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RESUMEN

El presénte trabajo de investigacion de desarroll6 en la granja experimental “La Teodomira”
de la Universidad Técnica de Manabi, Ecuador, desde Noviembre del 2013 hasta Abril del
2014. Tuvo como objetivo principal desarrollar un sistema de propagacion intensiva de
plantas de banano en condiciones de camara te’fmica, basado en el uso de sustancias
bviorreguladoras. Para el efecto, se realizaron dos experimentos. En el primero, se evaluélel
efecto de cuatro niveles de bencilaminopurina (BAP) y el bioestimulante Basfoliar sobre la
tasa de multiplicacion del banano cv. “Williams” bajo condiciones de camara térmica. Se
utiliz6 un Disefio de Bloques Completos al Azar en arreglo factorial A x B, donde al factor
A se le asigno los niveles de bencilaminopurina (0, 20, 40 y 60 mg L") y al factor B los
niveles del bioestimulante Basfoliar (0, 20, 40 y 80 rﬁl/cormo); se utilizaron 4 réplicas dando
un total de 64 unidades experimentales. Diferencias altamente significativas fueron
detectadas en el andlisis de varianza solo para el factor bencilaminopurina, donde la mayor
tasa de multiplicacién fue alcanzada con el nivel de 40 mg L' de BAP con 47.27
plantulas/cormo, siendo segin la prueba de Tukey (p<0.05) estadisticamente igual al nivel
de 80 mg L' de BAP con 45.32 plantulas/cormo, pero estadisticamente diferentes a los
niveles de 0 y 20 mg L' de BAP, que solo alcanzaron una tasa de multiplicacién de 25.96 y
35.20 pléntulas/cormo, respectivamente. El analisis de varianza no report6 diferencias
significativas para el bioestimulante Basfoliar, ni para la interaccion BAP x Basfoliar. Se
evidencid la formacién de tejido calloso a partir de los brotes de primera generacion (R1),
en donde se produjo la mayor cantidad de plantulas. También se obtuvo plantas adventicias
en menor cantidad. Con la concentracién de 80 mg L' de BAP, se evidencio la presencia de
callos y plantulas anormales. Los sintomas observados en estas plantulas fueron crecimiento
arrosetado, tallos débiles y acuosos, con hojas deformadas y necroticas, muy parecidos a la
hiperhidricidad que se produce en plantulas in vitro. Ademads en algunas plantas se observé
sintomas de rayado. En el segundo experimento, se determiné el potencial de enraizamiento
y calidad de tres estados fenoldgicos de plantulas de banano cv. “Williams™ provenientes de
tejido calloso y de brotes adventicios. Para la prueba de enraizamiento, los estados
fenolégicos seleccionados fueron plantulas con hoja bandera rudimentaria (EF1), plantulas
con hoja bandera y una hoja normal formada (EF2) y pladntulas con hoja bandera y mds de
una hoja normal formada (EF3). Se utilizo el Disefio Completamente al Azar en arreglo

factorial A x B con 6 repeticiones, donde al factor A se le asigné el tipo de plantula (callo y



adventicia) y al factor B se le asigné los tres estados fenoldgicos (EF1, EF2, EF?;). El
enraizamiento se realizé en agua y se evalud el porcentaje de enraizado a los 5, 10 y 15 dias.
El anélisis de varianza report6 diferencias altamente significativas tanto para el factor tipo
de planta (callo y adventicia) como para los estados feholégicos (EFI, EF2 y EF3). Alos 15
dias de enraizamiento en agua, las pléntulas procedentes de tejido calloso alcanzaron 86.4%
de enraizamiento, en comparacion a las adventicias con 79.5% de enraizado. Asi mismo, a
los 15 dias de enraizado, el estado fenoldgico que alcanzé mayor enraizamiento fue el EF3
con 94.7%, en contraste a los estados fenolégicos EF2 y EF1 con 83.3 y 70.8%,
respectivamente. Finalmente, después del enraizamiento se evalu6 la calidad de las plantulas
producidas en cdmara térmica, para lo cual se utilizo el Disefio Completamente al Azar en
arreglo factorial A x B, donde al factor A se le asigno el tipo de plantula (callo y adventicia)
y al factor B se le asigno los estados fenologicos (EF1, EF2 y EF3). Las principales variables
evaluadas fueron el indice de calidad de Dickson y el peso seco de las plantulas a los 60 dias
después del trasplante a bolsas. El andlisis de varianza report6 diferencias significativas para
los factores tipo de planta y estados fenologicos, asi como también para la respectiva
internacién tipo de planta x estado fenoldgico. El mayor peso seco e indice de calidad de
Dickson, se present6 en las plantulas procedentes de tejido calloso en el estado fenoldgico
EF3, alcanzando un peso seco de 45.10 g y un indice de calidad de Dickson de 9.68, siendo
por lo tanto las plantulas de mejor calidad y vigor, en comparacion a las plantulas adventicias

que alcanzaron un menor valor.



SUMMARY

This research was carried out at the experimental farm "La Teodomira" that belongs to the
Technical University of Manabi, Ecuador, from November 2013 to April 2014. Its main
objective was to develop an intensive propagation system of banana plants under thermal
chamber conditions, based on the use of plant bioregulators. For this purpose, two
experiments were carried out. In the first, the effect of four levels of benzylaminopurine
(BAP) (0, 20, 40 and 60 mg L) and four levels of the plant growth stimulant Basfoliar (0,
20, 40 and 80 ml/corm) on the rate of multiplication of banana cv. "Williams" under
conditions of thermal chamber, were evaluated. A Randomized Complete Block Design with
treatments arranged in a 4 x 4 factorial experiment with three replications was used. Highly
significant differences were detected in the analysis of variance only for the
benzylaminopurine factor. The highest multiplication rates were achieved with the levels of
40 mg L'! BAP and 80 mg L' BAP (47.27, and 45.32 plantlets/corm, respectively) which
were statistically different to the levels of 0 and 20 mg L' BAP  (25.96, and 35.20
plantlets/corm, respectively) according to the Tukey test (p<0.05). No significant differences
were found neither for the biostimulant Basfoliar, nor for the interaction BAP x Basfoliar.
Callus formation was evident from first generation sprouts (R1), which produced the greater
number of plantlets. Adventitious plantlets was also obtained but in smaller amounts. With
the concentration of 80 mg L™ of BAP, the presence of callus and abnormal plantlets was
observed. Symptoms observed in these plantlets were rossette growth, weak and watery
stems and deformed and necrotic leaves, which are similar to the symptoms of
hyperhydricity shown by in vitro produced plantlets. Furthermore in some plantlets streak
symptoms was also observed. In the second experiment, the potential for rooting and quality
of three phenological stages and two provenances of banana plantlets cv. “Williams”
obtained from callus and adventitious buds was evaluated. Phenological stages were:
plantlets with rudimentary leaf flag (EF1), plantlets with flag leaf and a normal leaf (EF2)
and plantlets with flag leaf and more than a normal leaf (EF3). Provenance were: callus and
adventitious buds. A Completely Randomized Design with treatments arranged in a 2 x 3
factorial experiment with six replications was used. Rooting was performed in water and
rooting percentage was evaluated at 5, 10 and 15 days. Highly significant differences were
found for both provenance (callus and adventitious buds) and phenological stages (EF1, EF2
and EF3) factors. After 15 days of rooting in water, plantlets from callus reached 86.4%



rooting, compared to 79.5% for those from adventitious buds. Also, after 15 days of rooting,
the highest percentage of rooting (94.7%) was obtained with EF3 as compared to EF1 and
EF2 plantlets (83.3% and 70.8%, respectively). Finally, quality of rooted plantlets produced
in thermal chamber was assessed, using a Completely Randomized Design with treatments
arranged in a 2 x 3 factorial experiment. Treatments included plantlet provenances (callus
and adventitious buds) and phenological stages (EF1, EF2 and EF3). Variables evaluated
were Dickson’s quality index and plantlets dry weight at 60 days after transplanting to bags.
Significant differences were found for plantlet provenances, phenological stage and its
interaction. The greatest plantlet dry weight and Dickson’s quality index, was found in
plantlets from callus tissue at EF3 phenological stage (45.10g and 9.68, respectively), which

were considered as the best plantlets in terms of quality and vigor.



I. INTRODUCCION

El banano y el platano (Musa spp.), ocupan el cuarto lugar en importancia alimentaria a nivel
mundial luego del trigo, arroz y maiz. En conjunto, estas muséaceas son consideradas como
productos bésicos en la alimentacion, y son generadores de divisas y fuentes de empleo. A
nivel comercial, el banano y pldtano constituyen las frutas de mayor exportacién en términos
de volumen y la segunda, luego de los citricos, en términos de valor comercial (Singh et al,
2011). Como alimento bésico, los bananos, incluidos los platanos y otros tipos de bananos
de coccidn, contribuyen a la seguridad alimentaria de millones de personas en gran parte de
los paises en via de desarrollo y proporcionan ingreso y empleo a las poblaciones rurales

(Ruiz y Urefia, 2009; Alvarez et at, 2013).

En Ecuador, durante los tltimos afios se ha venido estableciendo y renovando nuevas y viejas
plantaciones de banano y platano. Sin embargo, una limitante que actualmente enfrentan los
pequefios productores al momento de renovar o establecer nuevas areas de cultivo, es la
escasez de semilla de buena calidad, disponible para la nueva plantacién. Tradicionalmente,
el tipo de semilla mas utilizada por pequefios, ha sido los cormos o hijuelos de espada que
se obtienen directamente de las plantaciones en produccion, los cuales son extraidos sin

ningn criterio de seleccion.

Este hecho ha conducido a que nuevas plantaciones tengan graves problemas fitosanitarios
tales como el virus del estriado del banano (BSV), nematodos, picudo negro y cochinillas,
principalmente, debido a que la mayor parte de estos se transmiten por esta via de
multiplicacién a través del material de siembra, reduciendo significativamente los niveles de
productividad (Sandoval, 2001; Armijos, 2008). Por otra parte, con el uso de este tipo de
semilla se aprovecha un bajo numero de hijuelos/unidad bioldgica, lo cual eleva los costos
de produccioén, y adicionalmente la extraccion excesiva de estos causa el debilitamiento de

las unidades productivas (Coto, 2009).



Por otra parte, con el método tradicional utilizado por pequefios productores, se obtienen
bajas tasas de multiplicacion, lo cual se debe a lé naturaleza de la misma planta (Soto, 2008),
pues solo es posible aprovechar el 25% del total de yemas (Coto, 2009). El método de
propagacion mas utilizado en la actualidad es la técnica de micropropagacion,
principalmente empleada por grandes productores, con la cual se obtienen grandes
cantidades de plantas con poco material vegetativo, alta homogeneidad y calidad sanitaria,
mayor vigor y precocidad, y finalmente mayor rendimiento por hectérea, en comparacion
con las plantas obtenidas mediante el método tradicional (Ortiz et al, 2007). Sin embargo, a
pesar de que en la actualidad es posible obtener semillas de alta calidad fisiologica y sanitaria
mediante la micropropagacion, esta técnica estd muy lejos de ser utilizada masivamente por

los pequefios productores debido a su alto costo (Njukwe et al, 2010; Ngo-Samnick, 2011).

La carencia de material de siembra de calidad, es uno de los factores que limitan el buen
desarrollo de las plantaciones de banano de pequefios bananeros, que en promedio tienen
propiedades que oscilan entre 0.5 a 30 hectareas (PRO ECUADOR, 2013). En este sentido,
la técnica de la macro-propagacion en camara térmica, se convierte en una opcion accesible,
barata y de fécil uso para pequefios productores de banano y pldtano, dado que la camara
térmica ofrece la ventaja de la termoterapia que permite limpiar el material de siembra de
plagas y enfermedades, asi como también activar yemas latentes y potencializar la tasa de

multiplicacién (Rodriguez et al, 2013; Alvarez et al, 2013).

En Ecuador existe escasa informacién relacionada a la macro-propagaciéon en camara

térmica, razén por la cual en la presente investigacion se plantearon los objetivos siguientes:
1.1. Objetivo general

e Desarrollar un sistema de propagacion intensiva de plantas de banano en condiciones

de cdmara térmica, basado en el uso de sustancias biorreguladoras.
1.2. Objetivos especificos
e Evaluar el efecto de cuatro niveles de bencilaminopurina (BAP) y el bioestimulante

Basfoliar Algae sobre la tasa de multiplicacién del banano cv. Williams bajo

condiciones de cdmara térmica.



o Determinar el potencial de enraizamiento y calidad de tres estados fenol6gicos y dos

tipos de plantulas de banano cv. Williams obtenidas en camara térmica.



IL. REVISION DE LITERATURA

2.1. Situacion actual de las Musaceas en el Mundo, América y Ecuador

A nivel mundial, el banano y el pldtano representan importantes rubros en términos
econdmicos para la mayoria de paises productores, puesto que generan ingresos de divisas y
constituyen fuentes permanentes y transitorias de trabajo para una parte de la poblacién.
Ademads, contribuyen con la seguridad y soberania alimentaria de paises en via de desarrollo,
ya que son alimentos bésicos en la dieta diaria de millones de personas, tanto como alimento
fresco, de coccidn y procesado, ya que junto a las raices y tubérculos aportan alrededor del
40% de la oferta de alimentos ricos en energia (Arias et al, 2004; Ruiz y Urefia, 2009;
Loeillet, 2012).

Actualmente se estima que alrededor de 1000 millones de personas sufren de hambre, es
decir el 16% de la poblacion de los paises en via de desarrollo, no tienen acceso a la seguridad
alimentaria de manera permanente (FAQ, 2010). Por lo tanto, el incremento de la produccion
agricola mundial, y en especial el de los rendimientos actuales de banano y platano mediante
el uso de nuevas tecnologias, asi como la conservacion de germoplasma es imprescindible
para hacer frente a los retos de la seguridad alimentaria actual y futura (Naciones Unidas,

2008; Panis, 2009; IICA, 2012).

Hasta el afio 2004 se estimaba que a nivel mundial existian 9 millones de hectareas, con una
producciéon promedio de 99 millones de toneladas entre banano y platano, de las cuales 78
millones corresponden solo a banano, y de estas cifras alrededor de 16,2 millones de
toneladas se exportan, quedando el resto para el autoconsumo. Estas cifras indican la
importancia a nivel mundial del cultivo de banano sobre la seguridad alimentaria del mundo,
donde segun cifras oficiales existe un consumo per cépita de 9,51 kg/persona/afio, siendo los
mayores consumidores los africanos y asiaticos (Arias et al, 2004; INEC, 2010).

El mercado mundial de banano se distribuye en algunas zonas de importancia comercial,

siendo la UE con 5.2 millones de toneladas por afio la primera zona consumidora, seguida



por EEUU y Canadéd con 4.1 millones, Rusia y Europa del Este con 1.5 millones, Asiay
Japén con 2.1 millones, y pequefios mercados como el Mediterraneo, Oriente Medio y
América Latina con 0.7, 0.3 y 0.8 millones de toneladas, respectivamente (Loeillet, 2012).
En cuanto a la produccién y consumo mundial de‘plétano, en el afio 2007 Uganda se
posesioné en el primer lugar con 9.2 millones de toneladas que equivalen al 27.2% de la
produccién total, seguido de Nigeria, Ghana y Colombia con 8.8, 8.6 y 8.2%,
respectivamente. Los paises Africanos lideran la produccion y consumo total del platano con
24.7 millones de toneladas que equivalen al 72%, Sudamérica y el Caribe con 25% y Asia
con 3%. Dentro de la region Sudamericana el 18% de la oferta mundial del platano
equivalente a 6.11 millones de toneladas se produce principalmente en Colombia y Perti con

2.8 y 1.8 millones de toneladas, respectivamente (Ruiz y Urefia, 2009).

En América Latina y el Caribe, segin cifras oficiales, existen un total de 17224.707 y
937.203 hectéreas de banano y platano, respectivamente, con una produccion de 27°859.203
toneladas para banano y 8°531.308 toneladas para platano (FAOSTAT, 2013). Por su parte,
Ecuador cuenta actualmente con 210.110 ha de banano, las cuales representan el 10% de
superficie agricola nacional, con un volumen de produccién de 7°427.776 toneladas, siendo
junto con Brasil los mayores productores de banano en el continente Americano (MAGAP,
2013; FAOSTAT, 2013). Por otra parte, Ecuador hasta el afio 2012 exportd un total de
2°078.239.38 millones de ddlares por concepto de divisas y 5°196.065.09 millones de
toneladas ubicando al banano como el primer producto de exportacién del sector privado del

pais y uno de los principales contribuyentes al fisco (PRO ECUADOR, 2013).

Ademas, el banano representa también el 2% del PIB general, 26% del PIB agricola, 8% de
las exportaciones generales, 27% de las exportaciones agropecuarias y 20% de las
exportaciones no petroleras (PRO ECUADOR, 2013). Con estas cifras, el Ecuador se
convierte el primer exportador de banano en el mundo, liderando el 29% de las exportaciones
mundiales, seguido por sus principales competidores Costa Rica, Filipinas y Colombia con
un 12, 12 y 10%, respectivamente. Finalmente, el cultivo de banano en Ecuador genera
trabajo para 2,5 millones de personas, con lo cual se convierte en una importante fuente de
empleo para el pais (AEBE, 2011). En cuanto a la estructura productiva del banano en
Ecuador, el cultivo se encuentra distribuido entre pequefios, medianos y grandes
productores, donde el 79% de los mismos son pequefios, cuyas fincas van desde 0.5 a 30 ha

y conforman el 25% de la superficie nacional. Los medianos productores por su parte
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representan el 16%, cuya superficie va desde las 30 a 100 ha, lo cual representa el 36% de
la tenencia del cultivo. Finalmente, los grandes productores solo representan el 5% del total,
sin embargo, poseen superficies mayores a 100 ha, lo cual significa el 38% de la superficie

total bananera del pais (MAGAP, 2013; PRO ECUADOR, 2013).

Pert por su parte, cuenta en la actualidad con 300.000‘ hectareas establecidas con cultivos
fruticolas, de las cuales el 50% corresponde a los cultivos de banano y platano que en
conjunto ocupan unas 150.000 hectdreas (Aguilar y Daga, 2011). Ademas, es el principal
productor y exportador de banano orgénico en el mundo, pues en el afio 2008 con 45.5
millones de délares superd por primera vez a Reptblica Dominicana que solo logré exportar
42.5 millones. Esta es una cifra histérica y de mucha importancia para Pert (INIA, 2011).
La producciéon de banano orgénico del Perfi se concentra mayormente en las zonas de
Tumbes, Piura y Lambayeque, donde se reportan 3414 ha certificadas, de las cuales el 80%

se concentran en Piura y principalmente en el Valle del Chira (Fairlie, 2008).

La exportacién de banano orgénico representa el 10% de la produccion del Perdi, quedando
el restante 90% para el autoconsumo, siendo desde este punto de vista tanto el banano como
el platano cultivos de gran importancia en su seguridad alimentaria. Por altimo, se estima
que 147987 familias peruanas se benefician directa o indirectamente de la actividad
bananera, de ahi que es facil deducir la importancia socio-econémica de estas musaceas en

el pais incaico (Herrera y Colonia, 2011).
2.2. Caracteristicas del clon de banano Williams (Musa AAA)

El cultivar Williams es un banano triploide que pertenece al subgrupo Cavendish, y que en
los Gltimos afios ha venido ocupando el segundo puesto en importancia exportable después
del clon Gran Enano, e incluso lo esté sustituyendo (Robinson y Galan, 2011). Las primeras
plantaciones experimentales de Williams fueron establecidas en Africa en el afio 1974 y fue
liberada a nivel comercial poco tiempo después. Desde entonces, ha crecido el interés por
incrementar el area productiva con este clon, debido a sus excelentes atributos agron6micos
y a su alta capacidad de adaptacion en la mayoria de zonas bananeras del mundo (Robinson,

1993; Robinson y Galédn, 2011).



Las plantas del clon Williams se caracterizan por presentar una altura media, de pseudotallo
vigoroso y amplio sistema radical, que le da mayor capacidad de anclaje y resistencia al
volcamiento por efecto de los vientos (Ortiz et al, 2007). Sin embargo, al parecer la mayor
razon por la cual la mayoria de productores la prefierén, es por su mayor adaptabilidad a
condiciones adversas del ambiente (estrés térmico, hidrico y edafico), aunque presenta la
desventaja de ser muy susceptible a Sigatoka negra y a nematodos (Sierra, 1993). Ademas,
el porcentaje de fruta de calidad es superior al clon Gran Enano, lo cual se debe a que el
indice de curvatura de los dedos y la distancia entre manos es superior al mencionado clon,
razon por la cual existe un mejor aprovechamiento de la fruta para exportacion, debido a que
estos indices influyen en la calidad del fruto y mejor empaque en cajas (Boche, 1996;

Robinson y Galéan, 2011).
2.3. Métodos de propagacion de Musaceas

Uno de los principales factores para lograr el éxito de una explotacion comercial de banan,
es la seleccién y obtencion de semillas o material de siembra en cantidad suficiente, con
calidad fisiologica adecuada (vigor), y libre de plagas y enfermedades, sin que esto implique

una elevacion exagerada en los costos iniciales del cultivo (Martinez et al., 2004).

El establecimiento de un plantio en Optimas condiciones (apariencia deseable, vigor y
excelente aspecto fitosanitario) que facilite la instalacion y manejo de un lote comercial, con
plantas uniformes en su tasa de desarrollo fisiologico, y obtener fructificacion y cosechas
uniformes, solo ha sido posible con la utilizacion de vitroplantas (Martinez et al, 2004). Sin
embargo, a través de una seleccion rigurosa de plantas en etapa de vivero, sometidas a un
estricto control, también ha sido posible lograr este objetivo con plantas provenientes de
otros métodos de propagacion; lo cual implica la aplicaciéon de medidas fitosanitarias
dirigidas a las semillas previo al establecimiento del vivero tales como: remocion del tejido
necrético de la superficie del cormo, desinfeccidén (tratamientos quimicos y fisicos),
seleccion de semilla por tamafio y propagacion por métodos inductivos (Aguilar et al, 2004).
La obtencion de plantulas de banano es posible mediante varios métodos de multiplicacion,
siendo la regeneracion natural, la micropropgacién y la macropropgacion los mas utilizados
(Souza et al, 2006; Singh et al, 2011). Bajo este contexto, el potencial de prolifico del cormo

de las muséaceas ha impulsado a los investigadores a idear nuevas practicas y metodologias



de propagacién con la finalidad de obtener mayores tasas de multiplicacién en el menor

tiempo posible (Aguas y Martinez, 2003).
2.4. Regeneracion natural (Método tradicional)

La regeneracién natural es el método de propagacion mdés utilizado por pequefios
productores, y consiste en utilizar hijos de espada, hijos de agua y retofios (Soto, 2008;
Robinson y Galén, 2011). Ademas, los agricultores seleccionan el material de siembra de
acuerdo a caracteristicas agrondmicas tales como edad y tamaifio del rizoma (Staver ef al,
2010), caracteristicas que segin Belalcazar (1991) tienen un efecto significativo sobre
parametros fenoldgicos y de rendimiento. La principal desventaja del método tradicional es
la facilidad con la que plagas y enfermedades se diseminan a través del material de siembra
(Cordeiro y Mesquita, 2000; Sheela y Ramachandran, 2001). La tasa de multiplicacién del
banano estd en funcidén al niimero de hojas, puesto que una planta puede producir el mismo
nimero de hijuelos que el niimero de hojas emitidas hasta la emergencia del racimo (Costa

et al, 2008).

Sin embargo, dependiendo del cultivar, el tamafio y edad de la planta es posible aprovechar
el 25% del potencial de yemas encontradas en el cormo (Borges et al, 2004; Coto, 2009), lo
cual puede deberse a la baja actividad hormonal y lento crecimiento de yemas laterales,
provocado por la dominancia apical de la planta madre (Singh et al, 2011). Debido a lo
anterior, dependiendo del cultivar, el tamafio y edad fisiol6gica de la semilla, una planta
puede producir via regeneracion natural entre 5 — 20 hijuelos durante su ciclo vital (Coto,
2009; Singh et al, 2011). Ademads, debido a su escasa disponibilidad y al gran tamafio del
cormo utilizado, este métodb es muy costoso principalmente cuando la superficie a
establecer es muy extensa y estd muy distante de los lotes proveedores de semillas (Molina

y Martinez, 2004; Palencia et al, 2006).
2.5. Macro-propagacion

La macro-propagacion es una técnica eficaz y barata en la produccion de plantulas de banano
con buena calidad fisiol6gica y sanitaria, donde pueden emplearse cormos enteros o
fragmentados que contengan yemas laterales con meristemos en diferentes etapas de

desarrollo (Faturoti et al, 2002; Tenkouano ef al, 2006). La macro-propagacion se basa en
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la decapitacion e inhibicion de la dominancia apical para estimular el desarrollo de yemas
laterales y aumentar la tasa de multiplicacién. La tecnologia puede ser implementada
directamente en campo (in situ) o en propagadores (ex situ) donde la implementacion de
camaras de crecimiento con alta temperatura (termoterapia) y humedad garantiza una rapida
brotacién y limpieza del material de siembra (Singh et al, 2011; Alvarez et al, 2013).
Ademads, el uso de sustratos adecuados y biorreguladores ayudan a dar mejores condiciones
de crecimiento y sanidad a los rizomas tratados, asi como también potencializar la tasa de

multiplicacién (Manzur, 2001; Njukwe et al, 2007).

2.5.1. Macro-propagacion in situ

La técnica consiste basicamente en la decapitacion e inhibicién de la dominancia apical en
condiciones de campo, donde se puede hacer uso o no de sustancias biorreguladoras. A

continuacion se mencionan algunas técnicas de macro-propagacion in situ.
2.5.1.1. Induccién de cebollines en campo (cormitos o hijuelos pequeiios)

Con esta técnica se aprovechan cormos de 200 a 400 g de peso con potencial para producir
una planta y un racimo de calidad. Para obtener cebollines, se seleccionan plantas madres
que presenten buenas caracteristicas de sanidad y calidad de racimo, se procede a decapitar
e eliminar la dominancia apical en caso de plantas donde ain no ha ocurrido la diferenciacion
floral (Coto, 2009). En caso de plantas en las que se ha cosechado el racimo, se debe cortar
en forma de bisel toda la unidad biolégica a cinco centimetros por encima del suelo, para
después proceder a cubrir los rizomas con tierra y materia organica y posteriormente aplicar

urea para estimular la rdpida brotacion de yemas (Palencia et al, 2006).

Pasados los treinta dias de la induccion, se procede a cosechar los “cebollines” que se
encuentren en un rango de peso entre 200 a 400 g, se les elimina las raices y la corteza
externa para evitar la diseminacién de plagas y enfermedades, seguidamente se trasladan a
bolsas de polietileno para ser manejados en vivero (Lescot y Staver, 2013). Con esta técnica
se pueden obtener alrededor de 10 cebollines por cormo en un tiempo de 30 dias, los cuales
estaran listos para ser llevados al campo definitivo a los 60 dias después de la extraccion y
siembra en bolsas. Los sitios de induccion de brotes, continuaran produciendo semillas

mientras se les dé¢ un manejo adecuado (Palencia et al, 2006; Lescot y Staver, 2013). En este
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sentido, Tone ef al (2011) mencionan haber obtenido 11, 13 y 17 plantines por cada planta

madre a los 6, 7 y 8 meses despue’s de haber inducido la produccién de cebollines.

2.5.1.2. Método de Hamilton o falsa decapitacion

La metodologia de Hamilton o falsa decapitacion se usa en plantas en pleno estado de
desarrollo vegetativo, es decir antes que ocurra la diferenciacion floral en el interior del
cormo, o cuando la planta haya emitido el 50% de su sistema foliar (Bonte ef al, 1999). La
técnica consiste en introducir un tubo de metal o algiin trozo de madera al interior del
pseudotallo a una altura de 20 cm del nivel del suelo, con la finalidad de eliminar el punto
de crecimiento e interrumpir la dominancia apical y activar la brotacién de yemas laterales,
* también se puede utilizar un sacabocado para obtener el mismo efecto (Faturoti et al, 2002;
Njukwe et al, 2007). Con este método, se ha logrado producir hasta 20 hijuelos/cormo en un
periodo de 9 meses, de los cuales 15 hijuelos son de tamafio ideal para ser trasplantados al
campo y 5 son cebol]ineé los mismos que deber ser sembrados preferiblemente en bolsas
plasticas y dejarlos crecer en condiciones de vivero hasta que alcancen el tamafio ptimo

para ser llevadas al campo (Rojas et al, 2010; INIA, 2011).
2.5.1.3. Multiplicacion rapida in situ con el uso de biorreguladores

Esta técnica fue implementada directamente en campo por Manzur (2001), donde plantas del
platano FHIA-20 de 10 meses de edad fueron decapitadas y despojadas del meristemo apical
con la respectiva aplicacion de benzilaminopurina. Posteriormente, emergen hijuelos entre
15 a 20 cm de altura, a los cuales se los decapita y se les retira el meristemo apical al igual
que la planta madre con la finalidad de aplicarles bencilaminopurina e inducir la formacion
de brotes multiples. Con esta metodologia, Manzur (2001) reporté haber obtenido 156
plantulas/planta hasta la tercera generacion de brotes. En este mismo sentido, Singh et al
(2011) mencionan que es posible obtener entre 45 — 50 plantulas/planta a través de este
método con la respectiva aplicacion de benzilaminopurina luego de la decapitacion y retiro

del meristemo apical.
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2.5.2. Macro-propagacion ex situ

Esta tecnologia también estd basada en decapitacién e inhibicion de la dominancia apical,
donde se utilizan cormos enteros o fragmentos del mismo. A diferencia de la propagacion in
situ, todo este procedimiento se realiza en condiciones de propagadores y casas de cultivo
cubiertos de tela plastica con la finalidad de generar temperaturas y humedades relativas
elevadas. Ademas, el uso de substratos y biorreguladores es una practica muy frecuente en
estos métodos de propagacién. A continuacién, se detallan algunas técnicas de macro-

propagacion ex situ.
2.5.2.1. Division de cormos y técnica PIF

La divisién de cormos (Split corm) es una técnica que se aplica a cormos provenientes de
plantas a punto de florecer, asi como también plantas ya cosechadas, las cuales deben
provenir de plantas sanas y vigorosas (Osei, 2006; Njukwe et al, 2007). Los cormos
seleccionados se dividen de acuerdo al nimero de yemas visualizadas, por lo tanto cada
seccion debe tener al menos una yema para que el método sea eficiente (Cordeiro y Dos
Santos, 1991). Una vez realizados los cortes, las secciones de cormo deben ser sembradas
preferiblemente en fundas plasticas procurando que la yema quede totalmente cubierta con
el substrato, con la finalidad de estimular la brotacién (Crops Research Institute, 1995).
Resultados obtenidos con esta técnica indican que es posible obtener de 7 a 10
plantas/cormo, las mismas que pueden ser trasplantadas al campo definitivo en un periodo

de nueve meses (Bonte et al., 1995; Haddad et al, 1994).

La division de brotes es considerada una variante del método anterior, con la diferencia de
que una vez emergidos los brotes primarios, estos se vuelven a dividir con la finalidad de
generar brotes secundarios, y asi mismo deben ser sembrados en bolsas o canteros,
cubriéndolos totalmente con el substrato (Njukwe et al, 2007). Esta técnica, tiene la ventaja
de que la mayor parte de los brotes subdivididos producen meristemos multiples por lo que
se pueden separar en bolsas individualmente y asi obtener un mayor niimero de plantas.
Adelaja (1995), menciona que con esta metodologia es posible obtener alrededor de 800

plantas de un solo cormo en un periodo de 8 meses.
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La técnica PIF (plantes issues de fragments de tiges) o plantas provenientes de fragmentos
de rizoma por sus siglas en franéés, se aplica a hijuelos espada en pleno estado de desarrollo
vegetativo (Njukwe et al, 2007; Serna y Zamorano, 2008; Kwa, 2003). Al igual que en la
técnica de divisién de cormos, estos son limpiados y esterilizados para después ser divididos
entre 2 a 4 fragmentos que deberan presentar al menos una yema latente o en proceso de
desarrollo, a la cual se le practica cé)rtes en cruz o asterisco del meristemo apical con la
finalidad de inhibir la dominancia apical, luego de esto deben ser establecidos en cdmaras
de crecimiento (Njukwe et al, 2007). Con esta técnica, Kwa (2003) menciona haber obtenido
25 plantas por fragmento de rizoma en el platano cv. “Batard” y entre 28 a 36 plantas por

fragmento en el platano cv. “French Clair”.
2.5.2.2, Técnica de reproduccion acelerada de semilla (TRAS)

Al igual que los demds métodos, esta técnica se inicia con la seleccién de la planta madre
que deber ser de alta calidad fisiolégica, sanitaria y productiva. Los cormos deben ser
limpiados y desinfectados para evitar la diseminacion de plagas y enfermedades. Una vez
realizada esta labor se procede a separar el punto de crecimiento con la finalidad de
interrumpir la dominancia apical e inducir la brotaciéon de las yemas axilares (Reyes et al,
2009). Luego se procede a sembrar los cormos en canteros previamente acondicionados en
donde se someteran a riego y fertilizacion, respectivamente. Finalmente, la primera cosecha
se realiza 45 dias después de la siembra, y asi sucesivamente hasta completar tres cosechas
en total. En experimentos realizados con este método se ha logrado producir hasta 24 brotes

de excelente calidad en un periodo de cuatro meses (Aguilar et al, 2004).
2.5.2.3. Método masivo en camara térmica, cimaras o propagadores de crecimiento

La macro-propagacién dentro de camaras térmicas, se usa actualmente con dos fines basicos.
El primero y el mds importante es la limpieza del material de siembra a través de la
termoterapia por efecto de las elevadas temperaturas que se generan por efecto del plastico,
donde es posible alcanzar entre los 50 a 70°C (Rodriguez et al, 2013; Alvarez et al, 2013).
La termoterapia es una técnica que se utiliza actualmente en como método de saneamiento
y regeneracion de plantas libres de virus en varios cultivos, incluyendo al banano y platano
(Wirakarnain et al, 2008; Kabir et al, 2008). El segundo aspecto importante de esta

tecnologia, es la mayor temperatu y humedad alcanzada dentro de la cdmara, dado que estos
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dos parametros influyen significativamente en la activacion de yemas latentes y por ende

mayor tasa de multiplicacion(Kwa, 2003; Njukwe et al, 2007; Alvarez et al, 2013).

En este sistema de propagacion se pueden utilizar todos los métodos de macro-propagacion
ex situ, donde se realizan las mismas labores ya descritas, tales como limpieza, decapitacion,
decorticacion, desinfeccién y remocién del meristemo apical (Njukwe et al, 2007; Singh et
al, 2011; Alvarez et al, 2013). Una vez establecidos los explantes dentro de las cdmaras
térmicas, serd posible apreciar una rapida emergencia y crecimiento de los brotes que se da
basicamente por efecto de la temperatura, que segin varios autores tiene un papel
significativo en la mayor actividad, proliferaciéon y desarrollo de las yemas (Kwa, 1993;

Baiyeri y Aba, 2005; Mwangi et al, 2007).

Una vez que las plédntulas hayan alcanzado un tamafio adecuado, estas pueden ser
directamente removidas del cormo madre, desinfectadas y establecidas en bolsas plasticas
donde se dejaran en aclimatacion hasta que puedan ser llevados al campo definitivo (Alvarez
et al, 2013). Otra opcion, es volver a remover el meristemo apical de los brotes primarios
con la finalidad de inducir la proliferaciéon de brotes secundarios potencializando asi una
mayor tasa de multiplicacion (Faturoti et al, 2002; Osei, 2006; Njukwe et al, 2007; Singh et
al, 2011; Dayarani et al, 2013).

2.6. Micro-propagacion

El cultivo in vitro es actualmente una de las técnicas biotecnolégicas més utilizadas en la
propagacién y el mejoramiento genético de plantas (Peres et al, 2008a; Costa et al, 2008).
Esta técnica tiene la ventaja que cualquier parte de la planta sirve como explante inicial cuyo
crecimiento y diferenciacion se puede direccionar hacia la formacién de callos, brotes
adventicios, raices y embriones (Arias, 1993; Garcia et al, 2002; Colmenares et al 2007,
Chang y Shu, 2013). Por otra parte, tiene la ventaja particular que la cantidad de plantas a
propagar puede ser abundante a partir de poco material vegetativo; se puede realizar en muy
corto tiempo y en un reducido espacio en comparacién a las demads técnicas convencionales
de propagacion (Karim et al, 2009); permitiendo ademas mayor control sanitario de las
plantas propagadas provenientes de zonas con presencia de patdgenos cuarentenarios y la

conservacion de germoplasma en peligro de desaparecer (Villalobos y Thorpe, 1991).
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La micro-propagacién en muséceas puede llevarse a cabo por varias t€cnicas, siendo la mds
comiin la de cultivo de apices meristematicos, los cuales se inducen a crecer y a produbir
brotes miiltiples en medios de cultivo semisdlidos especificos (Torres, 2009). Cuando se ha
inducido gran cantidad de brotes, estos se enraizan, obteniéndose asf el producto final que
son las plantas enraizadas. A partir de un solo dpice sometido a proliferacion intensiva in
vitro, es posible obtener en apenas un afic centenares de plantas de excelente calidad
fisiol6gica y sanitaria, y con la misma identidad genética de la planta madre seleccionada
(Sandoval et al, 1991). En un estudio reciente, se llegd a determinar que mediante la
multiplicacién in vifro via organogénesis directa en musaceas, ¢s factible regenerar gran
cantidad de plantas a partir de explantes de 1 cm, en el cual se incluye el cormo y pseudotallo

(Lopez, 2010).

Otra forma de multiplicacién fn vitro en musiceas, es la conocida como embriogénesis
somética, que es el proceso mediante el cual se generan embriones a partir de células
somdticas en medio de cultivo (Albarran et al, 2009). Los embriones somadticos siguen las
mismas etapas que Jos embriones cigoticos, con la diferencia de que no son el resultado de
la fusi6én de dos gametos sexuales (Kamle ef a/, 2011). Debido a la totipotencia de las células
vegetales, la embriogénesis somatica puede inducirse en tejidos diferenciados tales como el
mesdfilo, raices, flores, polen, tallos y protoplastos (Albarran et af, 2009; Radice, 2010;

Mahdavi et al, 2010).

Debido a que los métodos tradicionales de propagacion in vitro se obtienen bajas tasas de
multiplicacién, el alto costo de mano de obra y la escasa posibilidad de automatizar el
proceso, se han desarrollado nuevas alternativas para automatizar y acelerar los procesos de
multiplicacién masiva (Pinto ef @/, 2001; Colmenares et a/, 2007, Basail ef al, 2012). Por
otra parte, la capacidad morfogénica y los coeficientes de proliferacion de los explantes
cultivados bajo las condiciones in vitro tradicionales, son desuniformes y dependen de
factores endogenos tales como el tamafio y el estado fisiolégico del explante utilizado, asi
como de factores externos como la consistencia de los medios utilizados y el ntimero de sub-

cultivos a los que se someten los explantes originales (Utino et al, 2001; Martin et al, 2007).

Por lo anteriormente expuesto, una de las metodologias ir vifro que esta siendo ampliamente
utilizada en los 1ltimos afios, es la propagacién en Biorreactores de Inmersion Temporal

(BIT), que consiste en cultivar explantes en medios liquidos suspendidos dentro de
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recipientes automatizados, metodologia conocida como RITA (récipient & immersion

temporaire automatisé) y que fue desarrollada por Teisson et al. (1996).

Con los sistemas de inmersion temporal, se han solucionado las dificultades encontradas al
propagar plantas en medios liquidos y semisdlidos estaticos, ademas se ha logrado aumentar
significativamente la eficiencia biolégica y prolificidad del material multiplicado (Alvard et
al, 1993). Finalmente, la metodologia de los Biorreactores de Inmersién Temporal se
convierte en una alternativa novedosa en la propagacién de muséceas, dado que se obtienen
mayores tasas de multiplicacion, las plantas obtenidas son de mejor calidad fisioldgica, y el
porcentaje de supervivencia durante la aclimatacién es superior en contraste a las demads

técnicas de propagacion (Castro et al, 2002; Pérez et al, 2006).
2.7. Uso de bencilaminopurina (BAP) en la propagacion de Musaceas

La bencilaminopurina (BAP) es un andlogo sintético de las hormonas conocidas como
citocininas, siendo una aminopurina derivada de la adenina, por lo cual es el principal
reactivo utilizado en la propagacion in vitro e in vivo de musaceas. La estimulacion y
activacion de yemas de banano para la proliferacion intensiva y abundante de plantas ha sido
lograda con el uso principalmente de citocininas sintéticas tales como la bencilaminopurina,
siendo su principal funcién la de romper la dominancia apical, para estimular la divisién
celular y la consecuente formacion de multibrotes y callos a partir de yemas axilares

(Orellana, 1994; Madhulatha et al, 2004; Dharaneeswara-Reddy et al, 2014).

Se han realizado diversidad de investigaciones con el fin de evaluar la respuesta
organogénica del cultivo de banano y platano a la aplicacion de BAP, tanto in vitro como in
vivo. En ensayos conducidos en condiciones in vitro, se ha estimado que dosis de 5 mg/L de
BAP producen un mayor incremento en el nimero de brotes y plantas obtenidas por
explantes, tanto en banano como en pldtano (Sunshine y Mogollén, 2008; Florio y Mogollén,
2011). Por su parte, Zaffari y Kerbauy (2006), obtuvieron mejor respuesta organogénica con
dosis de 7,5 mg/L de BAP para banano Gran Enano, coincidiendo estos resultados con los
obtenidos por Pérez et al., (2006), quienes reportaron mejor respuesta con 8 mg/L. de BAP
para el cultivo de platano macho. Para platano maquefio se ha establecido que la dosis de 5
mg/L de BAP también produce los mejores resultados en cuanto a tasas de multiplicacion

en condiciones in vitro (Canchignia et al., 2008a).
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Para la propagacion in vivo e in situ también se han estimado dosis de BAP, en banano y
platano. En este contexto, Canchignia et al., (2008b) determinaron que dosis de 30 mg/L
produjeron los mejores niveles de proliferacion in vivo a partir de cormos de banano y
platano. Por otra parte, Manzur (2001) determiné que con dosis de 40 mg/L. de BAP en
condiciones in situ logré proliferar hasta 156 plantas/cormo con el clon de platano FHIA-
20. As{ mismo, Pereira et al (2001), Osei (2006), Dayarani et ol (2013), Kindimba y
Msogoya (2014), lograron mayores tasas de multiplicacién in vive en banano y platano con
el uso de benzilaminopurina (BAP) tanto en condiciones de campo (in sifu) como en

condiciones de cdmaras de crecimiento {ex situ).
2.8. Uso de bioestimulantes en la propagacion de Musaceas

En la actualidad existe la tendencia de ir sustituyendo los reguladores de crecimiento
sintéticos utilizados en la propagacion de plantas, por productos bioactivos de origen
biologico, tales como los bioestimulantes, con la finalidad de reducir los costos de
produccion. Algunos bioestimulantes han demostrado ser efectivos en esta sustitucién de
hormonas sintéticas, ya que contienen andlogos de brasinoesteroides y fracciones de
hormonas vegetales naturales con los que se han obtenido resultados promisorios muy

halagadores en cultivos como muséceas, papa, arroz y tomate (Diaz e al., 2004).

Entre los bioestimulantes comerciales que se han utilizado con este fin se menciona al
Biobras que es un andlogo de brasinoesteroides, el bioestan y Liplant que se derivan del
humus de lombriz y el vermicompost, el Fitomas-E que se deriva de la cafia de aziicar y el
Rizobac que es un biopreparado de origen rizobacteriano (Héctor et al., 2002; Rodriguez,

1999; Diaz, 2002; Pérez, 2007; Izquierdo ef al., 2012).

En este sentido, experimentos realizados en el cultivo de platano se encontrd que con el uso
del Biobras y Bioestan como sustitutos de BAP y AIA, se produjeron resultados similares e
incluso superiores a los obtenidos con bencilaminopurina (BAP) y acido indolacetico (AIA),
es decir se encontraron iguales o mayores indices de multiplicacién, porcentajes de
sobrevivencia, brotacién y enraizamiento (Héctor ef af., 2007). Resultados similares fueron
encontrados por Pérez (2007) al utilizar el bioestimulante Fitomas-E en fase de

multiplicacion y aclimatacion, respectivamente en el clon FHIA-18. Por su parte, Russo ef
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al. (1995), encontraron una respuesta muy favorable en la aclimatacion de plantas de banano

Gran Enano, al tratarlas con un bioestimulante hiimico derivado del raquis del banano.

2.9. Aspectos morfo-fisiologicos en la propagacion vegetativa

En la propagacion vegetativa de plantas ya sea esta in vivo 0 in vitro, ocurren un sinniimero
de cambios y procesos morfo-anatdomicos y fisioldgicos que dan lugar a la formacion de
organos y el cuerpo entero de una planta. Sin embargo, cabe mencionar que una planta
originada mediante el cultivo de tejido in vitro, difiere en muchos aspectos de las que se
forman in vivo (Pierik, 1990; Tisserat et af, 1979). Esto puede deberse a que el crecimiento
in vitro es heterdtrofo, y por lo tanto estd influenciado por el ambiente fisico, quimico y
gaseoso de los envases utilizados durante los procesos de regeneracién. Por su parte el
crecimiento in vive ¢s autétrofo y depende de las condiciones enddgenas de los explantes

utilizados (Pierik, 1990).

Las plantas que crecen bajo condiciones ir vifro tienden a manifestar alteraciones en su
comportanmiento anatomico, morfologico y fisiologico, esto como consecuencia de haberse
desarrollado en un ambiente heterétrofo muy dependiente de las concentraciones
nutricionales, el substrato energético, concentraciones de CQOz y de las condiciones fisicas
tales como temperatura, luz y humedad relativa de los envases utilizados en este proceso
(Hazarica, 2006). Por lo tanto, las condiciones propias de las diferentes fases de la
micropropagacién crean situaciones de estrés que debilitan las plantas, llegando de esta
manera a presentar un fenotipo incapaz de adaptarse al trasplante directo en invernadero o

campo (Cafial ef al., 2001).

Durante la biologfa reproductiva de plantas, se distinguen dos ciclos: 1) el sexual y 2) el
asexual. El ciclo asexual se inicia mediante una parte vegetativa o explante, el cual puede
ser una yema, estaca, bulbo, rizoma, tubérculos, meristemos unipolares v bipolares como los
embriones somaticos, y fusién de protoplastos; de este modo el ciclo asexual es posible
gracias a la mitosis celular, ya que los cromosomas y genes son replicados en las células
hijas que son parte idénticas de la célula madre (Azcén y Taldn, 2008; Taiz y Zeiger, 2010).
Por lo tanto la mitosis celular es una actividad basica en la propagacidn asexual de plantas,
haciendo posible el empleo de muchas técnicas de propagacion (Hartmann y Kester, 1998).

Los principales procesos morfogénicos que se dan en la multiplicacién asexual de plantas
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son la organogénesis y la embriogénesis somatica, ambos procesos ocurren tanto en
condiciones in vitro como in vive, aunque esta tltima sucede de manera espontanea (Tisserat
et al, 1979; Radice, 2010). El inicio de una planta de banano, se aprecia en el meristemo
apical de un brote unipolar formado directamiente desde el explante madre, o a partir de
callos previamente formados. Se ha observado en investigaciones morfo-anatémicas, que en
banano Williams el 4pice del vastago (meristemo apical) presenta una forma de domo con
la estructura organizada tinica-corpus con una sola capa de tinica uniseriada (Ramirez et

al., 2008).

La conformacion de la thnica en Williams difiere de otros bananos, tales como el Dwarf
Cavendish y el Red banana, donde la tlnica estd conformada de dos y tres capas celulares,
respectivamente (Fahn er al., 1963; Biju et af., 1997). En este mismo contexto s¢ ha
determinado que las dimensiones del dpice del véstago en banano Williams varian tanto en
didmetro como en longitud, de acuerdo a las concentraciones de biorreguadores como la
Benciladenina (Ramirez et al., 2011), coincidiendo estos resultados con los obtenidos por

Lépez (2010).

Por otra parte, en los clones Gran Enano y FHIA-23 se ha determinado que los brotes
adventicios se originan en la base del cormo, es decir por debajo de la insercidn de las
primeras hojas, mientras que yemas axilares se originaron de puntos meristematicos pre-
existentes ubicados arriba de la zona del cormo en la insercién de las hojas, es decir, que las
yemas axilares se originaron en las axilas de las hojas y los brotes adventicios en lIa base del
explante o cormo, a partir del procambium (Lépez, 2010). Finalmente cabe indicar que las
caracteristicas morfo-anatomicas y la capacidad morfogénica regenerativa (organogénica y
embriogénica) depende del genotipo y el tipo de tejido utilizado en la propagacion (Urdaneta
et al., 2006; Albarrén et al., 2009; Lopez, 2010).

2.9.1. Morfogénesis

La morfogénesis o desarrollo vegetativo in vivo 0 in vifro se define como un proceso morfo-
fisiologico en el cual ocurre la génesis o formacion de érganos y comprende las fases del
crecimiento (cambios cuantitativos) y la diferenciacién celular (cambios cualitativos), lo
cual hace posible la transformacién de un cigoto o explante vegetativo a una planta completa

(Segura, 2008). El crecimiento es un proceso irreversible y se produce esencialmente por la
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divisién de células v la expansion celular (aumento en tamafio), en cambio la diferenciacion
celular conduce a la especializacion de las células, ya que por si mismo el crecimiento no da
origen a un cuerpo organizado, por lo tanto para que el cuerpo de una planta se desarrolle,
es de vital importancia que las células se especialicen y asi lleguen a ser estructural y
funcionalmente diferentes (Azcén y Talon, 2008; Taiz y Zeiger, 2010). Finalmente la
organogénesis y la embriogénesis somadtica son las dos principales vias morfogénicas por la

que se produce la regeneracién de plantas superiores (Litz, 1993).
2.9.2. Organogénesis

La organogénesis es uno de los eventos morfogenéticos mediante ¢l cual se producen
drganos tales como raices y tallos, en momentos separados (crecimiento unipolar), donde se
producen y desarrollan meristemos apicales que daran origen a una planta (Radice, 2010).
El potencial organogénico de los vegetales, estd dado por la totipotencialidad de las células,
que no es otra cosa que la capacidad morfogénica de estas para regenerar un cuerpo completo

(Rodriguez et al, 1996).

La organogénesis puede ocurrir por dos vias principales, conocidas como directa e indirecta;
la primera se refiere a la obtencidn de brotes y raices directamente del explante original, lo
cual no involucra la formacién de callo o desdiferenciacion celular, por lo tanto esta ruta
organogénica ofrece la seguridad de que las plantas obtenidas sean clones idénticos a las
plantas madre. La segunda ruta organogénica se la denomina indirecta debido a que se induce
la formacién de tejido calloso alrededor del explante inicial, a partir de los cuales se forman
brotes y raices (Woodward, 1997; Zhang y Lemaux, 2004). La propagacion comercial de
plantas clonales neo es aconsejable mediante la organogénesis indirecta, debido a que existen
grandes posibilidades de que se produzca variacién genética o también denominada

variacion somaclonal (Rodriguez et al, 1996).

Durante el proceso organogénico, se distinguen tres fases bien diferenciadas, en la primea
las células adquieren competencia, es decir que estas adquieren la capacidad de receptar y
responder a una sefial especifica del desarrollo (Ezhova, 2003). La segunda fase se denomina
determinacién la cual involucra cambios fenotipicos estables que persisten en la ausencia
del estimulo que lo indujo, en otras palabras es la formacién especifica de dorganos

influenciada por hormonas vegetales (Ezhova, 2003). Finalmente, en la tercera fase el
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desarrollo o morfogénesis prosigue independientemente del suministro de fitohormonas

(Sugiyama, 2000).
2.9.3. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somadtica es un proceso morfogenético por el cual se generan embriones a
partir de células somaéticas haploides o diploides con capacidad de regenerar el cuerpo
completo de una planta. Los embriones somaticos se caracterizan por tener crecimiento
bipolar, con un eje radical-apical que carecen de conexion vascular con el explante madre,
siguen las mismas etapas de desarrollo que los embriones cigdticos pero no son el resultado

de la fecundacion de gametos (Litz, 1993; Gomez, 1998).

La embriogénesis somdtica se induce mayoritariamente en condiciones in vitro, aunque
ocurre de manera natural in vivo en muchas especies vegetales (Tisserat ef al, 1979). Al igual
que la organogénesis, la embriogénesis somética se puede producir por dos rutas, la directa
en la cual los embriones aparecen directamente sobre el explante madre, mientras que en la
indirecta es indispensable la formacién de tejido calloso o etapa de desdiferenciacion, a partir
de la cual se diferenciaran las células en embriones somaticos (Tisserat, 1991; Strosse et al,

2003).

En monocotiledoneas el proceso de desarrollo dé los embriones sean estos cigbticos o
sométicos, siguen el mismo patrén secuencial, es decir que comprenden los estados
globulares, escutelares y la fase del coleoptilo (Gray, 2000). En muséceas los embriones
somaticos pueden ser obtenidos a partir de diferentes 6rganos o explantes; pudiéndose
utilizar desde embriones cigéticos, hojas, cormo, escapos, flores masculinas y femeninas.
Finalmente cabe indicar que la embriogénesis somética en musaceas tiene sus limitaciones,
pues con frecuencia se obtienen plantas fuera de tipo y ademés se ha observado para los
genotipos AAB reversion en algunos cultivares, tal es el caso poco frecuente de la variedad

de platano “curaré” revertida a dominico (Aguilar et al, 2008).
2.9.4. Callogénesis

La callogénesis es un proceso mediante el cual un tejido diferenciado o explante (raiz, tallo,

hoja, flor, cormo, etc.) desarrolla tejido calloso mediante la desdiferenciacién celular
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inducida por fitorreguladores en condiciones in vitro o por el estimulo de heridas en
condiciones in vivo, que se presenta como un mecanismo de cicatrizacién (Gonzélez et al,
2002). El proceso de la desdiferenciacién celular, ocurre previo a la formacién del callo, y
consiste en la perdida de especializacion de un conjunto de células para dar origen a tejidos
de tipo meristematico (Rivero, 2011). Cuando las células del callo comienzan a
diferenciarse, se posibilita la formacién posterior de 6fganos a través de la organogénesis
indirecta o de embriones somaticos mediante la embriogénesis somdtica indirecta, por lo

cual los callos proporcionan gran cantidad de células totipotentes con alta capacidad de

regenerar plantas completas (Gonzélez et al, 2008; Evans et al, 2003).

La ventaja més relevante del tejido calloso es su capacidad morfogénica de formar érganos
de crecimiento bipolar (embriones somaticos) y meristemos de origen unipolar (raices y

brotes). Sin embargo, la principal desventaja es la inestabilidad genética que conlleva a la

expresion de variantes somaclonales; dicho problema podria deberse a la ocurrencia de
eventos genéticos o epigenéticos (Dodds, 1985). La variacién genética de los callos ocurre
en la desdiferenciacion de las‘ células, ya que durante la etapa de induccion se alteran
procesos celulares que producen inestabilidad o aberraciones cromosémicas, mutaciones
puntuales, diferentes niveles de ploidia e irregularidades cariocinéticas (Cardone et al,

2010).

La friabilidad es la propiedad mas importante que debe alcanzar un callo, y se define como

la tendencia de las células callosas a separarse entre si, callo friable es aquel que se disgrega

con facilidad, por lo cual se c‘onsidera como el ideal para formar una suspension celular
embriogénica, que por lo general esta formada por masas proembriogénicas de color blanco-
transliicido (Aguilar er al, 2008; Urdaneta et al, 2006). Finalmente en banano y plétano se
ha observado que los callos friables se producen en condiciones in vitro a partir de los seis
meses de cultivos de flores masculinas inmaduras procedentes de ambas musaceas, cuyas
células ubicadas en la periferia del callo se desprenden con facilidad y dan origen a células

embriogénicas (Urdaneta et al, 2006; Biberach, 1995).
2.9.5. Rizogénesis

La rizogénesis se define como el desarrollo de raices adventicias a partir de cualquier parte

vegetativa de una planta (esqueje, estaca, bulbo, cormo, etc.), e implica la transformacion de
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los tejidos internos y los de la base de tallos y esquejes, que provocan la formacion de los
primordios radicales. El proceso rizogénico se inicia en la zona basal o pre-basal de los
explantes o esquejes, siendo el origen de las raices netamente enddgeno, que una vez
diferenciadas atraviesan la corteza y salen al exteriér, mientras que simultdneamente en el
interior se conectan al tejido conductor del explante o esqueje madre (Baldini, 1992;

Martinez, 2009).

La rizogénesis esta influenciada por algunos factores genéticos, fisiologicos, fisicos y
quimicos (De Klerk et al, 1999). Los de tipo fisioloégico y quimico se ven favorecidos
principalmente por el contenido de auxinas, que a niveles adecuados aceleran la induccion
de meristemos radicales y aumentan la cantidad y calidad de raices formadas, aunque el
desarrollo de estas estd determinado genéticamente por la especie vegetal y a la variedad

cultivada (Martinez, 2009; Navarro y Perea, 1996).

Entre los factores fisicos que influencian la rizogénesis son principalmenté luz y
temperatura. La calidad de la luz es uno de los factores importantes en la rizogénesis ya que
sus variaciones van a influir en la homeostasis hormonal. En este sentido, la luz roja parece
inducir mayor cantidad de raices secundarias, mientras que la luz azul inhibe todo efecto de
las auxinas en el proceso de rizogénesis (Zolla et al, 1997). Por otra parte, la etiolacién ha
sido reportada como un factor muy significativo sobre el proceso de rizogénesis, en este
sentido Salisbury y Ross (2000) mencionan que la formacién de raices adventicias es
abundante sobre tallos de algunas especies vegetales que crecen en condiciones de
oscuridad., esto segun William y Norton (1972) se debe a que la etiolacion del tejido vegetal

provoca una acumulacién de auxinas.

Otro de los factores involucrados en los procesos rizogénicos, es la temperatura del substrato
(Crozon y Neyroud, 1990). En este sentido la rizogénesis se ve favorecida en aquellos
substratos con capacidad de mantener temperaturas elevadas, que contribuyen al aumento
del metabolismo para la produccién enzimas propias del material vegetal (Margara, 1988;
Montoya, 1993). Ademds el estado nutricional del tejido vegetal y especificamente la
relacion carbono — nitrégeno (C/N), es un aspecto endégeno que estimula el enraizamiento,
pues una relacion C/N alta favorece el enraizamiento en muchas especies de plantas

(Hartmann y Kester, 1998).
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2.10. Calidad de plantula

Existen varios conceptos de calidad por parte de varios autores. En este sentido Cetina et al
(1999) mencionan que la calidad de planta esta relacionada con aspectos morfo-fisiolégicos
que le permiten adaptarse y sobrevivir a las condiciones abi6ticas del sitio definitivo. Por su
parte Rodriguez (2008) indica que una planta de calidad es aquella que posee caracteristicas
morfo-fisiolégicas que le permiten aclimatarse y desarrollarse vigorosamente en €l campo
de plantacién definitivo. Estos conceptos de calidad han llevado a los productores y
viveristas a la biisqueda de la planta ideal o la calidad ideal (Birchler et al, 1998). En este
aspecto Toral (1997) describe como una planta ideal aquella capaz de sobrevivir en el campo
con altas tasas de crecimiento inicial. Sin embargo, la calidad ideal de una planta es el
resultado de su componente genético (genotipo) y del ambiente de propagacion (Landis et

al, 1995; 1998).
2.10.1. Tipos de calidad de plantula

La calidad de una planta es el resultado de cuatro componentes basicos como son: Calidad
genética, morfoldgica, fisioldgica y sanitaria (Villar, 2003; Serrada ef al, 2005). La calidad
genética hace referencia a la procedencia del material de siembra, dado que el mismo debe
proceder de parentales superiores con caracteristicas fenotipicas deseables, las cuales deben
ser heredadas y correspondientes a su genotipo (Quiroz et al, 2001). La calidad morfolégica
y fisiologica de una planta es dependiente de sus atributos genéticos y se refiere a los estados
que pueden adoptar un conjunto de caracteres funcionales mas o menos plasticos
relacionados con la economia hidrica, estado nutricional y la capacidad de formar estructuras
que caracterizan su morfologia, ademas de tolerar factores abidticos que le permitiran
adaptarse de mejor manera en el campo (Villar, 2003; Meza et al, 2009; Rodriguez, 2008).
Por ultimo la calidad sanitaria tiene que ver con la presencia de fitoparasitos que puedan
reducir su fututo desarrollo, por lo cual hay que procurar que el material de siembra sea

completamente sano (Villar, 2003; Serrada et al, 2005).
2.10.2. Indicadores, criterios o parametros de calidad de plantulas

Para la determinacion de la calidad de una planta préxima a ser trasplantada al campo

definitivo, se utilizan pardmetros fenotipicos denominados morfolégicos y pardmetros
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internos de planta que se denominan fisiolégicos (Gomes et al, 2002). Estos pardmetros
morfo-fisiolégicos son de tipo cuantitativos tales como Altura de planta, diametro del tallo,
nimero de hojas, drea foliar, biomasa aérea, biomasa radical (Quiréz el at, 2001; Rodriguez,
2008). Los parametros cualitativos se basan en el aspecto y desarrollo de planta que se
pueden caracterizar a simple vista tales como el vigor, coloracion de tallos y hojas,
deformaciones radicales, tallos multiples, presencia o ausencia de raices, etc. (Dominguez et
al, 2001; Villar, 2003). En la determinaciéon de la calidad fisiologica también se usan
variables como el estado hidrico, nutricional, contenido de carbohidratos, liberacion de
electrolitos, intercambio gaseoso, conductancia estomdtica, contenido de clorofila, tasa

fotosintética, etc. (Toral, 1997; Bichler et al, 1998; Dominguez et al, 2001).

Debido al gran ntimero de variables morfologicas y fisiologicas ya sean cuantitativas o
cualitativas, se hace dificil seleccionar una variable especifica e interpretar la calidad de una
planta (Bichler et al, 1998), razén por la cual a partir de la caracterizacion morfo-fisiol6gica
se han generado indices que estiman la calidad de una planta, mediante valores numéricos
facil de obtener tales como el indice de vigor o esbeltez, indice de calidad de Dickson,
relacion parte aérea/radical, drea foliar especifica, etc., los cuales han dado la pauta para el
establecimiento de estindares de calidad en vivero (Quiréz et al, 2001). En este sentido
seglin Cetina et a/ (1999) un indice de calidad es la combinacion de dos 0 mas parametros
morfo-fisiologicos que describe atributos abstractos de las plantas como son el balance y el
vigor, y determina el valor mas aproximado en la prediccion del comportamiento y
rendimiento de la planta en campo, en comparacion con lo que determine cualquier

parametro individual.

2.10.3. indices de calidad mas utilizados

Entre los indices mas utilizados para evaluar la calidad de una planta en vivero son: indice
de vigor o esbeltez, indice de calidad de Dickson y relacién parte aérea/radical (Gonzdlez,
1993).

2.10.3.1. indice de vigor o esbeltez

Es definido como la relacion entre la altura de la planta (cm) y el didmetro del tallo (mm) y

se obtiene al dividir la altura sobre el diametro (Toral, 1997). A menor indice la planta es
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mas vigorosa y por lo tanto de mayor calidad, por lo contrario valores altos indican que la
planta es mas esbelta y menos fuerte al producirse desproporcion entre la altura y el didmetro.
En este sentido Thompson (1985) menciona que lo ideal es que este indice sea menor a 6,
dado que por encima de este valor la planta puede sufrir dafio por viéntos y sequia. Por lo
tanto el indice de esbeltez estima el grado de resistencia mecanica de las plantas a factores

abidticos adversos (Alarcon, 1999).
2.10.3.2. indice de calidad de Dickson

Este parametro fue propuesto por Dickson et al (1960), el cual permite evaluar la calidad de
la planta a través de la integracion de caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas, tales como
el peso total de la planta, el indice de vigor o esbeltez y la relacion entre parte aérea/radical,
por lo tanto es una medida integral del vigor de la planta, donde valores altos de este indice
representan una mejor calidad, indicando asi una mayor potencialidad de adaptarse y
desarrollarse en un ambiente particular (Gonzales, 1993; Barajas et al, 2004). La féormula de

Dickson se expresa matematicamente de la manera siguiente:

Peso seco biomasa total (g)

ICD =

Altura (cm) Peso seco aéreo (g)

+
Diadmetro (mm) Peso seco radical (g)
2.10.3.3. Relacion biomasa aérea/biomasa radical

Es el balance entre la parte transpirante y la parte absorbente, y se calcula habitualmente a
partir de la relacion de los pesos secos de cada una de las partes (Bichler et al/, 1998). Una
planta de calidad debe presentar un relacion biomasa aérea/radical los mas baja posible para
asegurar su sobrevivencia en campo (Rodriguez, 2008). En este sentido, valores bajos de
parte aérea/raiz indican una mayor capacidad para superar el momento critico del arraigo,
por lo que se vera favorecida la absorcion de agua frente a las pérdidas, lo cual es una
condicion favorable para zonas secas. Esto debido a que una relacién parte aérea/raiz baja
indica que las raices son abundantes con respecto al follaje y por lo tanto habra mayor

capacidad para evitar o soportar la deficiencia hidrica (Oliet, 2000).
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ITI. MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del experimento

La investigacion se desarroll6 en la Granja Experimental “La Teodomira” perteneciente a la
Facultad de Ingenieria Agronémica de la Universidad Técnica de Manabi, desde noviembre
del 2013 a abril del 2014. La granja se localiza en el km 12 /> de la via Portoviejo — Santa
Ana, Provincia de Manabi, Ecuador, y ubicada geograficamente en las coordenadas 01°09°

de latitud sur y 80°21" de longitud oeste a una altitud de 47 msnm.

3.2. ENSAYO 1: “Efecto de cuatro niveles de bencilaminopurina (BAP) y Basfoliar

sobre la tasa de multiplicacion del banano cv. Williams en cimara térmica”.

3.2.1. Material vegetal

Para el experimento se utilizaron cormos de banano cv. Williams procedentes de hijos
espada de entre 1 a 1,5 m de altura, a los cuales se les removid las raices y la parte cortical
hasta que quede completamente blanco (Figura 1). Esto con la finalidad de eliminar restos
de nemétodos fitopardsitos (Radopholus similis, Helicotylenchus multicinctus 'y
Meloidogyne sp), asi como también huevos, larvas, pupas y adultos de picudo negro
(Cosmopolites sordidus) y cochinillas (Dysmicoccus texensis). Con esta labor se garantiza

que las plantulas obtenidas sean de alta calidad sanitaria.

Figura 1: Hijuelo de 1 m de altura seleccionado y limpio listo para la siembra

26



Una vez limpios los cormos, se procedié a separar el pseudotallo dejando solo una porcién
de 5 cm en el cuello del cormo. Seguidamente, los cormos fueron sumergidos por un lapso
de 20 minutos en una solucién insecticida — nematicida compuesta por Vydate 24L. (oxamyl)
en dosis de 13 ml por cada 10 litros de agua. Luego, a los cormos se extrajo el meristemo
apical con la ayuda de un cuchillo a una profundidad de 4 cm, con el objetivo principal de
inhibir la dominancia apical y ademads con el interés de dejar una cavidad donde se aplicéd
las diferentes concentraciones de bencilaminopurina (BAP), seguidamente se procedio a
disectar transversalmente el pseudotallo en forma de asterisco, profundizando los cortes
hasta el cuello del rizoma, con la finalidad de que el agua que gotea producto de la
condensacion del plastico en la cdmara térmica, drene hacia el exterior, y asi evitar que se

acumule agua en la cavidad dejada en el centro del cormo (Figura 2).

3.2.2. Camara térmica

La cdmara térmica consistié en una estructura armada de 9 x 18 x 2,5 m de ancho, largo y
alto, respectivamente, utilizando materiales de la zona (cafia guadua, madera, etc.), la cual
fue cubierta con plastico térmico transparente de 0,6 mm de espesor con proteccion UV, con
la finalidad de generar calor dentro de la misma y asi estimular la brotaciéon temprana e
intensiva de hijuelos y posteriormente de callos y plantas adventicias. Dentro de la cdmara
térmica fueron colocadas las bolsas de polietileno de color negro de 15 x 18 pulgadas, donde
fueron sembrados los cormos tratados e inducidos (Figura 3). El sustrato contenido en las
bolsas de polietileno estuvo compuesto por suelo — arena — compost en una relacion 4 — 3 —
3, con la finalidad de crear buenas condiciones de retencion de agua, buen drenaje y

adecuada fertilidad.
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Figura 3: Camara térmica y cormos tratados e inducidos

3.2.3. Factores y niveles estudiados

Factor A: Cuatro concentraciones de Bencilaminopurina (BAP)

e OmgL’!

s 20mgL’
*» 40mglL’!
e 80mgL!

Factor B: Cuatro concentraciones de Basfoliar (bioestimulante)
¢« 0 ml/planta
¢ 20 ml/planta
* 40 mi/planta

s 80 ml/planta

A continuacién se consignan los tratamientos en el Cuadro 1;
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Cuadro 1: Resumen de tratamientos evaluados en el ensayo 1.

80

TS
T9
T13

T10
T14

TI15

T8
T12
T16

/s ml/cormo de producto comercial

e La fuente de citocinina utilizada fue la “6-benzylaminopurine plant cell culture

tested” de la marca SIGMA, con una pureza superior al 99%.

o El bioestimulante utilizado fue el Basfoliar Algae, que es producido por la firma

BASF (The Chemical Company), y que basicamente estd compuesto por extractos

de algas con minerales, fitohormonas, carbohidratos, aminodcidos y vitaminas. A

continuacion en el Cuadro 2 se la composicion del producto.

Cuadro 2. Composicion quimica del bioestimulante Basfoliar Algae

Minerales Vitami
- ’Ni;;rc‘Sg’,er’lc’) (ﬁ) A, bBil,i32,WC“ /”I‘Araza;” mAli;cma \ Trazas’
Fésforo (P20s) 3 Manosa 3 A, Pantoténico | Trazas | Citocinina | Trazas
Potasio (K20) 5 Fructosa 6 Biotina Trazas | Giberelina | Trazas
Magnesio (Mg) 0.3 Xilosa 045 A. Folico Trazas
Otros Trazas Galactosa 0.38 A. Nicotinico | Trazas
Otros Trazas Carotenos Trazas
Giicina 1.31 Licina Is.c;l(;u\c‘inha 0.34 Prolina 0.69 ‘
A. Glutdmico 0.93 Hidroxiprolina 0.54 Tirosina 0.30 Serina 0.35
Alanina 0.76 Valina 0.51 Treonina 0.29 Cisteina 0.06
Leucina 0.73 Fenilalanina 0.45 Metionina 0.23
A. Aspartico 0.69 Arginina 0.38 Histidina 0.09
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3.2.4. Aplicacion de los tratamientos

La Bencilaminopurina fue disuelta primeramente en una solucién 4cida conformada por 2
ml de agua destilada estéril y 2 ml de 4cido acético. Una vez disuelto el compuesto, se
procedi6é a agregar lentamente agua destilada estéril a 33°C hasta completar 1 litro de
volumen, luego se ajusto el pH a 5,8 agregando gotas de &cido acético. Los tratamientos se
aplicaron en la cavidad dejada en cada cormo madre a razén de 4 ml de las respectivas
concentraciones de BAP. Luego, cuando la primera generacion de brotes (R1) alcanz6 una

altura de 25 cm, se procedié a extirpar el meristemo apical con la finalidad de estimular la

proliferacion de yemas adventicias y callos (Figura 4).

Coriﬁo Virnducid phcacién Bfotes de pméra T
de BAP generacion (R1)

Plantas adventicias

Figura 4: Aplicacion de bencilaminopurina (BAP) para la induccion de callos y brotes adventicios

Las aplicaciones de bencilaminopurina (BAP) se realizaron en la mafiana y fuera de la
camara térmica bajo sombra, donde se dejé los cormos tratados por 24 horas, con la finalidad
de evitar que la solucién hormonal se evapore o se descomponga por efecto de las altas
temperaturas, que se generan en la cdmara. Al dia siguiente, cuando la solucién hormonal
aplicada en la cavidad de los cormos, penetré completamente al interior del mismo, se
procedié a sembrar los cormos en las bolsas de polietileno dentro de la camara térmica. El
bioestimulante Basfoliar que es de naturaleza liquida se aplicé superficialmente en drench
alrededor del cormo a los 15 dias después de la siembra en cadmara térmica, es decir cuando
comenzaron a emitir las primeras raices. La aplicaciones del Basfoliar se volvieron a repetir

cada cuatro semanas junto con la fertilizacion, dado que los cormos independientemente del
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nivel de BAP y Basfoliar evaluadoe, fueron fertilizados con el producto “YaraMilla™
Complex™ en dosis de 10 g/cormo con el objeto de mantener el estado nutricional de los
cormos. En total se realizaron cuatro aplicaciones del Basfoliar. El fertilizante YaraMilla™
Complex estd compuesto de 12% de N, 19% de P20s, 18% de K20, 2.7% de 6xido de Mg,

20% de triéxido de S, 0.02% de Mn, 0.015% de B, 0.2% de Fe y 0.02% de Zn.

La primera cosecha de plantulas fue realizada a los 50 dias después de la siembra, y de ah{
en adelante se realizaron cosechas consecutivas cada cuatro semanas, realizandose un total

cuatro cosechas (Figura 5).

Lt

Figura 5: Plantas cosechadas provenientes de callos y adventicias

3.2.5. Variables registradas

s Dias ala brotacion: se registrd en dias desde ¢l momento de la siembra hasta cuando
los cormos evaluados en cada parcela experimental emitieron al menos un brote bien
diferenciado.

+ Niimero de brotes primarios (R1): se determiné contabilizando el niimero total de

brotes primarios producidos por cada cormo.
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e Numero de brotes primarios que formaron callo: se determind contabilizando el
niimero de brotes primarios que lograron formar tejido calloso.

e Nimero de plantulas provenientes de callo: se determiné al final del experimento,
contabilizando la cantidad de plantulas totales procedentes de tejido calloso en cada
cormo evaluado.

e Nimero de plintulas adventicias: se determiné al final del experimento,
contabilizando la cantidad de plantulas totales adventicias producidas en cada cormo
evaluado.

e Tasa de multiplicacién: se obtuvo mediante la formula siguiente:

Ne de plantulas totales (adventicias + procedentes de callo)

NP° de cormos iniciales (unidad experimental)

3.2.6. Disefio experimental y analisis de datos

El disefio experimental utilizado fue un Bloques Completos al Azar (DBCA) con
tratamientos factoriales A (BAP) x B (Basfoliar), con cuatro repeticiones/tratamiento, y cada -
unidad experimental estuvo conformada por cuatro cormos. En la Figura 6 se muestra el
croquis de campo con la respectiva distribucion de los tratamientos y repeticiones. El analisis
de datos se realizé con la ayuda del Statistical Analysis System (SAS 9.1) (SAS Institute,
2004), y para la comparacién de medias se utilizé la prueba de Tukey (p< 0.05). El modelo
estadistico utilizado fue el siguiente:

Yijr=pn+ Ri+ Aj+ Bi+ (AB) jx + e
Dénde:

Yijx= es la observacion perteneciente al k ésimo nivel del factor B, al j ésimo nivel del factor
A, en la réplica i.

M = es la media general.

R;=es el efecto del i ésimo bloque o réplica.

Aj = es el efecto debido al j ésimo nivel del factor A.

By = es el efecto debido al k ésimo nivel del factor B.

(AB);jx = efecto de la interaccion entre el j ésimo nivel del factor A y el k ésimo del factor B.

eiix = es el efecto del error experimental
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Figura 6: Croquis del ensayo experimental con sus respectivos tratamientos y repeticiones
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3.3. ENSAYO 2: “Potencial dc enraizamiento y calidad de tres estados fenologicos y

dos tipos de plantulas de banano cv. Williams obtenidas en camara térmica™.
3.3.1. Material vegetal

Fn ambos tipos de plantulas (adventicias y de callo), “FACTOR A”, se seleccionaron tres
estados fenoldgicos “FACTOR B”, que se describen a continuacion y se muestran ¢n la

figura 7.

3.3.2. Estados fenologicos

Estado Fenoldgico 1 (EF1): Plantulas con hoja bandera rudimentaria
Estado Fenolégico 2 (EF2): Plantulas con hoja bandera y una hoja normal formada

Estado Fenologico 3 (EF3): Plantulas con hoja bandera y mas de una hoja normal formada.

EF1 callo EF1 adventicia
EF2 callo EF1 adventicia

‘
EF3 callo

Figura 7: Estados fenoldgicos evaluados en ambos tipo de planta
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3.3.3. Ambiente de enraizamiento

Para el enraizamiento, las plantas fueron colocadas en envases plasticos (Figura 8), los
cuales contenian agua con la finalidad de estimular el enraizamiento (Figura 9). Ademads, se
cambié el agua cada cinco dias. El porcentaje de enraizamiento fue evaluado a los 5, 10 y
15 dias, en cada estado fenologico. Una vez cumplido los 15 dias de enraizado en agua, las
plantas fueron trasplantadas a bolsas de y;olietileno de 6 x 9” (Figura 10), donde se las dejé
crecer por 60 dias, para luego proceder a evaluar sus caracteristicas morfolégicas y calidad,
en cada estado fenoldgico y tipo de planta estudiada. Las plantulas qué hasta los 15 dias no

emitieron raices fueron consideradas como muertas.

Figura 8: Plantulas colocadas en agua para Figura 9: Plantulas enraizadas en agua
su enraizamiento.

Figura 10: Plantulas en diferentes estados de desarrollo luego del enraizado
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3.3.4. Variables registradas

e Porcentaje de enraizamiento (%): se determiné a los 5, 10 y 15 dias, mediante la

siguiente formula:
N° de plantulas enraizadas

PE x 100

Ne° de plantulas totales

Para el efecto, se contabilizaron el total de plantas/tratamiento, para luego contabilizar el
namero de plantas enraizadas a los 5-10-15 dias de establecido el experimento. Las plantas
que no emitieron raices hasta los 15 dias se las consideré como plantas muertas. Para el
ensayo de enraizamiento se utiliz6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con
tratamientos factoriales A (tipo de planta) x B (estado fenolégico) con 6 repeticiones por
tratamiento. Cada unidad experimental estuvo conformada por 10 plantulas. El andlisis de
datos se efectud con la ayuda del Statistical Analysis System (SAS 9.1) (SAS Institute,

2004), y la separacion de medias se realiz6 con la prueba de Tukey (p< 0.05).
3.3.5. Evaluacion de atributos morfo-métricos y calidad a los 60 dias de aclimatacion

Se utilizaran los principales indices morfo-métricos y calidad propuestos por Birchler et al

(1998), para definir la calidad de plantas en condiciones de aclimatacion.

e Altura de planta: se determind en cm a los 60 dfas después del trasplante, midiendo
desde el nivel del suelo hasta la V formada por las dos tltimas hojas.

e Diametro del pseudotallo: se determindé en mm a nivel del suelo a los 60 dias
después del trasplante.

e Nimero de raices: se determiné a los 60 dias después del trasplante, para lo cual se
contabiliz6 el nimero de raices que se formaron directamente del cormo.

¢ Longitud de raices: se determin6 en cm a los 60 dias después del trasplante. Se
midi6 desde la zona conectada al cormo hasta el 4pice de la masa radical.

o Indice de vigor o esbeltez: es la relacion entre la altura de la planta (en cm) y su
didmetro (en mm).

¢ Peso seco biomasa aérea: se determiné en g con la ayuda de una balanza gramera

marca AND a los 60 dias después del trasplante. Para ello todo el tejido aéreo de las
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plantas (hojas, pseudotallo y cormo), fue colocado en una estufa marca MERMAID
a 105°C por 72 horas hasta alcanzar peso constante.

e Peso seco biomasa radical: se determiné en g con la ayuda de una balanza gramera
marca AND a los 60 dias después del trasplante. Para ello todo el tejido radical, fue
colocado en una estufa marca MERMAID a 105°C por 72 horas hasta alcanzar peso
constante.

o Indice de calidad de Dickson: este indice integra a los anteriores y se calcula
mediante la relacién entre el peso seco total de la planta (g) y la suma de esbeltez y
la relacion biomasa aérea/radical. A mayor indice de Dickson mejor serd la calidad
de la planta. A continuacion se describe la formula:

Peso seco biomasa total (g)

ICh =

Altura (cm) Peso seco aéreo (g)

+
Diametro {mm) Peso seco radical (g)

e Area foliar: Se determiné en cm? debido a que son plantas en fase de vivero, lo cual
se registrd a los 60 dias después del trasplante, y se calculd con la formula propuesta

por Kumar ef al. (2002).

AFT=LxAxKxNxK;

Dénde:

AFT = Area foliar total en cm?

L = Largo de la tercera hoja

A = Ancho de la tercera hoja

K (0,80) = Factor de curvatura de Murray (1960).

N = Numero total de hojas al momento de la evaluacion

K2 (0,662) = Nuevo factor de curvatura de Kumar ez af. (2002).

3.3.6. Disefio experimental y analisis de datos

Para la evaluacién de atributos morfo-métricos v de calidad, se utilizdé el Disefio
Completamente al Azar (DCA), con tratamientos factoriales A (tipo de planta) x B (estados
fenolégicos), donde cada tratamiento estuvo conformado por 10 pldntulas. El andlisis de
datos se efectué con la ayuda del Statistical Ana]ysis System (S48 9.1) (SAS Institute,
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2004), v la separacion de medias se realizd con la prueba de Tukey (p< 0.05). El modelo

estadistico que se utilizé fue el siguiente:

Yl_'fk =u +A4; + Bj + (AB)y + ejin
Dénde:

Y = es el k ésimo elemento perteneciente al j €simo nivel del factor B y al i ésimo
tratamiento del nivel del factor A.

H =¢s la media general.

A; = es el efecto debido al # ésimo nivel del factor A.

Bj = es el efecto debido al j ésimo nivel del factor B.

(AB); = efecto de la interaccion entre el / ésimo nivel del factor B y ¢l 7 ésimo del factor A.

ey = s €l efecto del error experimental,
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ENSAYO 1: “Efecto de cuatro niveles de bencilaminopurina (BAP) y Basfoliar

sobre la tasa de multiplicacion del banano cv. Williams en cimara térmica”.

En el Cuadro 3, se observa que el analisis de varianza mostré diferencias altamente
significativas para el factor bencilaminopurina (BAP) en todas las variables evaluadas,
mientras que para el factor Basfoliar (bioestimulante) y la interaccion BAP x Basfoliar no
hubo diferencias estadisticas para ninguna de las variables. Esto indica que el efecto de los
niveles de bencilaminopurina son independientes de los niveles del bioestimulante Basfoliar.

En los anexos 1 — 6 se muestran los ANOVA de las variables estudiadas.

Cuadro 3: Significancia estadistica de la fuente de variacion (FV) y coeficiente de variacion
(CV) de las variables evaluadas, bajo el efecto de cuatro niveles de belcilaminopurina y el

bioestimulante Basfoliar. Portovicjo, Ecuador 2014,

: o
N as - ~Tasa de

~Brotacién R1Y . adventicias® . multiplicacién
BAP 0.001" 0.001" 0.001™ 0.001™ 0.001* 0.001™
Basfoliar 0.634™ 0.212% 0.519™ 0.919% 0.914" 0.916™
BAP x Basfoliar  0.930™ 0.191™ 0.713™ 0.799 0.173% 0.378™
CV.% 3.97 6.13 7.93 6.78 10.15 5.88

FV = Fuentes de variacién; BAP = Bencilaminopurina; Basfoliar (Bivestimulanie}; BAP*Basfolier = Interaccion entre factores
"' No significativo; ** Altamente significative a = 0.0J.

" Brotes de primera generacion

¥ Plantas formadas a pariir del tefido calloso del brote RI inducido (Figura 11}

¥ Plantas formadas direciamenie del cuerpo del brote R1 inducide (Figura 12)

Los coeficientes de variacion obtenidos en el andlisis de las variables se consideran normales
al tipo de estudio realizado, dado que se asemejan a los obtenidos por Pereira ef al (2001);
Da Silva et al (2006); Basail et al (2012); Florio y Mogollon (2011), quienes realizaron

trabajos relacionados al presente estudio.
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Figura 11: Plantas formadas a partir de tejido Figura 12: Plantas adventicias formadas
calloso. directamente del brote R1.

El nulo efecto del bioestimulante Basfoliar sobre las variables evaluadas, pudo deberse a la
alta temperatura que genero la cimara térmica, que durante el dia se mantuvo por encima de
los 40°C (Figura 13), aunque esto dependié del nivel de irradiacion solar recibida. Ademaés,
el Basfoliar fue aplicado en drench alrededor del cormo, y como este bioestimulante esta
compuesto basicamente de nutrientes organico y mineral, las altas temperaturas pudieron
haber afectado la absorcidn de los nutrienies por las raices, puesto que segiin Taiz y Zeiger
(2010) temperaturas por encima de 45°C pueden ser perjudiciales para la mayoria de
¢species, ademds de afectar la estabilidad de las membranas debido a la excesiva fluidez de
las mismas, que finalmente reduce su pérdida de funcionalidad. Esto coincide a lo expresado
por Mathers (2003) quien menciona que temperaturas por encima de 30°C pueden inhibir la
funcionalidad de las raices y temperaturas por encima de 39°C pueden dafiar las rafces. Asi
mismo McMichael y Burke (2002) mencionan que las altas temperaturas del suelo afectan
la actividad enzimatica, la divisién celular y la elongacion de la raices, lo cual puede

comprometer sus funciones vitales.

En el caso de banano, factores ambientales como la temperatura influyen sobre la tasa de
absorcion de nuirientes por las raices, incluso se ha determinado bajo condiciones
controladas que la temperatura Optima para la absorcién de nutrientes varia con cada
elemento (Turner and Lahav, 1985; Turner, 2003; Turner ef al, 2007). Segin Bassirirad
(2000), la fisiologia de las raices puede verse seriamente afectada por altas temperaturas del
suelo, dado que se afecta la cinética de la absorcién de agua y nutrientes, esto por el
incremento de la suberizacién y la deposicién de materiales de la pared celular secundaria

detrds de la zona de clongacion, lo cual disminuye el didmetro del vaso del xilema
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aumentando asi la resistencia a la absorcion (Boyer, 1985; Oosterhuis, 1983). En este mismo
sentido Huang et al (2012), mencionan que las altas temperaturas causan dafio tanto a brotes
vegetativos como a las raices, siendo estas ltimas mas sensibles al estrés térmico, lo cual

puede explicar el nulo efecto del Basfoliar sobre las variables estudiadas.
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Figura 13: Temperatura promedio alcanzada en el interior de la camara térmica en diferentes
horarios del dia. Los promedios obtenidos son el resultado de cuatro muestreos consecutivos.

Portoviejo, Ecuador 2014.

Actualmente, con el aumento de la temperatura global, muchos han sido los estudios
realizados para estudiar el potencial impacto de altas temperaturas sobre la absorcion
nutrientes en varios cultivos (Waraich et al, 2012). En este sentido, Falah et al (2010)
determinaron mediante experimentos en plantas de tomates establecidas en solucién
nutritiva, que altas temperaturas en la zona radicular afecto significativamente la absorcién
de agua y nutrientes como nitrato, fosfato, potasio y calcio, tanto a corto como a largo plazo,
lo cual se relacioné al aumento de la oxidacion enzimatica de compuestos fenélicos de la

epidermis y corteza de la raiz, los mismos que la necrosan afectando su funcionalidad.

Bajo este mismo contexto, Giri (2013) utilizé tomate como planta modelo para evaluar el
efecto de temperaturas normales 25:20, moderadas 35:30 e intensas 42:37°C de dia y noche
respectivamente, sobre el crecimiento de raices y la tasa de absorcion de nutrientes, donde

menciona que las raices se vieron severamente afectadas tanto por temperaturas moderadas
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e intensas. Giri (2013) concluye que altas temperaturas redujeron la biomasa radical, la
cantidad de proteinas que integran las membranas, la concentracién y absorcién de
nutrientes, lo cual ocurre como consecuencia de la disminucion del metabolismo y la
actividad de proteinas relacionadas a la absorcién de minerales. Asi mismo Hao et al (2012);
Huang et al (2012) y Wahid et al (2007), exponen que el estrés por altas temperaturas al
afectar el crecimiento de las raices, restringe la absorcion de agua y nutrientes minerales lo
cual afecta la biosintesis de hormonas que se producen en las raices y se transportan a la

parte aérea de la planta, causando asi un desbalance entre brotes y raices.

Otro de los aspectos que pudieron haber influenciado la temperatura del suelo y afectar asi
la fisiologia de las raices, y por ende la absorcion del bioestimulante evaluado, es el hecho
que los cormos fueron establecidos en bolsas plasticas de polietileno negro, los cuales segiun
Mathers et al (2007) absorben maés calor al absorber la totalidad de la radiacion recibida, ya
que tienen poca capacidad de reflejar la luz. Esto coincide con lo expuesto por Markham et
al (2011) quienes mencionan que los contenedores de colores oscuros elevan la temperatura

del sustrato pudiendo afectar el crecimiento, morfologia y funcionalidad de las raices.

En el Cuadro 4, se muestra el efecto de los niveles de bencilaminopurina (BAP) sobre las
variables dias a brotacion, nimero de brotes R1 y niimero de brotes R1 que formaron callo.
Se puede apreciar que los niveles de 40 y 80 mg L' de BAP son estadisticamente iguales
entre si pero difieren a los niveles 0 y 20 mg L' de BAP, respectivamente, donde se
evidencia una menor precocidad para la emergencia de brotes con 19.17 y 19.43 dias con 40
y 80 mg L' de BAP, respectivamente, en comparacién a los niveles de 0 y 20 mg L™! de
BAP con 21.68 y 21.35 dias, lo cual corresponde a una diferencia de 2 dias. En cuanto al
numero de brotes de primera generacion (R1) y el total de estos que lograron producir callos,
se observa una similar tendencia, donde los niveles de 40 y 80 mg L de BAP produjeron la

mayor cantidad de brotes R1 y callos formados a partir de estos.
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Cuadro 4: Comparacién de medias para las variables dias a brotacion, niimero de brotes R1

y niimero de brotes R1 encallados, bajo el efecto de cuatro dosis de bencilaminopurina

Haciomd

acion:deicall
P e CERIATRS, T 5 R BRI AR S ik T e A
0 21.68 b* 470 b 2.87b
20 21.35b 4,60 b 2850
40 19.17a 5.55a 355a
80 1943 a 585a 3.64a
Promedio 20.41 5.18 3.23
C.V. 3.97% 6.13% 7.95%

*Promedios dentro de cohummas seguidos con la misma letra son estadisticamente iguales segiin la prueba de Tukey (p<0.05)
YBrotes de primera generacion (R1) que tras la eliminacion de la dominancia apical producen tefido calloso.

Los resultados obtenidos son cercanos a los reportados por Pereira et af (2001) quienes al
evaluar niveles y combinaciones de fas citocininas BAP+TDZ en banano cv. “Maca”
propagado in vivo obtuvieron un total 5.73 brotes por rizoma con la combinacién BAP 10
mg L' + TDZ 20 mg L™, y 4.72 brotes por rizoma en el testigo no tratado. Asi mismo con
la mayor dosis de BAP+TDZ reportaron un periodo de brotacion de 24 dias en comparacion
a los 32 dias que le llevo brotar al testigo sin tratamiento. Bajo la misma metodologia
Canchignia et af/ (2008b) evaluaron niveles y combinaciones de BAP y AIA sobre la
proliferacién de cormos en banano y platano, reportando que la dosis que produjo la mayor

cantidad de brotes de primera generacidn fue la de 30 mg L! de BAP.

Por otra parte, los resultados difieren a los obtenidos por Msogoya v Mwakisitu (2014)
quienes reportan que la mejor concentracién de citocininas para obtener mayor cantidad de
brotes R1 en menor tiempo de emergencia, es de 2 mg L' de tidiazuron (TDZ) en cultivares
de banano Cavendish y French plantain, lo cual se asemeja a lo obtenido por Langford et al.
(2012) y Dayarani et al. (2013) quienes lograron mayor cantidad de brotes R1 ¢n menor
tiempo de brotacion con concentraciones bajas de BAP, en banano macro-propagado. Estas
diferéncias, quizas se deban a la forma como fue aplicada la hormona, puesto que Msogoya
y Mwakisitu et al. (2014) y Langford et al. (2012) sometieron los cormos a remojo por 12

horas y 30 minutos, respectivamente, en las diferentes concentraciones de BAP, mientras
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que en el presente estudio, al igual que los realizados por Pereira et al. (2001) y Cachignia
et al. (2008}, la hormona fue aplicada en la cavidad dejada por la extirpacidn del meristemo
apical. Es probable que dentro de la cdmara térmica se necesiten mayores concentraciones
de 6-BAP debido a altas temperaturas, ya que segin estudios realizados por Todorova et al.
(2005) en Arabidopsis thaliana, los contenidos endogenos de citocininas disminuyen con

temperaturas extremas.

Alvarez et al (2013) determinaron que cormos de platano desprovistos del meristemo apical
y sometido a altas temperaturas en cdmara térmica brotan con mayor rapidez, observandose
la emergencia de Jos mismos 18 dias después de la siembra; ademas se produjo una mayor
produccion de brotes/cormo en el interior de la cdmara térmica, en comparacién a Ia baja
cantidad que se obtiene al ambiente. Este hecho indica que la mayor cantidad de brotes y
rapidez de brotacion de los rizomas sometidos a camara térmica no se debe solamente al
efecto de reguladores de crecimiento como BAP, sino que también la temperatura ejerce un

efecto determinante en la activacién de yemas laterales.

Esto concuerda a lo observado por Lepoint et al (2013) quienes al evaluar la macro-
propagacion de cormos de cuatro cultivares de Musa spp., establecidos en tres tipos de
sustratos v dos prototipos de camaras de crecimiento, ubicadas en dos localidades con
diferencias térmicas, siendo una de 18°C y la segunda de 25°C, determinaron que
temperaturas més elevadas favorecieron significativamente una mayor produccién de
brotes/cormo y menor tiempo en la emergencia de los mismos, independientemente de los
cultivares, sustratos v prototipos de cdmaras de crecimiento evaluados. Fn este mismo
contexto Kwa (2003) describe la importancia de la temperatura y humedad relativa en
camaras de propagacién para alcanzar mayores tasas de multiplicacion y acelerar la

emergencia de brotes, lo cual es posible incluso sin ¢l uso de hormonas,

El Cuadre 5, muestra la influencia de los niveles de bencilaminopurina (BAP) sobre el
nimero de plantas de callo, adventicias y tasa de multiplicacion obtenida por cormo. Se
aprecia que los niveles de 40 y 80 mg L' de BAP fueron estadisticamente iguales entre s
pero diferentes a los niveles de 0 y 20. Ademaés el nivel de 20 fue estadisticamente diferente
al nivel de 0 mg L-! de BAP para todas las variables mostradas en el Cuadro 5. Los niveles
de 40 y 80 mg L'! BAP proporcionaron la mayor cantidad de plantas obtenidas por cormo,

tanto provenientes de callos, adventicias y totales, con 36.29, 10.98 y 47.27 plantas,
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respectivamente con el nivel de 40, y 34.67, 10.65 y 45.32 plantas, respectivamente con el
nivel de 80. Por su parte, Jos niveles de 0 y 20 mg L' de BAP fueron los que presentaron
menores tasas de multiplicacion, tanto de plantas procedentes de callos como adventicias,

aunque el nivel de 20 fue superior al de 0 mg L' de BAP.

Cuadro 5: Comparacién de medias para las variables nimero de plantas de callo, nimero
de plantas adventicias y tasa de multiplicacion, bajo el efecto de cuatro dosis de

bencilaminopurina (BAP). Portoviejo, Ecuador 2014.

v Qonc.egt'faghi:;t)jhés:'de‘ BAP
VA esmg 1

" Plantas de callo & sa'de Multiplicacién

0 18.67 ¢* 729¢ 2596¢

20 26.56b 864b 3520b

40 36.29a 1098 a 4727a

80 34.67a 10.65 a 4532 a
Promedio 29.04 9.39 33.44
C.V. 6.78% 10.15% 5.88%

*Promedios dentro de columnas seguidos con la misma letra son estadisticamente iguales segiin la prueba de Tukey (p=0.05)

Los resultados son coincidentes a los encontrados por Dayarani ef af (2013) quienes reportan
mayor cantidad de plantas totales/cormo asi como también plantulas derivadas de los brotes
primarios previamente despojados del meristemo apical y tratados con BAP. En el mismo
contexto Kindimba y Msogoya (2014) reportaron un total de 17.11 plantas/cormo en el
platano cv. “Itoke Sege” sumergido en solucién BAP a dosis de 1.5 mg/L. en contraste al
tratamicnto testigo (sumergido en agua) que produjo menor cantidad de plantas. Por su parte
Osei (2006) al tratar una planta inicial del platano ¢v. “Apantu™ en campo con benciladenina
(BA) y agua de coco, y posteriormente a los hijuelos establecidos en un propagador, reportd
un total de 1000 plantulas obtenidas con esta metodologia un afio después de los
tratamientos. Asf mismo Mendoga ef af (2003) mencionan que es posible obtener entre 20 a
50 plantas/cormo con .la inhibiciéon de la dominancia apical y la aplicacién de
bencilaminopurina. Manzur (2001) reporta haber obtenido hasta 156 plantas/cormo en
platano FHIA-20 tratado con de 40 mg L™ de BAP después de extraer el meristemo apical

del cormo principal, y el de los brotes primarios y secundarios, respectivamente.
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Los resultados en general indican que la bencilaminopurina ejerce un efecto significativo en
la proliferacién de callos y brotes adventicios que conllevan a una mayor tasa de
multiplicacion in vivo, lo cual es similar a lo observado en la propagacion in vitro de
Musdaceas, donde ¢l efecto de la bencilaminopurina y las citocininas sintéticas en general han
sido determinantes para alcanzar mayores tasas de multiplicacién. Bajo este contexto,
trabajos realizados por Gomez et al (1995), Arinaitwe et al (2000), Garcia et al (2002),
Garcia ef al (2006), Muhammad ef af (2007), Colmenares y Giménez (2007), Shirani et of ‘
(2010), Jafari et af (2011), Sipen and Davey (2012), Demissie (2013) y Dharaneeswara-
Reddy ez a/ (2014) indican una mayor proliferacion de callos, brotes adventicios y plantulas
regeneradas por explante, con el uso de citocininas sintéticas como bencilaminopurina,
benciladenina, kinetina, zeatina, 2iP y thidiazuron, lo cual demuestra la importancia de estas
hormonas en la activacion de yemas latentes ¢ induccién de mayor actividad organogénica

en ¢xplantes de banano y platano.

En la Figura 14, se muestra la diferencia porcentual de la cantidad de plantas obtenidas con
cada nivel de BAP, en comparacion al tratamiento testigo, las barras muestran un 34, 80 y
73 % de plantas adicionales obtenidas con 20, 40 y 80 mg/L. de BAP, respectivamente, en
contraste al testigo no tratado con la hormona. Por lo tanto los resultados indican un
incremento en el niimero de plantas a medida que se incrementan las dosis de BAP hasta
llegar al nivel de 40 mg/L, sin embargo, a partir de este nivel el nimero de plantas decrece,
lo cual indica que mayores dosis influencian en menor medida la organogénesis in vive en

el cultivar de banano Williams.

Independientemente de la dosis de BAP utilizada, el efecto de la bencilaminopurina sobre
una mayor tasa de multiplicacién, puede estar en funcion del contenido endogeno de
citocininas alcanzado en los cormos tratados con BAP, resultando en un balance hormonal
favorable a las citocininas, dado que una relacion baja Auxina/Citocinina favorecera la
induccién de brotes vegetativos (caulogénesis), mientras que una relacion alta favorable a
las auxinas induce a la formacion de raices (rizogénesis), esta teorfa fue propuesta por
Skoog-Miller en el afio 1957 y en la actualidad es la tesis mas aceptada para explicar el
control hormonal de la organogénesis (Salisbury y Ross, 2000; Taiz y Zeiger, 2010; Azcon

y Taldn, 2008; Ying-Hua ef af, 2011).
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Figura 14: Diferencia porcentual del nimero de plantas adicionales obtenidas con las
diferentes dosis de BAP en comparacion al testigo sin BAP, en el cultivar de banano

Williams. Portoviejo, Ecuador 2014.

Las citocininas favorecen la activacién de yemas adventicias y la formacion de callos al
reducir la dominancia apical gobernada por las auxinas, puesto que estas se biosintetizan en
el meristemo apical, por lo tanto, la eliminacidon mecédnica del mismo disminuye la
dominancia de las auxinas, favereciendo asi el efecto de las citocininas en la activacion de
yemas latentes. En la camara térmica, probablemente por efecto de las altas temperaturas no
hubo buena proliferacion de raices y por ende sintesis de citocininas, razén por la cual, la
aplicacién de citocininas exdgenas, més las ya presentes en el cormo provocaron un
desbalance hormonal favorable a las citocininas con relacion a las auxinas, resultando de
esta manera mayor induccion de callos y proliferacion de plantulas. En este sentido, se ha
‘comprobado que al aplicar citocininas sintéticas a yemas axilares de varias especies, resulta
en una mayor tasa de divisién celular (citocinesis) que conlleva a una mayor regeneracion
de meristemos (Kakimoto, 2003; Madhulatha et al, 2004; Taiz y Zeiger, 2010). Lépez (2010)
encontrd mayor formacion de puntos meristeméticos en banano Enano Gigante y FHIA-23

que originaron mayores tasas de proliferacion con ¢l uso de citocininas sintéticas.

Actualmente-se conoce que las citocininas también son sintetizadas en las partes aéreas de
las plantas tales como las regiones nodales de los tallos, sin embargo seglin Tanaka et @/

(2006) la biosintesis se ve inhibida por la dominancia apical gobernada por las auxinas.
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Tanaka el af (2006) también mencionan que la biosintesis de citocininas en los nudos del
tallo estd gobernada por la expresion de los genes (PsIPT1 y P&IPTZ), los cuales al producirse
la ruptura de la dominancia apical ya sea por dafio mecdnico (decapitacién del meristemo) o
aplicacion exdgena de citocininas sintéticas, se promueve de inmediato la expresién de los
mencionados genes que conllevan a una mayor sintesis de citocininas endoégenas, que por
ende inducen ¢l crecimiento de brotes adventicios (Mtller and Leyser, 2011), pues segiin lo
expuesto por Matsumoto-Kitano ef af (2008) las citocininas endogenas sefializan la
regulacion del desarrollo del cambium y el crecimiento secundario de los tallos. Las
evidencias cientificas hasta aqui descritas sustentan los resultados obtenidos en la presente
investigacion, donde la bencilaminopurina ejerce un claro efecto sobre la tasa de
multiplicacién del cultivar de banano Williams macro-propagado en camara térmica,

aclarando sin embargo que hay una respuesta diferencial con cada dosis probada.

En este contexto, varios son los trabajos que denotan una respuesta organogénica diferencial
de los explantes de banano hacia dosis de bencilaminopurina, lo cual puede estar en funcién
al tamafio del explante, el genotipo y el ambiente propio del método de propagacion. Este
hecho lo demuestra Dharaneeswara-Reddy ef af (2014) quienes evaluaron en condiciones in
vitro dosis crecientes de BAP desde 0.5 hasta 9.4 mg/L aplicadas al medio solido MS en la
proliferacién del cultivar de banano “Gran Naine”, obteniendo la mayor proliferacion de
plantas normales con dosis de 2 mg L', por encima y debajo de esta dosis Ja tasa de

multiplicacidon disminuyd, incluso con dosis mas elevadas se produjeron plantas anormales.

En este mismo contexto Muhammad et af (2007) evaluaron diferentes dosis de BAP en la
multiplicacién in vitre del cultivar de banano “Basrai”, utilizando medios sélidos y liquidos
de MS, alcanzandose mejor tasa de multiplicacion con 4 mg L' de BAP en medio MS
liquido. Asf mismo Arinaitwe et af (2000) determinaron el efecto de varias dosis y tipos de
citocininas sobre las tasas de multiplicacion de tres cultivares de banano micropropagados,
cuyos resultados indican una respuesta diferencial de los cultivares hacia las diferentes dosis
y tipos de citocininas estudiadas. En relacién a lo anterior, cabe aclarar que en el presente
estudio con la concentracién de 80 mg L' de BAP se evidencio la produccién de masas de

callo que produjeron plantulas con caracteristicas atipicas a una plantula normal.
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Entre los sintomas atipicos que se presentaron fue el desarrollo de plantas con aparente
sintomas de gigantismo con tallos débiles, acuosos y hojas deformadas, asi como también m
VII. RFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS asa de callos con brotes de crecimiento irregular y
arrosetado (Figura 15). Las plantulas fuera de tipo no fueron contabilizadas durante el

registro de datos.

Figura 15. Plantulas de banano con hojas y tallos deformes (izquierda), y masa de callo con brotes de

crecimiento irregular y arrosetado (derecha).
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Otra de las caracterfsticas atipicas que se presento fue el desarrollo de hojas con decoloracion

y rayado del tejido (Figura 16).

Figura 16. Plantulas de banano con presencia de decoloracién y rayado del tejido foliar.

50



Si se compara estas anormalidades con plantulas y callos que presentan desarrolle

caracteristico normal (Figura 17), se aprecian claras diferencias fenotipicas.

Figura 17. Callos y Pldntulas de banano con caracteristicas fenotipicas normales.
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Las caracteristicas atipicas encontradas en algunas plantulas puede deberse a las altas dosis
de bencilaminopurina aplicada en los cormos, lo cual pudo haber provocado anomalias
fisiologicas como la hiperhidricidad, necrosis, amarillamiento y senescencia prematura de
los tejidos, problemas que han sido reportados para banano micro-propagado (Roels et al,
2005; Bairu er al, 2008). Por ofra parte, también se ha relacionado altas dosis de
bencilaminopurina y otros reactivos a base de citocininas con variaciones genéticas. En este
sentido Giménez et al (2001) mencionan que altas dosis de BA estuvieron muy implicadas
en el aumento del mimero de cromosomas en la variante somaclonal CTB-03 derivada del
cv. Williams. Asi mismo, Roels et al (2005) obtuvieron mayor incidencia de variacion
somaclonal en banano a mayor dosis de citocininas. A la misma conclusién llegaron
Bidabadi et af (2010) quienes determinaron que altas dosis de BAP y TDZ acumularon
mucha variacién genética en cultivo de tejidos de banano. Finalmente, Vasane ef af (2009)
mencionan que la variegacion en hojas asf como tallos elongados y en general plantulas
deformes, son anomalias tipicas de variantes somaclonales que se producen durante el

cultivo de tejidos de banano.

En cuanto a la influencia del ambiente de multiplicacion Colmenares y Giménez (2007)
mencionan haber obtenido hasta 166.5 yemas maultiples/explante de pldtano *“Harton
Gigante” con 100 uM de benciladenina en medio liquido de sistemas RITA, mientras que
en medio sélido con la misma dosis de benciladenina solo se¢ alcanzé un total de 36 yemas
miultiples/explante. Este hecho indica la influencia del ambiente sobre la tasa de
multiplicacién de Muséceas, independientemente del tipo y dosis de hormona utilizada. Asi
mismo a nivel de macro-propagacion Lepoint ef a/ (2013) mencionan que la proliferacion
de plantas de banano estd en funcion del genotipo v el ambiente, dado que obtuvieron mayor
numere de plantas en ambientes con 25°C en comparacion a localidades de 18°C, sin
embargo, la tasa de multiplicacién vario con cada cultivar, siendo el cv.
“KAMARAMASENGE?” el que presento la menor tasa de multiplicacidn, en comparacion a
los cvs. ‘IGISAHIRA’, ‘FHIA-17" y ‘MZUZL® con 22, 25 y 28 plantas/cormo,

respectivamente,

Bajo este mismo contexto, Kwa (2003) al propagar platano (AAB) y bananc (AAA)
mediante la técnica PIF (Propagacion mediante fragmentos de rizoma por sus siglas en
francés) en condiciones de invernadero, obtuvieron en promedio entre 10 a 20

plantas/fragmento de rizoma, siendo los cultivares de platano tipo AAB los que presentaron
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la mayor tasa de multiplicacién en contraste con el cultivar de banano “Gran Naine” (AAA)
que mostro baja tasa de multiplicacion., Por otra parte Alvarez ef af (2013) al someter cormos
de plitano cv. “Dominico Hartén™ a condiciones de cdmara térmica con temperaturas
mayores a 45°C, alta humedad relativa e inhibicion de la dominancia apical obtuvieron hasta
90 plantas/m%mes, en contraste a los 35 plantas/m*/mes que obtuvieron en condiciones
ambientales normales. Esto coincide con lo réportado por Njukwe ef al (2007) quienes
mencionan que es posible obtener hasta 50 plantulas/cormo en propagadores con alta
temperatura y humedad 10 semanas después de la siembra de los cormos. As{ mismo Lescot
y Staver (2013) describen que con ¢l uso de cdmara térmica y la inhibicién de la dominancia
apical se logran hasta 60 plantas/cormo. Es probable, que las altas temperaturas generadas
en la camara térmica, no afecten la actividad interna del cormo, debido a que las vainas
externas que lo recubren estdn llenas de espacios de aire, el cual ha sido catalogado como un

aislante térmico por naturaleza.

Los resultados encontrados en este trabajo reflejan la importancia del ambiente generado por
la camara térmica sobre una mayor proliferacion de plantas de banance Cavendish cv.
Williams, donde fue posible alcanzar sin el uso de la hormona BAP una tasa de
multiplicacion de 26 plantulas/corme, lo cual coincide con lo reportado por Rhoda (2013)
quien obtuvo una tasa de multiplicacién de 27 plantas/cormo bajo las mismas condiciones
de propagacion con el genotipo Cavendish, lo cual es una ventaja significativa frente a las 7
plantas que se obtienen con el método de propagacion tradicional. Esto indica la influencia
de latemperatura en la activacién de yemas latentes y proliferacion de callos, lograndose asi
mayores tasas organogénicas in vivo. Esto concuerda con lo expuesto por Blomme ef af
(2000) quienes mencionan que la temperatura juega un papel fundamental en el inicio de la
brotacion de yemas, dado que el banano tiene mayor tasa de crecimiento con humedad
ambiental y temperaturas elevadas (Aristizabal y Jaramillo, 2010; Martinez y Cayén, 2011;
HortNews, 2012}, mientras que con temperaturas bajas se reduce la actividad metabdlica,
con lo cual se retrasa la division celular del meristemo y por lo tanto la brotacion de yemas

(Cayén, 2004).
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4.2. ENSAYO 2: “Potencial de enraizamiento y calidad de tres estados fenolégicos y

dos tipos de plantulas de banano cv. Williams obtenidas en cAmara térmica”.

En el Cuadro 6, se aprecia que el andlisis de varianza reporto significancia estadistica solo
para los efectos principales (tipo de planta y estado fenologico), mientras que para la
interaccién tipo de planta*estado fenoldgico no hubo diferencias significativas para ninguno
de los tiempos de enraizamiento evaluados. Esto indica la independencia de los niveles de
cada factor. En cuanto a los coeficientes de variacion se pueden considerar normales al tipo
de estudio, dado que son coincidentes con los reportados por Nogueira et af (2004), Al-Amin
et al (2009), Alves (2012) y Gabriel et al (2013), quienes realizaron estudios relacionados a

enraizamiento de musaceas. En los anexos 7 — 9 se muestran los ANOVA correspondientes.

Cuadro 6: Significancia estadistica de la fuente de variacion y coeficientes de variacion de
la variable porcentaje de enraizamiento a los 5, 10 vy 15 dias de enraizado en agua. Portovigjo,

Ecuador 2014,

Tipo de planta 0.0090** 0.0311* 0.0004%*
Estado fenolégico 0.0002%* 0.0003** 0.0001 %%
Tipo de planta x Estado fenolégico 0.7919" 0.4148™ 0.0805"
CV.% 18.39 13.63 6.24

NS = No significative; * Significativo (p=0.035) y ** Altamente significativo (p<0.01)

En la Figura 18, se observa que de acuerdo al tipo de planta, las procedentes de callo
mostraron mayor potencial de enraizamiento con 53.2, 75.6 v 86.4 % a los 5, 10 y 15 dias,
respectivamente, en contraste a las plantas adventicias que solo alcanzaron porcentajes de
enraizamiento de 44.8, 68.2 y 79.5 % en el mismo periodo de evaluacién, por lo que de
acuerdo a la prueba de Tukey (p=<0.05) las plantas de callo son significativamente mejores

que las adventicias para enraizar.
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Porcentaje de enraizamiento de acuerdo al tipo de planta
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* Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales segun ef test de Tukey (p<0.05)

Figura 18. Potencial de enraizamiento en agua de plantulas de banano cv. “Williams”

provenientes de brotes adventicios y callos obtenidos en camara térmica. Portoviejo,

Ecuador 2014,

Los resultados indican que el tipo de planta influye en el enraizamiento, siendo las
procedentes de tejido calloso las que presentan mayor enraizamiento y por lo tanto mayor
sobrevivencia, lo cual puede estar en funcién al origen de la plantula, dado que las que se
forman a partir de tejido calloso crecen muy conglomeradas entre si, lo cual genera una
competencia por espacio, obligando a'la plantula a formar su propio cormo independiente a
medida que comienzan a crecer sobre la masa de callo (Figura 19 A), por lo tanto al
momento de la cosecha se desprenden facilmente sin producirse mayor dafio (Figura 20 A).
En contraste las plantas adventicias o axilares al formarse directamente del cuerpo del hijuelo
de primera generacion (Figura 19 B) son mas-susceptibles a ser dafiadas dado que debe

separarselas con la ayuda de un cuchillo ¥ por lo tanto su cormo resulta con una herida de

mayor tamaiio (Figura 20 B).
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Figura 19. Piantulas formadas a partir de masa callosa (A) y directamente del cuerpe del
brote de R1 (B), la flecha indica la mayor drea de conexidn entre la planta adventicia y el
brote R1, lo cual resulta en mayor dafio al momento de la extraccion. Portovigjo, Ecuador

2014.

Figura 20. Plantula originada de tejido de calloso (A) notese que su cormo se encuentra
integro después de la extraccién. Plantula adventicia (B) notese la herida provocada por el

cuchillo al momento de la extraccion. Portoviejo, Ecuador 2014.
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La mayor herida producida en las plantas adventicias pudo ser la causa del menor potencial
de enraizamiento en agua, dado que el tejido interno del cormo al estar en contacto directo
con el medio sufrio oxidacion o fenolizacion del tejido (Figura 21 A), en comparacién a la
planta procedente de tejido calloso que no presentd oxidacion del tejido, puesto que su cormo
no sufrié un dafio significativo (Figura 21 B). En este sentido Concepcion et al (2005)
mencionan que la propagacion convencional es de baja eficiencia debido a que la elevada
fenolizacién impide un buen enraizamiento, lo cual es coincidente por lo expuesto por
Latsague y Lara (2003), quienes mencionan que los compuestos fendlicos en
concentraciones clevadas se comportan como promotores de la oxidacion de auxinas

interfiriendo de esta manera con la formacion de raices adventicias de esquejes.

Figura 21. Pldntula adventicia con oxidacién del cormo (A) y planta procedente de callo sin

oxidacion del cormo (B), luego del enraizamiento en agua. Portoviejo, Ecuador 2014,

El ennegrecimiento causado por la oxidacion fendlica ocurre por la accidén de las enzimas
polifenol oxidasa (PPO) y tirosinasas que se biosintetizan cuando los tejidos sufren heridas
como consecuencia de los cortes realizados para separar los brotes del explante madre
(Amiot er af, 1996; Anderson y levinsh, 2002). Asi mismo, Azofeifa (2009) indica que
cuando los tejidos son lesionados las células sintetizan mayor cantidad de enzimas oxidativas
conocidas como polifenol oxidasas (PPQO), fenolasas, tirosinasas y peroxidasas (POX), dado
que las células reconocen la herida provocada por un corte o lesion como un estrés y
reaccionan produciendo mayores niveles de especies de oxigeno reactivo (ROS) y especies
43874
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de nitrogeno reactivo (RNS), que finalmente producen estrés nitro-oxidativo a los tejidos

(Mittler, 2002; Van Staden ef af, 2006, Abdelwahd et o, 2008; Pompeu et al, 2008).

E la Figura 22, se muestran los porcentajes de enraizamiento de acuerdo al estado fenolégico
de las plantulas evaluadas. Se observa que a los 5 dfas de enraizado los estados fenologicos
EF2 y EF3 son estadisticamente iguales segiin el test de Tukey (p<0.05) y muestran mayor
porcentaje de enraizamiento con 54.9 y 53.3%, respectivamente, en contraste al 38.9% de
enraizamiento mostrado por el EF1, el cual resulté ser significativamente diferente (p<0.05)
a los estados fenoldgicos EF2 y EF3. Situacidn similar se dio a los 10 dias de enraizado
donde los estados fenologicos EF2 y EF3 fueron significativamente iguales entre si (p=<0.05)
con 76.7 y 78.8% de enraizamiento, pero diferentes al estado EF1 que mostrd un 62.3% de
enraizado para el mismo periodo. Finalmente, a [os 15 dias de enraizado el estado fenologico
EF3 mostré el mayor porcentaje de enraizamiento con 94.7, siendo estadfisticamente
diferente (p<0.05) a los estados EF2 y EF1, los mismos que solo alcanzaron el 83.3 y 70.8%

de enraizamiento, respectivamente.

Porcentaje de enraizamiento de acueido al estado fenclogico.
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Figura 22. Potencial de enraizamiento en agua de tres estados fenolégicos (EF) de plantulas

de banano cv. “Williams” obtenidas en cdmara térmica. Portoviejo, Ecuador 2014,

Los resultados sugieren que el tamafio de las plantulas influencia la organogénesis radicular,
donde los estados EF2 y EF3 alcanzaron mayor potencial de enraizamiento en todos los

tiempos evaluados independientemente del tipo de planta. Sin embargo, al final del ensayo
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el estado fenoldgico EF3 fue el que alcanzo el mayor porcentaje de enraizado, Jo cual indica
que fisiolégicamente en este estado de desarrollo posiblemente haya mayor cantidad de
meristemos radiculares diferenciados y activos a nivel del cormo y por lo tanto las plantulas
estan mas aptas para enraizar y sobrevivir. En este sentido Taji et af (2002) mencionan que
a mayor tamafio del explante mayor sera el potencfa] prolifico y la regeneracion directa de

Organos.

Los resultados se asemejan a los obtenidos por Gabricl e af (2013) quienes mencionan haber
alcanzado 100% de supervivencia en plantulas de banano cv. Lacatan con tamafios en altura
de 7-10 cm en contraste a los 86.67% obtenidos con tamafios de 3-6 cm. Asi mismo Sosa-
Rodriguez et af (2009) obtuvieron mayor supervivencia y enraizamiento en explantes de
Heliconia standley mayores a 3 cm en contraste a los explantes de menor tamafio. Por su
parte, L.opez (2010) obtuvo mayor respuesta organogénica in vitro en el banano cv. Gran
Enano cuando utilizd explantes de 1 cm, en comparacién con la reducida o nula respuesta
de explantes de 0.5 cm. Resultados similares fueron encontrados por Goswami y Handique
(2013) quienes al evaluar tres tamafios de explante (5-10-20 mm) sobre la respuesta
organogénica in vitro de tres cultivares de banano, obtuvieron mayor respuesta organogénica

y porcentaje de supervivencia en los explantes de 20 mm.

El enraizamiento de las plantulas de banano en agua independientemente del tamafio y del
tipo de planta (callo y adventicia) fue un método eficiente para el enraizado previo al
trasplante en bolsas, lo cual podria mejorarse con la adicion de hormonas tipo auxinas al
agua. Los resultados obtenidos en este estudio parecen indicar que el agua activa diversos
procesos fisiologicos relacionados con la induccion y activacion de primordios radicales que
se encuentran preformados en el cormo, lo cual desencadena la formacion y crecimiento de
raices adventicias como consecuencia quizas de! estrés hipoxico que causa la falta de
oxigeno bajo condiciones de inundacién, pues los cormos de las pldntulas permanecieron

hasta 15 dias en agua.

Varios son los trabajos reportados donde se ha aplicado el remojo o sumersién de esquejes
en agua con la finalidad de promover la formacién de raices adventicias. En este sentido
Petersen y Phipps (1976) al dejar por varios dias de remojo en agua esquejes de algunos
clones de Populus spp., obtuvieron mayor enraizado que en esquejes no remojados; a los 5

dias de remojo se produjo la emergencia de las primeras raices adventicias. Asi mismo
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Desrochers y Thomas (2003) determinaron que esquejes de Populus spp., de 10 cm de
longitud y remojados 2 dias en agua tuvieron un enraizamiento optimo en comparacion a los
esquejes de 5 cm, lo cual coincide con lo reportado Gékbayrak et af (2010) quienes describen

que la sumersién en agua de esquejes de Vid cv. 41B por lo menos 24 horas mejora

significativamente el enraizamiento.

Por su parte, Dawood ef al (2013) reportaron la presencia de raices adventicias entre 2-4 dias
después de la inundacién en maceta de plantulas de Solanum dulcamara, 1o cual se relaciond
a una mayor division y elongacion celular en los primordios. Bajo este mismo contexto Chen
et al (2002) determinaron que pldntulas de Lepidium latifolium incrementaron el nimero de
raices adventicias bajo inundacion, lo cual se relacioné a una mayor acumulacién de etileno.
Resultados similares fueron alcanzados por Martin et af (2004) quienes observaron mayor
cantidad de raices adventicias y porcentaje de supervivencia en esquejes de Salix nigra
sumergidos en agua, lo cual coincide a lo reportado por Tilley y Hoag (2008) para la misma

gspecie.

La formacién de raices adventicias en plantas inundadas (hipoxia) ocurre como consecuencia
de la acumulacién de auxinas en la base de los tallos lo cual estimula la formacién de
primordios radicales (McNamara y Mitchell, 1990; Vidoz et af, 2010). Esta acumulacion de
auxinas se ha relacionado al incremento del nivel de etileno en tallos sumergidos, por lo que
podria ser un mediador de dicha acumulacidn, aunque también se ha verificado una
interaccidon entre la auxina y el etileno, dado que la acumulacion de auxina en el tallo
incrementa la sintesis adicional de etileno que al mismo tiempo estimula el flujo de la auxina
hacia la parte sumergida carente de oxigeno (McNamara y Mitchell, 1991; Vidoz ef al,
2010). La produccion de etileno desencadena una serie de respuestas fisiologicas ante la falta
de oxigeno, entre las cuales el desarrollo de raices adventicias que contienen arénquima es
una de las principales respuestas a la inundacion, aunque estos eventos varian con la especie

vegetal (Jackson, 2002; Evans, 2003; Bailey-Serres y Voesenek, 2008).

En el Cuadro 7, se muestra que el anélisis de varianza reportd diferencias estadisticas s6lo
para los efectos principales (tipo de planta y estado fenolégico) para todas las variables
morfo-métricas determinadas a excepcion de la variable longitud de raices donde solo
presentd significancia para el factor estado fenolégico y no significancia para tipo de

plantula. En cuanto a la interaccién tipo de planta*estado fenoldgico no hubo diferencias
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significativas para ninguna de las variables morfo-métricas evaluadas, lo cual indica la
independencia de los niveles de cada factor. Los coeficientes de variacién se consideran
adecuados al tipo de estudio, puesto que se asemejan a los reportados por Peres et af (2008b),
Kindimba y Msogoya (2014), Basail et al (2006), Basail ef al (2012) y Hector et af (2007),
quicnes evaluaron variables morfo-métricas en plantulas de banano. En los anexos 10— 13

se muestra los ANOVA correspondientes.

Cuadro 7. Significancia estadistica de la fuente de variacion y coeficientes de variacion de
las varjables morfo-métricas altura de planta, didametro de tallo, longitud de raices y nimero

de raices. Portoviejo, Ecuador 2014,

ariables Morfnf_lrlnétric'z'l_sf..~_ DR

T

Nimero de”.

o SRR o B % ralces
Tipo de planta 0.0346% 0.0002%= 0.7744™ 0.0002%*
Estado fenoldgico 0.0001 ** 0.0001%* 0.0500% 0.0018*%*
Tipo de planta*Estado fenolégico (0.3584m 0.0915" 0.1180™ 0.0528
C.V.% 12.56 9.57 11.30 11.13

I | s datos fueron normalizados previc al andlisis de varianza con trasformacicén de arco-seno VX

N8 = No significative; * Significativo fp<(.03), ** Altamcnte significativo (p=<?.0/).

En la Figura 23, se muestra la influencia del tipo de planta sobre las variables morfo-
meétricas evaluadas. En cuanto a la altura de planta se aprecia que las plantulas procedentes
de callo con 25 cm fueron, de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0.05) estadisticamente
superiores a plantulas adventicias que sdlo alcanzaron 23.3 cm de altura. La misma situacion
se presentd para la variable diametro de tallo, donde las plantulas de callo con 22.6 mm
fueron significativamente diferentes (p<0.03) a las adventicias con 20.4 mm de didmetro.
Asi mismo, las plantulas obtenidas a partir de callo con 20.9 raices fueron significativamente
diferentes (p<0.05) a las plantulas adventicias que solo llegaron a formar 16.8 raices.
Finaimente, el test de Tukey (p<0.05) no detecto diferencias estadisticas entre ambos tipos

de plantas para la variable longitud de raices.
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Variables Morfo-métricas de acuerdo al tipo de planta

% Callo & Adventicia

Altura de planta
{cim) {mm) (cm)

" Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales segtin el lest de Tukey (p=0.05)

Figura 23. Comportamiento de las variables morfo-métricas de acuerdo al tipo de plantula.

Portoviejo, Ecuador 2014.

El mayor crecimiento en altura y diametro alcanzado por las plantulas de callo puede estar
en funcion a su mayor nimero de raices formadas de manera simultdnea durante los 60 dias
de aclimatacién, lo cual les permitié una mayor exploracién del substrato contenido en las
bolsas y por lo tanto mayor nutricién y desarrollo. Por otra parte, la mayor cantidad de raices
alcanzada por las plantulas de callo puede ser consecuencia del mayor porcentaje de
enraizamiento logrado durante la fase de enraizado previo al trasplante a bolsas, dado que
como ya se discutid, el escaso dafio causado durante la separacién de las plantulas desde el
tejido calloso madre pudo haber sido la razdn para que no se estresen y por lo consiguiente
presentaran un mejor enraizado. Al contrario las plantulas axilares o adventicias sufrieron
un dafio apreciable al momento de ser separadas del brote R1 y por lo tanto la mayor herida
provoco oxidacion del tejido, que finalmente redujo su potencial de enraizado. En este
sentido de acuerdo a la figura 24, existe una relacion positiva y estadisticamente
significativa entre el nimero de rafces con la altura y didgmetro del tallo, hecho que explicaria
la razén por la cual las plantas procedentes de tejido calloso alcanzaron mayor altura vy

diametro de tallo.
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Relacion entre nimero de raices y altura. de planta
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Figura 24. Relacion entre el nimero de raices con la altura de planta y diametro del tallo.

Portoviejo, Ecuador 2014.

Los resultados se asemejan a los obtenidos por Sosa-Rodriguez ef al (2009) quienes
obtuvieron mayor altura de tallo en plantulas de Heliconia standley que presentaron mayor
nimero de raices. Asi mismo Herndndez (2008) obtuvo mayor altura en plantulas de
Heliconias que mostraron mayor masa radical. Por su parte Blomme et al (2008) encontraron
que pléntulas de platano derivadas de la macro-propagacién presentaron mayor altura y
diametro de tallo que las plantulas derivadas de cultivo in vitro, lo cual se relaciona con una
mayor cantidad de raices y no al origen del material de siembra, lo cual se asemeja a lo

determinado por Blomme et al (2003).
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A pesar de que algunos autores han indicado diferencias entre plantas derivadas de diferentes
tejidos y rutas organogénicas de un mismo explante inicial en especies como citricos,
aguacate y amapola (Moreira-Dias et al, 2000; Ovecka et al, 2000; Zulfiqar et al, 2009), para
el caso de banano no se reporta en la literatura cientifica diferencias en crecimiento entre
plantulas derivadas de diferentes tejidos tales como el meristemo apical y brotes axilares,
dado que trabajos conducidos por Youmbi y Ngaha (2004), Youmbi ez a/ (2005) y Youmbi
et al (2014) han demostrado similar comportamiento entre plantulas derivadas de diferentes
fuentes de explante tanto en aclimatacion y en campo, por lo que sugieren que cualquier tipo
o fuente de explante serviria para la propagacién, dado que presentan similar capacidad
morfo-génica. Esto es coincidente a lo obtenido por Lopez et al (2005) quienes evaluaron
caracteristicas fenotipicas de plantas derivadas por embriogénesis somatica utilizando
scapls, de organogénesis utilizado &pices meristematicos y procedentes de cormos

(propagacion convencional).

En la Figura 25, se muestran los resultados obtenidos para las variables morfo-métricas de
acuerdo al estado fenolégico de las plantulas. Se aprecia que para todas las variables hubo
diferencias significativas entre estados fenoldgicos de acuerdo al test de Tukey (p<0.03),
donde se observa que para altura de planta el estado EF3 obtuvo el mayor promedio con 27.9
cm, seguido del EF2 y EF1 con 24.4 y 20.2 cm, respectivamente. Situacion similar se obtuvo
para la variable didmetro del tallo donde-el estado EF3 present6 el mayor valor con 25.2 mm
y seguido por los estados EF2 y EF1 con 21.2 y 18 mm, respectivamente. De igual forma se
observa para la variable longitud de raices donde el estado fenoldgico EF3 alcanzo el mayor
valor con 46.1 cm, mientras que los estados EF2 y EF1 solo alcanzaron 42.5 y 38.6 c¢m,
respectivamente. Finalmente, para la variable niimero de raices los estados fenoldgicos EF3
y EF2 resultaron ser estadisticamente iguales con 20.7 y 19.7 raices, mientras que el estado

EF1 fue significativamente diferente con 16.3 raices.
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Variables Morfo-Métricas de acuerdo al estado fenologico

=2EF1 =EF2 =EF3

'z Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales segiin el test de Tukey (p<0.05)

Figura 25. Comportamiento de variables morfo-métricas de acuerdo al estado fenoldgico de

plantulas de banano cv. Williams obtenidas en cdmara térmica. Portoviejo, Ecuador 2014.

Los resultados indican que el estado fenoldgico de la plantula influencia marcadamente su
crecimiento inicial, donde el estado EF3 tuvo un mejor desempefio durante los 60 dias de
crecimiento. Esto puede estar en funcién de su mejor capacidad fisiologica para responder a
los procesos activos que involucran crecimiento y desarrollo, aunque por otra parte puede
deberse a la ventaja de su tamafio inicial en comparacioén a los estados EF1 y EF2 que fueron
de menor tamafio al momento del trasplante. Otra hipétesis que podria explicar el mayor
crecimiento alcanzado por el estado EF3, puede estar en funcién de un mayor contenido
endogeno de reguladores de crecimiento. En este sentido Gonzélez et al (2007) observaron
diferentes respuestas morfogénicas de explantes de café, por lo que sugirieron que dicha
respuesta se debia a la variacion de contenidos endégenos de hormonas del propio explante;
esto a su vez se relaciona a lo expresado por Taji et al (2002) quienes mencionan que el

mayor tamafio del explante potencializa su capacidad morfogénica.

Resultados obtenidos por diferentes autores mencionan que el tamafio del explante o plantula
durante las fases de endurecimiento, enraizamiento y aclimatacion tiene gran influencia
sobre su supervivencia y desarrollo. En este aspecto Goswami y Handique (2013) mencionan
que explantes de banano de mayor tamafio responden mejor al enraizamiento, emisién de
hojas y aclimatacidn, lo cual coincide con lo descrito por Gabriel et al (2013). Asi mismo,
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Sosa-Rodriguez et al (2009) observaron en Heliconia standley mayor enraizamiento in vitro,
supervivencia y desarrollo de plantas en aclimatacion cuando estas eran de tamafio mayor a
5 cm. Por su parte, Castro ef al (2002) informaron que brotes de banano mayores a 6 cm

fueron de mejor calidad para la aclimatacion, en contraste a los de menor tamafio.

En otros cultivos diferentes al banano, también se han encontrado resultados similares donde
el mayor tamafio del explante o planta ha proporcionado mayor potencial morfogénico y
desarrollo durante el endurecimiento y la aclimatacion. En este contexto Sierra ef al (2001)
determinaron que brotes enraizados in vitro de Dieffenbachia picta de entre 3-5 cm de
tamafio alcanzaron mayor altura de planta durante los 45 dias de aclimatacién en
comparacion a plantulas de entre 1.3-1.8 cm de tamafio inicial, lo cual se asemeja a lo
encontrado por Haq et al (2009) quienes evaluaron el efecto de cuatro tamafios de micro-
esquejes de olivo (uninodal, binodal, trinodal y tetranodal) durante el endurecimiento ex
vitro, demostrando que los esquejes tetranodales tuvieron mejor respuesta en cuanto niimero

y longitud de raices, asi como también mayor supervivencia.

En el Cuadro 8, se muestra la significancia estadistica obtenida para las variables integrales
de calidad, donde se observa que para el 4rea foliar solo hubo diferencias estadisticas
significativa entre estados fenoldgicos, mientras que para el indice de vigor no se reporta
diferencias significativas para los efectos principales ni para su correspondiente interaccion.
En cuanto a la relaciéon biomasa aérea/radical solo se present6 diferencias significativas para
el factor tipo de planta. Finalmente para las variables peso seco total e indice de calidad de
Dickson el andlisis de varianza mostré diferencias significativas tanto para los factores como
su interaccion, siendo estas dos ultimas variables las tinicas en mostrar dependencias entre
los niveles de cada factor, lo cual puede estar en funcioén de que estas son el resultado de la
integracion de todas las variables anteriormente mencionadas. Los coeficientes de variacion
son considerados normales al tipo de estudio, dado que se asemejan a los obtenidos por
Rodriguez y Ramirez (2006), Da Silva et al (2006), Héctor et al (2007), Peres et al (2008b)
y Luna-Ramirez et al (2010) quienes realizaron trabajos relacionados al presente estudio. En

los anexos 14 — 18 se muestran los esquemas de los ANOVA correspondientes.
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Cuadro 8. Significancia estadistica de la fuente de variacion y coeficientes de variacion de
las variables integrales de calidad area foliar, indice de vigor, relacién biomasa aérea/radical,

peso seco total y indice de calidad de Dickson. Portoviejo, Ecuador 2014.

Tipo de planta 0.5321m 0.2835" | 0.0001%*  0.0001%** 0.0001%**
Estado fenoldgico 0.0006** 0.4944"s 0.5910™  0.0001** 0.0001**
Tipo de planta*Estado fenolégico 0.6854" 0.8944xs 0.2824"s 0.0001** 0.0340*
C.V. % 17.25 11.50 16.37 8.26 12.22

% Los datos fueron normalizados previo al andlisis de varianza con trasformacién de arco-seno VX

En la Figura 26, se muestra los resultados del area foliar alcanzados por los tres estados
fenolégicos evaluados. Se evidencia que, seglin la prueba de Tukey (p=<0.05) el estado EF3
con 2176.4 cm? fue significativamente diferente a los estados EF1 y EF2 que solo alcanzaron
1508.5 y 1510.8 cm? respectivamente. El mayor 4area foliar alcanzado por el estado
fenologico EF3 se debe a la mayor longitud de la lamina foliar tal como se observa en la
Figura 27, puesto que el ancho y niimero de hojas no influyeron en el area foliar al ser
estadisticamente iguales entre los estados fenolégicos. Los resultados sugieren que el estado
fenologico EF3 al alcanzar mayor area foliar fue mas eficiente en la asimilacién de carbono
y acumulacion de materia seca, con lo que finalmente logré un mejor desarrollo durante los
60 dias de aclimatacién. En este sentido, Hunt (2003) menciona que el area foliar es
considerado como una medida de asimilaciéon y acumulacién de carbono por la planta.
Debido al tamafio de la hoja, pueden existir diferencias en cuanto a la actividad fisiologica
de la planta (Caydn, 2004), puesto que la actividad fotosintética estd regulada por
caracteristicas de las hojas tales como edad y tamafio de la superficie foliar, estado de

desarrollo de la planta y tipo de material de siembra (Galdn y Robinson, 2013).
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2 Proniedios con la misma letra son estadisticamente iguales segiin el test de Tukey (p<0.05)

Figura 26. Area foliar de plantulas de banano cv. Williams propagadas en cdmara térmica,

de acuerdo al estado fenolégico. Portoviejo, Ecuador 2014.
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Figura 27. Niimero de hojas y dimensiones de la ldmina foliar de pldntulas de banano cv.
Williams propagadas en camara térmica de acuerdo al estado fenolégico. Portoviejo,

Ecuador 2014.

El anélisis de varianza no mostr6 significancia estadistica para la variable indice de vigor o

esbeltez en ninguno de los factores en estudio ni para su respectiva interaccion, por lo que
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esta variable no fue influenciada por el tipo de planta (callo y adventicia) ni por ¢l estado
fenoldgico (EF1, EF2 y EF3). Sin embargo eh la figura 28, se muestran los resultados
obtenidos para ambos factores, donde se puede apreciar que ambos tipos de planta
independientemente del estado fenolégico muestran un buen vigor, puesto que los valores
estan alrededor de la unidad. En este sentido, los resultados se asemejan a los obtenidos por
Rodriguez y Ramirez (2006) quienes obtuvieron valores cercanos a la unidad en plantulas

de banano de 12 semanas de edad.

AR

PR

% Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales segim el test de Tukey (p<0.03)

Figura 28. indice de vigor o esbeltez de plintulas de banano cv. Williams propagadas en

camara térmica. Portoviejo, Ecuador 2014.

Los resultados indican que ambos tipos de planta son de buena calidad y estan bien
proporcionadas o balanceadas, puesto que fndices bajos menores a 6 indican que las plantas
poseen mayor resistencia mecénica a factores abioticos adversos tales como viento y sequia
(Alarcon, 1999; Rodriguez, 2008). Por su parte Prieto ef af (2009) mencionan que pléntulas
con bajo indice de esbeltez son més vigorosas, mientras que con valores altos la plantas son

desproporcionadas con tallos elongados y delgados.

Por otra parte, el andlisis de varianza respecto a la variable relacion biomasa aérea/radical
solo mostro significancia estadistica para el factor tipo de planta por lo que en la figura 29,
se muestran los valores correspondientes. Se aprecia que las plantulas procedentes de tejido
calloso alcanzan el menor valor con 3.46, siendo estadisticamente diferente a las plantulas

adventicias con 4.12, los valores obtenidos son cercanos a los observados por Rodriguez y
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Ramirez (2006) en plantulas de banano de 12 sem-anas"de edad. Los resultados indican que
las plantulas producidas a partir de tejido calloso presentan mejores atributos de calidad,
puesto que segin Rodriguez (2008) una planta de calidad debe mostrar una relacion A/R lo
mas bajo posible, ya que de esta manera habra una proporcién mayor de raices con respecto

al follaje lo cual es ideal para superar el estrés de trasplante, mas ain en lugares secos.

Relacién biomasa Aerea/Radical de acuerdo al tipo de planta

= Callo = Adventicia

S PR T f T AR
(R
I'l'l i} ! lll'i'! ¢
il

2 Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales segim el test de Tukey (p<0.05)

Figura 29. Relacion biomasa aérea/radical de plantulas de banano cv. Williams propagadas

en camara térmica. Portoviejo, Ecuador 2014.

El fundamento técnico para el uso € importancia de esta variable se basa en el balance hidrico
de la planta, puesto que a medida que el follaje traspira necesita una cierta cantidad de raices
para compensar las pérdidas (Rodriguez, 2008). En este sentido Oliet (2000) menciona que
en lugares particularmente menos favorecidos por las precipitaciones una relacion baja entre
la parte transpirante y la absorbente es conveniente para superar la etapa critica del

trasplante, de lo contrario la traspiracion no estara compensada por la absorcion.

Finalmente, el andlisis de varianza reporté diferencias significativas para la interaccion de
factores (tipo de planta*estados fenoldgicos) de las variables peso seco e indice de calidad
de Dickson, lo cual puede deberse a que estas variables son integradas por todas las
anteriormente discutidas. El cuadro 9, muestra los promedios de ambas variables con la
respectiva prueba de comparacion de medias, donde se observa que para ambas variables el

tratamiento planta de callo en estado fenoldégico EF3 presento los mayores promedios con
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45.10 g de peso seco y 9.68 de indice de calidad, siendo por lo tanto el de mejor calidad y
vigor. Varios son los autores que mencionan que.a mayor valor del indice de calidad de
Dickson mayor serd la calidad de la planta, puesto qué este indice es una medida integral
que expresa el equilibrio entre la distribucién de la biomasa y el vigor, lo cual es un indicador
del potencial de la plantula para crecer y adaptarse a ﬁn ambiente determinado (Gonzélez,

1993; Escobar, 1990; Reyes et al, 2005; Rodriguez, 2008; Arizaleta y Pire, 2008).

Cuadro 9. Comparacion de medias del peso seco e indice de calidad de Dickson en plantulas

de banano cv. Williams propagadas en cdmara térmica. Portoviejo, Ecuador 2014.

. Tipo de ‘plapta, 0 fenologic , : ;
| EF1 40.84 b* 8.99 a
Callo EF2 3290 ¢ 7.54b
EF3 45.10a 9.68 a
EF1 3034 ¢ 597¢
Adventicia EF2 29.27 ¢ 550¢
EF3 31.90 ¢ ' 6.15¢

*Los promedios dentro de columnas seguidos con la misma letra son estadisticamente iguales segiin el test de Tukey (p=<0.05)

Los resultados obtenidos se asemejan a los obtenidos por Rodriguez y Ramirez (2006)
quienes utilizaron las mismas variables para estimar la calidad de plantulas de banano bajo
el efecto de distintos sustratos, siendo uno de los pocos trabajos reportados en la literatura
para determinar la calidad de plantulas de banano a través de este tipo de indices que integran
diversidad de variables. Cabe aclarar que tanto el indice de esbeltez, relacion biomasa
aérea/radical e indice de calidad de Dickson fueron desarrollados para estimar la calidad de
plantulas en viveros forestales, razén por la cual existe escasa informacién sobre su uso en
especies herbaceas como las muséceas y otras especies frutales. Sin embargo, recientemente
se comienza a evidenciar su uso potencial en otras especies tales como pimiento y café
(Arizaleta y Pire, 2008; Guzman et al, 2008), por lo tanto su aplicacién puede ser de gran

utilidad para determinar indices de calidad en plantulas de banano en fase de aclimatacion.
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V. CONCLUSIONES

. La mayor tasa de multiplidaci(’)n se obtuvo con la dosis de 40 mg L' de

bencilaminopurina (BAP).

. Con la dosis de 80 mg L' de bencilaminopurina (BAP) se observd la presencia de

pldntulas anormales.

. No se evidencidé ninglin efecto del bioestimulante Basfoliar sobre la tasa de

multiplicacion.

. Las plantulas formadas a partir de tejido calloso, tuvieron mayor potencial de

enraizamiento en agua, independientemente del estado fenolagico evaluado.

. El estado fenoldgico EF3 (plantulas con hoja bandera y mas de una hoja normal
formada) fue el que presentd el mayor potencial de enraizamiento en agua

independientemente del tipo de planta evaluada.

. Las plantulas provenientes de tejido calloso y cosechadas en el estado fenoldgico
EF3, fueron de mejor calidad después de los 60 dias de aclimatacion, de acuerdo al

mayor fndice de calidad de Dickson y al peso seco total alcanzado.

. El Indice de calidad de Dickson se presenta como una buena alternativa para
determinar la calidad de plantulas de banano en vivero, sin embargo habria que
realizar estudios de su comportamiento en campo, para relacionarlos con los indices

alcanzados en vivero.
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VI. RECOMENDACIONES

En base a los resultados y discusiones recomienda lo siguiente:

1.

Con fines de mejorar la tasa de multiplicacién, se recomienda evaluar otros tipos de

citocininas sintéticas, ajustar dosis y formas de aplicacién.

Evaluar el efecto de bioestimulantes en cdmara térmica, aplicandolos en horas de la
tarde cuando la temperatura disminuye, con la finalidad de reducir €l riesgo de que
se destruyan los componentes del producto por efecto de altas temperaturas, asi como

también permitir una mejor absorcion por parte de las raices.

Evaluar la estabilidad genética de plantulas de banano obtenidas con altas dosis de
bencilaminopurina (BAP), puesto que en ¢l presente ensayo aunque no se lo
determiné molecularmente hablando, se evidencio plantulas morfolégicamente

anormales con dosis de 80 mg Lf de BAP.

Registrar el nimero de plantulas anormales, en futuras investigaciones donde se

evalden dosis crecientes de citocininas.

Evaluar otros ambientes de enraizamiento y ajustar dosis de auxinas con la finalidad

de potencializar el enraizamiento de las plantulas extraidas de cdmara térmica.

Estudiar a profundidad la relacién de indices de calidad de Dickson obtenidos en
plintulas de banano durante la aclimatacion con su posterior comportamiento en

campo, y asi determinar el mejor indice a nivel de vivero.
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Anexo 1: Analisis de varianza de la variable dias a la brotacion.

Fx

K"
2 5 g

o 2 TR e A
Blogues 3 5.78906250 1.92968750 2.90 0.0450*
BAP 3 66.02343750  22.00781250 3312 0.0001%*
Basfoliar 3 1.14843750 0.38281250 0.58 0.6337™%
BAP x Basfoliar 9 2.37500000 0.26388889 0.40 0.9300%
Error 45 29.8984375 0.6644097
Total 63 105.2343750
C.V. 3.97%

#* Altamente significativo (p=<0.0.J); * Significativo (p<f. #5); ™ No significativo

Anexo 2: Analisis de varianza de la variable nimero de brotes R1.

e

Bloques 3 3.37‘85742 19 1.12858073 11.60 0.0001%*
BAP 3 12.37792969  4.12597656 42.39 0.0001%*
Basfoliar 3 0.45605469 0.15201823 1.56 0.2118M8
BAP x Basfoliar 9 1.28222656 0.14246962 1.46 0.1908™8
Error 45 4.37988281 0.09733073
Total 63 21.88183594
C.V. 6.13%

*# Altamente significativo (p=<0.0/); ™ No significativo

Anexo 3: Analisis de varianza de la variable nimero de brotes R1 encallados.

i

o i

Blogques

0.07324219

0.02441406

0.41

0.7446M8

3
BAP 3 2.35449219 0.78483073 1327 0.0007%*
Basfoliar 3 0.13574219 0.04524740 0.77 0.5196M8
BAP x Basfoliar 9 0.36816406 0.04090712 0.69 0.7125M
Error 45 2.66113281 0.05913628
Total 63 5.59277344
C.v, 7.93%

** Altamente significativo (p<0.0/); ™ No significativo
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Anexo 4: Analisis de varianza de la variable niimero de plantas de callo

Bloques 3 41.002930 13.667643 ﬂfSl 0.0226*
BAP 3 3168.252930 1056.084310 271.45 0.0001**
Basfoliar - 3 1.932617 0.644206 0.17 0.9190N8
BAP x Basfoliar 9 20.633789 2.292643 0.59 0.7988N8
Error 45 175.075195 3.890560
Total 63 3406.897461
C.V. 6.78%

** Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); ™ No significativo

Anexo 5: Analisis de varianza de la variable nimero de

pl

antas adventicias.

g

A

Bloques 3 27.2373047 9.0791016 9.97 0.0001**
BAP 3 145.4091797 48.4697266 53.24 0.0001**
Basfoliar 3 0.4716797 0.1572266 0.17 0.9143N8
BAP x Basfoliar 9 12.3916016 1.3768446 1.51 0.1728"8
Error 45 40.9658203 0.9103516
Total 63 226.4755859
C.V. 10.15%

** Altamente significativo (p<0.01); ™ No significativo

Anexo 6: Andlisis de varianza de la variable tasa de multiplicacion.

Bloques

132.582031

44.194010

3 ')8.6t3 : ”0.0\OOI""*
BAP 3 4665.972656 555.324219 303.67 0.0001%**
Basfoliar 3 2.597656 0.865885 0.17 0.9167%8
BAP x Basfoliar 9 50.925781 5.658420 1.10 0.3789"8
Error 45 230.480469 5.121788
Total 63 5082.5585%94
C.V. 5.88%

** Altamente significativo (p<0.07); ¥ No significativo
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Anexo 7: Analisis de variancia de la variable porcentaje de enraizamiento a los 5 dias en

agua.

Tipo de planta 1 633.36 633.36 7.79 0.0090%**
Estado fenolégico 2 1856.89 928.44 11.42 0.0002%*
Tipo de planta x Estado 2 38.22 19.11 024 07919
fenolégico
Error 30 2438.50 81.28
Total 35 4966.97
C.V. 18.39%

*% Altamente significativo (p<0.01); * Significativo (p<0.05); ™ No significativo

Anexo 8: Anélisis de variancia de la variable porcentaje de enraizamiento a los 10 dias en

agua.

Tipo ae pianfa T 1 491.36 “491.36 O 512 - 08311*
Estado fenoldgico 2 2056.17 1028.08 10.70 0.0003**
Tipo de planta x Estado fenolégico 2 174.06 87.03 0.91 0.4148N8
Error 30 2881.17 96.04 |
Total 35 5602.75
C.V. 13.63%

*# Altamente significativo (p<0.0/); * Significativo (p=<0.03); ™ No significativo

Anexo 9: Anilisis de variancia de la variable porcentaje de enraizamiento a los 15 dias en

agua.

g

Tipo de planta 1 427.11 427.11 15.96 0.0004**
Estado fenologico 2 3410.89 1705.44 63.72 0.0001%*
Tipo de planta x Estado fenolégico 2 146.89 73.44 2.74 - 0.0867"S
Error 30 803.00 26.77
Total 35 4787.89
C.V. 6.24%

*# Altamente significativo (p<0.01); ™ No significativo
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Anexo 10: Analisis de varianza de la variable Altura de planta.

% Gl

1 43.3500000  43.3500000 4.70 0.0346*

Tipo de planta
32.62  0.0001%*

2 602.0333333 301.0166667

Estado fenolégico
2 19.3000000  9.6500000 1.05 0.3584™

Tipo de planta x Estado fenologico
54 498.300000 9.227778

1162.983333

Error
Total 59

C.V.
** Altamente significativo (p<0.07); * Significativo (p<0.05); ™ No significativo

12.56%

za de la variable Didmetro de tallo.

Anexo 11: Andlisis de varian:

T o

0.0002%*

Tipo de planta 1 70.4166667 70.4166667 6.58
2 558.0333333 279.0166667  65.71 0.0001**

Estado fenolégico
21.2333333 10.6166667 2.50 0.0915N8

Tipo de planta x Estado fenolégico 2

Error 54 229.3000000 4.2462963
Total 59 878.9833333
C.v. 9.57%

** Altamente significativo (p<0.01); NS No significativo
g

Anexo 12: Andlisis de varianza de la variable Longitud de raices.

Tipo de planta 1 0.04428167 0.04428167 0.08 0.7744"8
Estado fenoldgico 2 3.36394333 1.68197167 3.15 0.0500%
2 2.37394333 1.18697167 222 0.1180NS

Tipo de planta x Estado fenoldgico
54 28.82669000  0.53382759

34.60885833

Error
Total 59

C.V.
*Significativo (p<0.05); ¥ No significativo

11.30%
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Anexo 13: Andlisis de varianza de la variable Numero de raices.

SL

Tipo de planta 1 3.68528167 3.68528167  16.09 0.0002**
Estado fenoldgico 2 3.26185333 1.63092667 7.12 0.0018**
Tipo de planta x Estado fenoldgico 2 1.13861333 0.56930667 249 0.0928N8
Error 54 12.37035000  0.22908056
Total 59 20.45609833
C.V. 11.13%

*% Altamente significativo (p<0.01); ™ No significativo

Anexo 14: Analisis de varianza de la variable Area foliar.

Tipoile planta } | 71 19.6768287 19.6768267 * 0.‘40 0.53 lNrS
Estado fenoldgico 2 844.2331233 422.1165617 8.48 0.0006**
Tipo de planta x Estado fenolégico 2 37.8557633 18.9278817 0.38 0.6854N8
Error 54 2687.100260 49.761116
Total 59 3588.865973
C.V. 17.25%

** A ltamente significativo (p<0.0/); ™ No significativo

Anexo 15: Analisis de varianza de la variable indice de vigor o esbeltez.

=

)

Tipo de planta 1 0?;980167 0.01980167 1.17 0.2835N8
Estado fenoldgico 2 0.02409333 0.01204667 0.71 0.4944N8
Tipo de planta x Estado fenolégico 2 0.00377333 0.00188667 0.11 0.8944N8
Error 54 0.91139000 0.01687759
Total 59 0.95905833
C.V. 11.50%

NS No significativo
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a/radical.

g

Anexo 16: Analisis de varianza de la variable Relacion biomasa aére

Tipo de planta 1 6.53400000 6.53400000  16.97 0.0001**
Estado fenolégico 2 0.40900000 0.20450000  0.53 0.5910M8
Tipo de planta x Estado fenologico 2 0.99700000 0.49850000 1.29 0.2824N8
Error 54 20.79400000  0.38507407
Total 59 28.73400000
C.V. 16.37%

** A ltamente significativo (p<0.01); ™ No significativo

Anexo 17: Andlisis de varianza de la variable Peso seco total.

St win)

1243.060167 148.13  0.0001**

s

1 1243.060167
559.680333 279.840167  33.35 0.0001**

<

Tipo de planta

Estado fenoldgico 2
Tipo de planta x Estado fenolégico 2 242.636333 121.318167 14.46 0.0001**
Error 54 453.145000 8.391574 |
Total 59 2498.521833
C.V. 8.26%

** Altamente significativo (p<0.0/)

Anexo 18: Andlisis de varianza de la variable Indice de calidad de Dickson.

Tipo de planta 1 122.9801667 122.9801667 154.21  0.0001%**
2 20.4733200 10.2366600 12.84 0.0001**

Estado fenolégico
2 5.7438533 2.8719267 3.60 0.0340*

Tipo de planta x Estado fenolégico
43.0645600 0.7974919

Error 54
Total 59 192.2619000
C.V. 12.22%

** Altamente significativo (p<0.07); *Significativo (p<0.05)

103





