de medias de los
tratamientos, donde se distingue que el Agua destilada (T-AD testigo) y Carbon
activado (CA) manejaron un menor porcentaje de fenolizacion, obteniendo valores
de 15% y 15.83%, mostrando que ambos no son significativamente diferentes (p
> 0,05); contrariamente con el Acido Ascorbico.
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Fenolizacion dia 3
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Figura 12. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbén activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada en el tercer dia.

En la Figura 13, al dia 3, se observa el efecto del carbén activado y el agua

destilada en contraste con el efecto del acido ascorbico y el EDTA sobre la

fenolizacion de los explantes de banano.

Figura 13. Efecto del carbon activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de
banano en el tercer dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: carbdn activado, B: agua
destilada, C: T. siembra directa, D: EDTA, E: acido ascorbico.

Fenolizacion Dia 4.
Referente a los resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y
Wallis (p > 0,05), en la Tabla 7 se puede apreciar la variable de Fenolizacion del
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dia 4, el resultado indica que existe alta significancia estadistica (<0,0001) entre

los tratamientos.

Tabla 7. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 4.

Variable  Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia4 AA 48 54,58 13,68 55 197,06 <0,0001
Dia 4 CA 48 17,92 4,1 20

Dia4 EDTA 48 44,38 5,42 40

Dia 4 T-AD 48 17,08 4,59 20

Dia4 TA-SD 48 30 5,05 30

En base a la Figura 14, donde se muestra la comparacién de medias de los
tratamientos, notamos que el Agua destilada (T-AD testigo) y Carbon activado (CA)
presentaron menor fenolizacion en los explantes, manejando valores de 17,08% y
17.92%, indicando que ambos no son significativamente diferentes (p > 0,05);

contrariamente con el Acido Ascérbico, que muestra mayor nivel de fenolizacion.

Fenolizacion dia 4
60 54,58-€C
50 44,38-C
40
30B
30
20 | 17,084 17,92A
0 T T T T
T-AD CA TA-SD EDTA AA

Figura 14. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbon activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada en el cuarto dia.

Enla Figura 15, se observa el efecto del carbdn activado y el agua destilada en
comparacion con el efecto sobre el acido ascérbicoy el EDTA y la siembra directa

como testigo absoluto sobre la fenolizacién de los explantes de banano.
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Figura 15. Efecto del carbdn activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de
banano en el cuarto dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: carbén activado, B: T. agua
destilada, C: EDTA, D: acido ascorbico, E: T. siembra directa.

Fenolizacion Dia 7.

Segun los resultados del andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis
(p > 0,05), la Tabla 8 muestra la variable de Fenolizacién en el dia 7, los resultados
indican una alta significancia estadistica (p=<0,0001) entre los diferentes

tratamientos.

Tabla 8. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 7.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H

Dia 7 AA 48 60 10,52 60 197,22 <0,0001
Dia7 CA 48 25,21 5,05 30

Dia 7 EDTA 48 59,17 10,48 60

Dia7 T-AD 48 25,63 5,01 30

Dia 7 TA-SD 48 41,25 4,89 40

De acuerdo con la Figura 16 que presenta la comparacion de las medias de los
tratamientos, observamos que el Carbon activado (CA) y Agua destilada (T- AD
testigo) mostraron una menor fenolizacion en los explantes, con valores de 25,21%
y 25,63%, respectivamente, indicando que no hay una diferencia significativa entre
ellos (p > 0,05), en cambio, el Acido Ascorbico presentdé un mayor nivel de

fenolizacion.
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Fenolizacion dia 7
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Figura 16. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbon activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada en el séptimo dia.

Enla Figura 17, se observa el efecto del carbén activado y el agua destilada por
el contrario con el efecto sobre el &cido ascorbico y el EDTA sobre la fenolizacion

de los explantes de banano.

Figura 17. Efecto del carbon activado y del agua destilada sobre la fenolizacién de los explantes de
banano en el séptimo dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: carbén activado, B: T. agua
destilada, C: EDTA, D: acido ascorbico, E: T. agua destilada.

Fenolizacion Dia 8.

De acuerdo con los resultados del andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal
y Wallis (p > 0,05), la Tabla 9 muestra los datos sobre la fenolizacion en el dia 8,
estos resultados revelan una alta significancia estadistica (p= <0,0001) entre los

distintos tratamientos.
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Tabla 9. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de

Fenolizacion del dia 8.

Variable  Tratamientos N Medias Medianas p

Dia 8 AA 48 77,29 10,26 75 189,62 <0,0001
Dia 8 CA 48 33,33 6,94 30

Dia 8 EDTA 48 80,83 10,69 80

Dia 8 T-AD 48 32,08 7,71 30

Dia 8 TA-SD 48 54,79 12,55 50

Segun la Figura 18, que compara las medias de los diferentes tratamientos,

notamos que el Agua destilada (T-AD testigo) y Carbon activado (CA) tuvieron

niveles mas bajos de fenolizaciébn en los explantes, con valores de 32,08% y

33,33%, respectivamente, esto sugiere que no hay una diferencia significativa entre

estos dos tratamientos (p > 0,05), sin embargo, el EDTA mostré6 un nivel de

fenolizacion considerablemente mayor.

Fenolizacion dia 8
100
80,83 C

80 77,29 C

60 54,79 B

40 | 32,08A  3333A

0 T T T T
T-AD CA TA-SD AA EDTA

Figura 18. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbon activado (CA),

Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién

de los explantes de banano presentada en el octavo dia.

En la Figura 19, al dia 8, se observa el efecto del carbén activado y el agua

destilada en cambio y contraste con el efecto causado en el acido ascorbico y el

EDTA sobre la fenolizacion de los explantes de banano.
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Figura 19. Efecto del carbén activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de
banano en el octavo dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: acido ascorbico, B: EDTA, C: T.

siembra directa, D: carbon activado, E: T. agua destilada.

Fenolizacién Dia 9.

Conforme a los resultados del andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal y

Wallis (p > 0,05), la Tabla 10 presenta los datos sobre la fenolizacion en el dia 9,

estos resultados demuestran una alta significancia estadistica (p=<0,0001) entre

los diferentes tratamientos.

Tabla 10. Resultados del andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 9.

Variable  Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia9 AA 48 90,21 6,68 90 194,29 <0,0001
Dia9 CA 48 38,96 7,78 40

Dia9 EDTA 48 96,88 4,68 100

Dia 9 T-AD 48 53,75 11,78 50

Dia 9 TA-SD 48 60,42 12,37 60

Segun la Figura 20, que compara las medias de los diferentes tratamientos,

observamos que el Carbén activado (CA) y el Agua destilada (T-AD testigo)

mostraron niveles mas bajos de fenolizacion en los explantes, con valores de

38,96% y 53,75%, respectivamente, esto indica que no hay una diferencia

significativa entre estos dos tratamientos (p > 0,05), pero el EDTA presento un nivel

de fenolizacion notablemente mayor.
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Figura 20. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbén activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada en el noveno dia.

En la Figura 21, se observa el efecto del carbén activado y el agua destilada en

comparacién con el efecto obtenido sobre el acido ascorbico y el EDTA, ademas

del testigo absoluto sobre la fenolizacion de los explantes de banano.

Figura 21. Efecto del carbon activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de
banano en el octavo dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: T. agua destilada, B: carbon
activado, C: T. siembra directa, D: EDTA, E: acido ascorbico.

Fenolizacion Dia 10.

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal
y Wallis (p > 0,05), la Tabla 11 muestra los datos sobre la fenolizacién en el dia 10,
los resultados indican una alta significancia estadistica (p=<0,0001) entre los

distintos tratamientos.
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Tabla 11. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 10.

Variable  Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 10 AA 48 90,83 7,1 90 190,56 <0,0001
Dia 10 CA 48 44,79 9,89 40

Dia 10 EDTA 48 100 0 100

Dia 10 T-AD 48 60,21 16,04 60

Dia 10 TA-SD 48 72,92 8,49 70

Segun la Figura 22, que compara las medias de los diferentes tratamientos, se
observa que el Carboén activado (CA) y el Agua destilada (T-AD testigo) tuvieron
niveles mas bajos de fenolizacion en los explantes, con valores de 44,79% vy
60,21%, respectivamente. Esto sugiere que no hay una diferencia significativa entre
estos dos tratamientos (p > 0,05), no obstante, el EDTA mostré6 un nivel de

fenolizacion relevantemente mayor.

Fenolizacion dia 10
120
100 E
100 90,83 D
80 77,07 C
60,21 B
0 T 4794
40
20
0 T T T T
CA T-AD TA-SD AA EDTA

Figura 22. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbén activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada

Enla Figura 23, se observa el efecto del carbdn activado y el agua destilada en
comparaciéon con el efecto del EDTA sobre la fenolizacién de los explantes de

banano.
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Figura 23. Efecto del carbén activado y del agua destilada sobre la fenolizacion de los explantes de
banano en el octavo dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: acido ascérbico, B: carbén
activado, C: EDTA, D: T. agua destilada, E: T. siembra directa.

Fenolizacion Dia 11.

Segun los resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis
(p > 0,05), la Tabla 12 presenta los datos sobre la fenolizacion en el dia 11. Estos
resultados revelan una alta significancia estadistica (p<0,0001) entre los diferentes
tratamientos.

Tabla 12. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal y Wallis de la variable de
Fenolizacion del dia 11.

Variable  Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 11 AA 48 97,08 4,59 100 183 <0,0001
Dia 11 CA 48 50,42 10,1 50

Dia 11 EDTA 48 100 0 100

Dia 11 T-AD 48 66,46 17,56 60

Dia 11 TA-SD 48 84,38 5,42 80

De acuerdo con la Figura 24, que compara las medias de los distintos
tratamientos, se observa que el Carbon activado (CA) y el Agua destilada (T-AD
testigo) mostraron niveles mas bajos de fenolizacién en los explantes, con valores
de 50,42% y 66,48%, respectivamente. Esto indica que no hay una diferencia
significativa entre estos dos tratamientos (p > 0,05). A pesar de ello, el EDTA

presento un nivel de fenolizacion notablemente mayor.
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Figura 24. Comparacion de medias de los tratamientos Agua destilada (T-AD testigo), Carbén activado (CA),
Testigo absoluto (TA-SD), Acido etilen diamino tetra acético (EDTA) y Acido ascérbico (AA) en fenolizacién
de los explantes de banano presentada

Enla Figura 25, se observa el efecto del carbon activado y el agua destilada en
comparacion con el efecto del EDTA sobre la fenolizacion de los explantes de
banano.

Figura 25. Efecto del carbon activado y del agua destilada sobre la fenolizacién de los explantes de
banano en el octavo dia después de la siembra en el medio de cultivo, A: carbén activado, B: T. agua
destilada, C: T. siembra directa, D: EDTA.
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Tasa de supervivencia

En la Tabla 13 se observa los resultados obtenidos, revelando diferencias
notables en cuanto a los porcentajes de supervivencia de los explantes de banano
sometidos a distintos tratamientos antioxidantes, entre los tratamientos evaluados
peribdicamente durante 11 dias en el rango de 26 de Junio hasta el 9 de Julio, el
Carbdén Activado mostré la mayor eficacia, con la cifra del 93,8%, lo que demuestra

gue este tratamiento fue exitoso para el cumplimiento del objetivo principal.

Tabla 13. Tasa de supervivencia de los explantes de banano (Musa AAA).

tratamiento Numero de Sobrevivientes No Tasa de
explantes sobrevivientes supervivencia
(%)
Acido 48 18 30 37,5%
Ascorbico
Carbdn 48 45 8 93,8%
Activado
Acido etilen 48 10 38 20,8 %
diamino tetra
acético (EDTA)
Testigo con 48 36 22 75,0 %
Agua destilada
Testigo 48 16 32 33,3%
Absoluto

Los tratamientos con Acido Ascorbico y Acido Etilen Diamino Tetra Acético
(EDTA) manejaron porcentajes del 37,5% y 20,8%, respectivamente, estos
resultados, aunque sean O6ptimos en lo cabe resaltar, son significativamente
menores en comparacion con el Carbon Activado, lo que indica que estos
antioxidantes, aunque sean efectivos hasta cierto punto, no pueden asegurar la
sobrevivencia de los explantes contra la oxidacion fendlica como lo hace el Carbén

Activado.

Esta respuesta podria deberse a la forma en que estos compuestos interactian

en los tejidos meristematicos de los explantes y su capacidad para neutralizar los
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compuestos fendlicos, asi como evitar la aparicién de algun agente bacteriano que

contamine el medio.

En comparacion con todos los grupos de tratamiento, incluyendo tanto el testigo
con agua destilada como el testigo absoluto equivalente a la siembra directa,
denotaron porcentajes de 75% y 33,3%, esto sefiala que incluso sin el uso de los
antioxidantes, los explantes tratados con agua destilada mostraron una tasa de
supervivencia relativamente alta, o que indica que esterilizar el agua destilada y
enjuagar los explantes hace un efecto de lavado de los jugos celulares emitidos
durante el corte, lo que puede mejorar la supervivencia a la oxidacion en
condiciones controladas.

Tiempo de desarrollo y vigor de los explantes tratados con antioxidantes.

Las diferencias observadas entre los tratamientos fueron estadisticamente
significativas (p <0.0001), lo que corrobora que algunos antioxidantes especificos
son mas efectivos en promover el ensanchamiento y desarrollo del tejido de los

explantes durante la primera etapa de micropropagacion in vitro.

Tabla 14. Resultados del analisis de varianza no paramétrica de Kruskal Wallis en la variable tiempo
de desarrollo y vigor de los explantes.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 11 AA 48 2 0,14 2 191,64  <0,0001
Dia 11 CA 48 4 0 4

Dia 11 EDTA 48 2 0,32 2

Dia 11 T-AD 48 4 0 4

Dia 11 TA-SD 48 3 0,46 3

En la Figura 26 se observd que los explantes tratados con carbon activado y el
tratamiento testigo con agua destilada (T-AD) alcanzaron un nivel de 4, indicando
gue los explantes estaban muy ensanchados para el dia 11, esto muestra que los
antioxidantes al disminuir fenolizaciéon, el explante adquiere buen crecimiento y
desarrollo de los explantes. El tratamiento testigo absoluto correspondiente a la
siembra directa (TA-SD) resultd llegar hasta el nivel de 3, reflejando un
ensanchamiento medio, denotando que sin el tratamiento los explantes toman mas

tiempo en desarrollar.

40
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Figura 26. Efecto de los antioxidantes sobre el tiempo de desarrollo y vigor de los
explantes de banano (Musa AAA) alcanzados para el dia 11

Asi mismo, los explantes tratados con acido ascorbico y EDTA presentaron un
nivel de ensanchamiento de 2, lo que indica que se mantuvieron iniciando el
ensanchamiento, sugiriendo que debido a que los antioxidantes tuvieron un efecto
moderado, dieron paso a un inicio del proceso de crecimiento sin provocar un
ensanchamiento dado el estado de fenolizacién presentado en comparacion con

los demas tratamientos.

En la Figura 27 se observar como los explantes mantuvieron su desarrollo hasta

el dia 11, denotando las diferencias entre los tratamientos realizados.

Figura 27. Efecto de los antioxidantes sobre el tiempo de desarrollo y vigor de los
explantes de banano (Musa AAA) para el dia 11; A: Acido ascérbico, B: EDTA, C: Carbén
activado, D: T. agua destilada, E: T. absoluto.
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4.2. Discusion

En base a los resultados obtenidos de los dias evaluados, respecto al porcentaje
de supervivencia de los explantes usados en la investigacién, en este caso, tejidos
meristematicos del banano cv. Williams, muestran que de los explantes pre-
tratados, carbon activado y testigo con agua destilada son los que mejor eficiencia
tuvieron en comparacion a acido ascorbico y EDTA, siendo el testigo absoluto el

punto medio entre los tratamientos mencionados.

De acuerdo con Recal (2007) explica que si bien la contaminacion es un factor
crucial en la investigacion, esta, mas que matar al explante, lo que en realidad hace
es impedir el proceso de micropropagacion de los mismo, por ende aunque la tasa
de supervivencia fue excepcionalmente buena, el indice de contaminacion fue
medianamente alto, sobre todo en los tratamientos con acido ascorbico y EDTA, lo

gue representa un factor que imposibilita la propagacion de estos explantes.

De acuerdo con el andlisis de varianza de Kruskal y Walis realizados y los
resultados obtenidos con respecto a la presencia de fenoles en los explantes
tratados, en la primera evaluacion después de la siembra con las respectivas dosis,
no hubo presencia de fenoles en los tratamientos T1 (acido ascorbico), T2 (carbon
activado) y T4 (Testigo con Agua Destilada), en la segunda evaluacion, el control
de los fenoles en los tratamientos T2 (carbdén activado) y T4 (Testigo con Agua
Destilada), tuvieron los mas bajos niveles de fenolizacion en los explantes y la

mayor tasa de sobrevivencia dada la baja contaminacién que existié en el medio.

En la tercera y cuarta evaluacion, el control de fenoles en los tratamientos T2
(carbdn activado) y T4 (Testigo con Agua Destilada), mostraron los niveles mas
bajos de fenolizacion, asi mismo, no hubo presencia de contaminacion, por ende la
sobrevivencia fue alta, en la séptima y octava evaluacion, la presencia de fenoles
en los explantes fue medianamente baja en los tratamientos T2 (carbén activado)
y T4 (Testigo con Agua Destilada), mostrando los niveles mas altos de

sobrevivencia.
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Posteriormente, en la novena y décima evaluacion, la presencia de fenoles no
aumentd significativamente para T2 (carbon activado) y T4 (Testigo con Agua
Destilada), demostrando altos niveles de sobrevivencia y nula presencia de
contaminacion en los mismos, en la evaluacion final antes de pasar a etapa de
multiplicacion, la presencia de fenoles en los explantes T2 (carbdn activado) y T4
(Testigo con Agua Destilada), fue medianamente alta, aunque no se limitd el
desarrollo de los explantes, que se encontraron aptos para pasar a repique y luego

a multiplicacion.

Se pudo determinar que los explantes de banano cv. Williams, mostraron un
bajo nivel de fenolizacion, obteniendo alta significancia entre los tratamientos,
concordando con lo dicho por Echenique y Mamani (2021), quienes mencionan en
su investigacion que el porcentaje de oxidacién por efecto de fenolizacion
mostraron efectos altamente significativos entre los distintos medios de cultivos pre-

tratados dentro del proceso de establecimiento de los cultivos in vitro de banano.

No todos los tratamientos fueron en igual medida exitosos, T1 (4cido ascorbico)
y T3 EDTA (Acido etilen diamino tetra acético), respectivamente con &cido
ascorbico y EDTA no mostraron mayor eficacia en cuanto a disminucion de los
niveles de fenolizacion, de acuerdo con Concepcion et al. (2005), indican dentro de
sus estudios que el 100% de los explantes de guayaba presentaron niveles de
fenolizacion al hacer pruebas con los antioxidantes acido ascoérbico, L- cisteina y
acido citrico; sin embargo, no todas mostraron la misma intensidad de fenolizacion,
clasificando al acido citrico con una menor intensidad de fenolizaciéon, vy
posteriormente seguidas del &cido ascérbico con una mayor intensidad en la

presencia de fenoles.
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CAPITULO V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Conforme a los resultados obtenidos se concluye que la disminucién de
fenolizacion en los explantes de banano (Musa AAA) in vitro, bajo condiciones de
laboratorio fue exitosa en los tratamientos, mostrando alta significancia estadistica

entre los tratamientos realizados en la presente investigacion.

De los tratamientos utilizados, T1 (acido ascorbico), T2 (carbén activado), T3
EDTA (Acido etilen diamino tetra acético), T4 (Testigo con Agua Destilada) y T5
(Testigo absoluto de siembra directa sin pre-tratamiento), dos tratamientos fueron
los que mostraron mayor eficacia, T2 (carbon activado) y T4 (Testigo con Agua
Destilada), con un porcentaje de fenolizacion entre 50,42% y 66,46%, por ende el
mayor éxito de explantes vinieron de estos tratamientos, cumpliendo con los
objetivos especificos propuestos en la investigacion, mostrando mayor eficacia T2

y T4 en comparacion a los demas.

En base a los tratamientos utilizados, se demostro que las dosis establecidas de
los antioxidantes para esta investigacion fueron aptas para los tratamientos, si bien
no todos los tratamientos reaccionaron con la misma intensidad, el desarrollo de
los explantes que fueron exitosos fue O6ptimo para pasar a la etapa de
multiplicacion, los protocolos de aplicacion mostraron en gran medida ser eficientes
dentro del proceso experimental cumpliendo asi con el objetivo general de la

investigacion.

Es evidente que de acuerdo con los datos obtenidos, en base al tercer objetivo
dispuesto en la investigacion los tratamientos mostraron efectos en cuanto a la
reduccion de fenoles en los explantes in vitro, T2 (carbon activado) y T4 (Testigo
con Agua Destilada), en gran medida mostraron mayor indice de eficacia al
disminuir la cantidad de fenoles expulsados del explante, mejorando la viabilidad
de estos, desarrollandose en condiciones 6ptimas para pasar a la siguiente etapa

de multiplicacién.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda probar diferentes concentraciones de antioxidantes y explorar
otros agentes que reduzcan la fenolizacion en los explantes de banano, ademas,
seria util evaluar la durabilidad de los efectos a largo plazo y considerar factores
como lailuminaciony el tipo de medio usado para los explantes que puedan mejorar

los resultados.

Los tratamientos que mostraron menor intensidad de eficacia en cuanto a la
reduccion de niveles pueden ser reemplazados por otros antioxidantes que se
puedan encontrar 0 a su vez manejar diferentes dosis a las establecidas en esta

investigacion que puedan generar un resultado distinto.

Dada la contaminacién de los explantes de banano que existi6 en ciertos
tratamientos, no es recomendable manejar protocolos prolongados en tiempo, por
lo que el establecimiento de los cultivos in vitro deberia realizarse en el menor

tiempo posible.

Se recomienda continuar con la investigacién en condiciones de laboratorio para
completar las cuatro etapas ya que asi se podra contemplar a mayor escala
explantes totalmente desarrollados, realizando evaluaciones periddicas hasta

llevarlas a aclimatacién en campo.
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ANEXOS

Anexo 2: Reduccién de los cormos de banano.
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Anexo 3: Cormos recolectados.

Anexo 4 : Cormos de banano cv. Williams.
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Anexo 5: Cormos desinfectados con cloro.

Anexo 6: Toma de datos en laboratorio.
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Anexo 8: Centrifuga.

Anexo 9: Camara de flujo laminar.
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Anexo 10: Autoclave

Anexo 11: Reactivos de laboratorio.
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Anexo 12: Proceso de obtencion del explante para aplicar a las
soluciones antioxidantes.

Anexo 13: Centrifugacién e insercion de los explantes al medio
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