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RESUMEN

En Colombia el cultivo de platano es de gran importancia y el mas prometedor del
pais, pues se da en todas las regiones y a lo largo de todo el afio, aunque es un
fruto que se da en todo el territorio y durante todo el afio su produccion es
principalmente para el consumo interno. Este cultivo representa cerca del 50% del
area sembrada en el pais con aproximadamente 500 mil hectareas cultivadas y es
de gran importancia socioecondémica en Colombia, porque genera 35.000 empleos
directos y 110.000 indirectos al afio y por ser uno de los componentes basicos de la
canasta familiar, este se ve reflejado en el alto consumo per capita de 155 kg/afio.
El desarrollo de este trabajo de investigacion consistio en evaluar los efectos que
tienen los diferentes cortes longitudinales aplicados en un explante de platano. En
este proceso se llevé a cabo la aplicacion de tres tipos de cortes longitudinales en
un explante de platano durante su establecimiento in vitro, esto se realizé con el fin
obtener un mayor niumero de brotes por cada explante establecido. Este trabajo se
llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal ubicado en la Universidad
de Cordoba, en la ciudad de Monteria. Se obtuvieron resultados significativos entre
los tratamientos establecidos.

Palabras clave: Medio de cultivo, produccion, cultivares, tejidos vegetales,
crecimiento aseéptico.
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ABSTRACT

In Colombia, banana cultivation is of great importance and the most promising in the
country, since it occurs in all regions and throughout the year, although it is a fruit
that occurs throughout the territory and throughout the year its production It is mainly
for domestic consumption. This crop represents about 50% of the planted area in
the country with approximately 500,000 cultivated hectares and is of great
socioeconomic importance in Colombia, because it generates 35,000 direct jobs and
110,000 indirect jobs per year and because it is one of the basic components of the
family basket, this is reflected in the high per capita consumption of 155 kg/year. The
development of this research work consisted in evaluating the effects of the different
longitudinal cuts applied to a banana explant. In this process, the application of three
types of longitudinal cuts was carried out in a plantain explant during its in vitro
establishment, this was done in order to obtain a greater number of shoots for each
established explant. This work was carried out at the Plant Biotechnology Laboratory
located at the University of Cérdoba, in the city of Monteria. Significant results were
obtained between the established treatments.

Keywords: Culture medium, production, cultivars, plant tissues, aseptic growth.
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INTRODUCCION

En Colombia el cultivo de platano es de gran importancia y el mas prometedor del
pais, pues se da en todas las regiones y a lo largo de todo el afio, aunque su
produccion es principalmente para el consumo interno. Este representa cerca del
50% del area sembrada en el pais con aproximadamente 500 mil hectareas
cultivadas (Porras, 2019).

Los clones mas cultivados a nivel nacional son: Dominico harton (Musa AAB
Simmonds), Hartén, Dominico y Cachaco. Aunque en algunas regiones del Tolima
y el Huila se cultiva mucho el clon “Cachaco”, ya que este es muy apetecido porque
también su hoja puede ser comercializada (MINAGRICULTURA, 2018).

Este cultivo es de gran importancia socioeconémica en Colombia, porque genera
35.000 empleos directos y 110.000 indirectos al afio y por ser uno de los
componentes basicos de la canasta familiar, este se ve reflejado en el alto consumo
per capita de 155 kg/afio (Barrera, et al., 2011).

A nivel mundial Colombia ocupa el 5 lugar en produccion para el cultivo de platano,
en Africa se concentra el 60% de la produccién mundial con cerca de 24 millones
de ton, seguido de América con un 27%, registrando 10,5 millones de ton; a nivel
mundial el rendimiento de este cultivo presenta un mayor porcentaje en Republica
Dominicana con indicadores de 21,7 ton/ha, Colombia ocupa el séptimo lugar a nivel
de rendimiento mundial con 8,8 ton/ha (MINAGRICULTURA, 2021).

En Colombia para el afio 2021 se tuvo un total 469.721 ha de area sembrada en
platano, teniendo a Antioquia como principal departamento con 53.883,42 ha, le
siguen Arauca con 39.485 ha, Choco6 con 32.552,1 ha, Cérdoba con 30.532,5 ha,
Huila con 30.170,6 ha, Valle del Cauca con 29.339,41 ha, Quindio con 26.674,2 ha,
y Meta con 25.175,27 ha; Para este mismo afio la produccion total del cultivo a nivel
nacional fue de 4.370.752 ton de platano, teniendo a Arauca como principal
departamento productor del cultivo con 876.291 ton, seguido de Meta con 397.474
ton, Antioquia con 384.283 ton, Cérdoba con 301.400 ton, Choco con 288.137 ton,
Caldas con 276.592 ton y Valle del Cauca con 271.042 ton (EVAs, 2021).

En el departamento de Cérdoba el area total sembrada para el cultivo de platano en
el aflo 2021 fue de 30.533 ha y la produccion anual para este periodo fue 301.400
ton, el principal municipio productor para este departamento es Mofitos con 65.995
ton de platano, seguido de Lorica con 52.392 ton, Tierralta con 48.000 ton, Canalete
con 36.390 ton, Puerto Escondido con 27.958 ton y Los Cérdobas con 27.360 ton
(EVAs, 2021).

El platano (Musa- AAB Simmonds) es una planta herbacea perteneciente a la familia

de las muséaceas esta posee grandes dimensiones, alcanza una alturade2a3 my
un fuste de unos 20 cm de diametro, esta formado por las vainas de las hojas, las
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cuales se encuentran enrolladas apretadamente unas sobre otras y terminadas en
un amplio limbo, de unos 2 m de longitud y unos 30 cm de anchura, redondeadas
en su apice. Este conjunto de hojas conforman el penacho o copa de la planta. Su
fruto es comestible, tiene forma de una baya alargada, con un tamafo aproximado
de 10 a 15 cm de longitud, es algo encorvada con una corteza lisa y amarilla
(Restrepo, 2016).

El platano tradicionalmente se siembra por medio del uso de cormos, para esto lo
primero que se realiza es la seleccion de las plantas madres que cumplen con las
caracteristicas ideales, luego de su identificacion se cosechan los cormos, se realiza
la limpieza y desinfeccidn, es decir se remueven las raices y el exceso de tierra que
traen adheridos al momento de su extraccion, posteriormente, se llevan al terreno
destinado para ser sembrados, teniendo en cuenta que la parte superior del cormo
debe quedar al ras del suelo. Para el momento de su establecimiento se debe tener
en cuenta el tamafio, si los cormos recolectados son grandes pueden ser llevados
directamente a campo, pero si estos son pequeios se les da un manejo diferente
hasta que logren producir la plantula para ser llevados al campo definitivo (Coto,
2009).

El cultivo in vitro de tejidos vegetales se define como el crecimiento aséptico de
plantas o partes de estas en recipientes de vidrio o plasticos, en medios de cultivos
artificiales asépticos bajo condiciones de luz y temperatura controlada (Suarez,
2020).

Segun ha indicado la investigadora Rocio Margarita Agamez, “Las principales
ventajas que tiene este proceso es que, primero no hay estacionalidad, es decir que
la produccién de semillas es constante y se puede hacer en cualquier momento del
afo, segundo las semillas obtenidas son de alta calidad fitosanitaria, pues estas son
libres de enfermedades ya que la estructura que se toma para propagacion es el
meristemo, tercero son semillas con mayor productividad y calidad en el producto
cosechado y la reduccién en los costos de produccion, ya que es parte de semilla
sana y con altos rendimientos” (Cardona, 2018).

En el proceso de multiplicacion in vitro para el cultivo de platano se involucran
etapas como la seleccién del material genético, donde se identifican las plantas que
posee un mejor comportamiento agronémico, se realiza la extraccién del cormo para
la obtencion de los meristemos, estos son establecidos bajo condiciones estériles
en los laboratorios de micropropagacién. Una vez se encuentran establecidos in
vitro, los materiales son indexados y certificados para garantizar su calidad
(Cardona, 2018).

En el presente proyecto se describen las actividades que se realizaron para la
evaluacion de tres formas de establecimiento de un explante de platano a nivel in
vitro, como aportes a la actividad 4, Reorientar los procesos de produccién de
platano en base a semillas mejoradas, en el marco del proyecto de seguridad
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alimentaria denominado “Fortalecimiento de procesos de transferencia y
apropiacion tecnoldgica y conocimiento para atender problemas asociados a la
reactivacion economica y seguridad alimentaria derivadas de la emergencia
causada por el COVID 19 en el departamento de Cérdoba” identificado con cédigo
BPIN2020000100757.

En el presente trabajo se evaluaron los efectos que tienen los diferentes tipos de
cortes sobre un explante de platano, para esto se utilizaron 3 diferentes métodos,
los cuales son: un establecimiento sin cortes longitudinales (To), un establecimiento
con corte longitudinal el cual abarque el diametro del explante (Ti), y un
establecimiento con dos cortes diametrales perpendiculares en forma de cruz (T2).
La aplicacion de estos tres tipos de cortes se realizo con la finalidad de obtener mas
de un brote en cada explante de platano. Con los resultados obtenidos se espera
que a partir de los cortes establecidos en cada tratamiento se puedan obtener
diferencias significativas en el niamero de brotes por explante de platano. La
investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal ubicado en
la Universidad de Cérdoba, en la ciudad de Monteria. En las investigaciones
actuales sobre explantes de platano in vitro no se ha encontrado estudios recientes
sobre el uso de técnicas de corte de explantes para aumentar la pudricion de brotes
por explante de platano; Dando gran valor e importancia a la presente investigacion
sobre técnicas de corte de explantes de platano.
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1. RESENA HISTORICA DE LA EMPRESA

Segun se refiere en la pagina web de la Universidad de Cérdoba, “A finales de la
década de los afios 50 y principios del 60 el bacteriélogo Elias Bechara Zainum
presento la idea de crear una institucion que permitiera el ingreso a la educacion
superior de los jovenes bachilleres del departamento de Cérdoba para su formacién
profesional, que por sus escasos recursos econdomicos no podian viajar a otras
regiones del pais a continuar sus estudios.”

“Con el apoyo desinteresado de un grupo de profesionales, entre los que se
destacan el médico veterinario Julio César Cervantes Lagares y los ingenieros
agrénomos Limberto Saenz Alarcén y Hernando Rodriguez Romero, comenzé a
perfilarse la creacion de una universidad con vocacion agropecuaria, teniendo en
cuenta que en Coérdoba la agricultura y la ganaderia han sido los renglones mas
importantes en la actividad econdmica, por tanto, este hecho se convirtié6 en el
primer referente para que las primeras facultades fueran las de Ingenieria
Agronémica y Medicina Veterinaria y Zootecnia. Las dos facultades fueron creadas
segun la Ley 103 de 1962.”

La Facultad de Ciencias Agricolas, el Programa de Ingenieria Agronémica tiene
alrededor de 32 documentos sobre investigaciones asociadas al cultivo de platano;
en los documentos antes mencionados no se hall6 referencias acerca de
evaluaciones in vitro en el cultivo de platano (UNICORDOBA, 2022).

En la Universidad de Cérdoba se desarroll6 el proyecto de seguridad alimentaria
denominado “Fortalecimiento de Procesos de Transferencia y Apropiacion
Tecnoldgica y Conocimiento Para Atender Problemas Asociados a la Reactivacion
Econdmica y Seguridad Alimentaria Derivadas de la Emergencia causada por el
Covid-19 en el Departamento de Coérdoba” identificado con cddigo
BPIN2020000100757, de acuerdo con lo establecido, el proyecto fue financiado con
recursos del Sistema General de Regalias, donde cerca de 3.149 familias ubicadas
en los 13 de los 30 municipios en el departamento de Cérdoba como: Montelibano,
Lorica, Canalete, Mofiitos, Tierralta, Valencia, Monteria, Cereté, Tuchin, China,
Planeta Rica, Chima y Cotorra serian los beneficiados con este proyecto, a través
de los procesos de transferencia de conocimiento y tecnologia en temas de
produccion ovina, practicas piscicolas, cultivos de hortalizas y platano e
inseminacion artificial en ganado Doble Propdésito.

Para la seleccion de los municipios beneficiarios con esta iniciativa, se tuvo en
cuenta las zonas mas afectadas por la pandemia generada por el COVID-19 y
jurisdicciones que hacen parte de los Programas de Desarrollo con Enfoque
Territorial (PDET).

Una de las actividades que se llevé a cabo para este proyecto fue la implementacién
de acciones contempladas por la cadena productiva de platano en seis municipios
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con vocacion para este cultivo (Montelibano, Lorica, Canalete, Mofiitos, Tierralta y
Valencia). Para el desarrollo de este componente se seleccionaron 20 beneficiados
de asociaciones productoras, a quienes se les suministré6 semilla de genotipos
priorizados y libre de enfermedades multiplicadas en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Universidad de Cordoba. Se establecié en cada municipio una (1)
hectérea con riego para la distribucion de la semilla en la poblacién de la region.
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1.1 MISION

La Universidad de Cordoba es una institucion publica de educacion superior que
forma integralmente ciudadanos capaces de interactuar en un mundo globalizado,
con el fin de contribuir a la transformacion, innovacion y desarrollo sostenible de la
sociedad en el ambito regional, nacional e internacional desde las ciencias basicas,
agropecuarias, las ciencias aplicadas e ingenierias, las ciencias sociales,
administrativas, juridicas, humanas, educacion y la salud. Asi mismo, realiza
procesos de investigacion y proyeccion social, se fundamenta en la idoneidad
académica y promueve la calidad, la innovacion, el emprendimiento, la inclusion, el
humanismo y los valores éticos.

1.2 VISION

En el 2031, la Universidad de Coérdoba serd un referente de alta calidad con
pertinencia e innovacion en sus programas académicos, aportes cientificos,
culturales, por el fomento de la interdisciplinariedad, el humanismo, el desarrollo
sostenible y buen gobierno, que le permite desarrollar sinergias estratégicas y
soluciones viables, a las necesidades de la sociedad en un contexto dinamico.

18



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de tres diferentes cortes longitudinales aplicados en los explantes
meristematicos de platano (Musa AAB, Simmonds), durante su establecimiento in
vitro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Seleccionar el material vegetal adecuado para establecer en condiciones in vitro.
e Aislar y desinfectar los explantes seleccionados para su establecimiento.

e Determinar el mejor corte en el explante sobre la produccion de brotes in vitro.
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3. MARCO TEORICO

3.1 CARACTERISTICAS DE LA MICROPROPAGACION

La micropropagacion es un proceso (Figura 1), que consiste en la produccion de
plantulas con caracteristicas similares a la planta donante en un ambiente
controlado a través de un medio artificial (Galan, et al., 2018). A través de la
micropropagacion se pueden obtener desde 500 a 1000 plantas mediante un solo
meristemo, sin embargo, actualmente mediante el uso de la propagacion masiva es
posible obtener minimo 1000 plantas, esto se debe a los diversos reguladores de
crecimiento que se emplean en el medio de cultivo (Valle, 2021).

Figura 1. Esquema del proceso de micropropagacion

4:".‘% "' - vt ('

S X o

=)

Seleccién de plantas Establecimiento Multiplicacién

: 5 G * N f AN
ﬁ:{g‘ ,(—c:.., — St _ f'*

= 4 4

Adaptacion ex vitro Enraizamiento

Fuente: (Suéarez, 2020).

La propagacion de plantas a nivel in vitro tiene algunas caracteristicas que la hacen
mas dificil que la propagacion convencional de plantas e incluso mucho mas dificil
de realizar sin tener un estricto cumplimiento de ciertas condiciones.

La micropropagacion tiene caracteristicas muy esenciales como son el control
estricto de las condiciones ambientales, los propagulos (explantes) utilizados son
pequefios, las plantas crecen de manera heterotrofa y la estructura fisica que se
necesita es muy compleja ya que requiere de unos costos iniciales altos y una mano
de obra que se encuentre altamente capacitada (Suarez, 2020).

Por otro lado, la propagacioén in vitro permite la conservaciéon de plantas que se

encuentren en peligro de extincion y a su vez el almacenamiento de tejido vegetal
a largo plazo (Garzéon & Ramirez, 2020).
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Se ha demostrado que producir plantulas de platano a través de la
micropropagacion da como resultado un establecimiento mas rapido, plantas mas
fuertes y saludables con un ciclo de produccién mas corto y presentan un mayor
rendimiento en comparacion con los métodos convencionales ya que permite
cultivar millones de plantas a partir de una sola parte de la planta en un afio (Kumar,
et al., 2019).

3.2 PROCESO DE ESTABLECIMIENTO DE EXPLANTES
La micropropagacion se compone de cinco etapas:

Etapa 0: Hace referencia a la etapa donde se escogen las plantas madre, es decir
aquella planta donde se tomaran los explantes.

Etapa 1: Es el establecimiento del cultivo en el medio de cultivo y se mantienen en
el cuarto de crecimiento bajo condiciones controladas.

Etapa 2: Consiste en el proceso de multiplicacién de los explantes y que a partir de
estos se desarrollen numerosos brotes o un tallo alto.

Etapa 3: Va relacionada a la etapa anterior, pero en esta ocasion se agregan
reguladores de crecimiento que estimulen el desarrollo y crecimiento de la raiz en
los explantes.

Etapa 4: Esta Gltima consiste en el paso de los explantes a un sustrato (arena, turba,
lombrinaza, etc.). Para esto es necesario ir cambiando las condiciones ambientales
de forma moderada, por eso, es recomendable trasladar a la casa invernadero solo
las plantulas que presenten un buen desarrollo radicular donde la luz directa del sol
no les afecta (Garzon & Ramirez, 2020).

Actualmente se han llevado a cabo investigaciones de diferentes técnicas y
metodologias para la micropropagacion in vitro de las musaceas, que permitan tener
una mayor eficiencia en su establecimiento y lograr una obtencion masiva de
plantulas utiles (Franco, et al., 2020).

Franco, et al., (2020) realizaron una investigacion la cual se llevé a cabo en el
Laboratorio de Biologia de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Asuncion, ubicada en la ciudad de San Lorenzo, Departamento Central,
Paraguay, donde se evalué el efecto de dos concentraciones diferentes de
hipoclorito de sodio en la desinfeccion de meristemos apicales para el
establecimiento in vitro, los tratamientos fueron: 1) NaClO 5% y 2) NaClO 10%; en
sus resultados explican que el mayor porcentaje de sobrevivencia se registro en el
tratamiento con hipoclorito de sodio al 10% con un 100% de sobrevivencia 'y 0% de
explantes contaminados y el tratamiento con hipoclorito de sodio al 5% demostré
tener una menor sobrevivencia con un 62.5% de explantes viables y un 37.5% de
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explantes contaminados por hongos y bacterias. Concluyendo que el tratamiento
con hipoclorito de sodio al 10% fue el mas efectivo en el control de la contaminacién
para el establecimiento in vitro de meristemo apical de banano.

3.3 PROBLEMAS DE CONTAMINACION

El éxito del establecimiento y desarrollo de los cultivos vegetales en condiciones in
vitro estan asociadas con las condiciones de asepsia. Los niveles altos de humedad
relativa al interior del recipiente, la facil disponibilidad de nutrientes en el medio, la
ausencia de agentes antagonicos y la falta de aire, son elementos que favorecen el
facil y rapido crecimiento de cualquier inoculo microbiano; por esto, la minima
presencia de un agente contaminante puede causar la perdida ya sea parcial o total
del tejido vegetal cultivado (Suarez, 2020).

Las pérdidas totales de bananos y platanos debido a la alta contaminacién
microbiana estan estimadas aproximadamente entre un 40% y 60%, a pesar de
todos los procedimientos asépticos aplicados. Esto trae como consecuencia la
pérdida de un gran nimero de explantes debido a la contaminacion microbiana
durante el proceso de cultivo (Figura 2). En los bananos, las bacterias endéfitas
también colonizan el espacio intracelular, incluido el citoplasmay el espacio cerrado
entre la pared celular y la membrana plasmatica, ambos nichos que albergan
grandes poblaciones de organismos (Agbadie, et al., 2021).

Figura 2. Explantes meristeméticos de platanos contaminados por bacterias.

Fuente: (Elaboracién prop'i:a)

Los cientificos de diferentes partes del mundo han trabajado en el uso de diferentes
tratamientos quimicos que resten los problemas de contaminacién (Kumar, et al.,
2019; Kapadia & Patel. 2021), sin embargo, se presentan en promedio entre el 10%
al 15% de perdidas por contaminacion durante el proceso de micropropagacion
(Kapadia & Patel. 2021).
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Kumar, et al., (2019) realizaron un experimento el cual se llevé a cabo en el
laboratorio de cultivos del colegio agricola Bihar, donde evalué el efecto de varios
agentes esterilizantes en explantes. Se determiné el efecto evaluado el nimero de
brotes de explantes asépticos; en sus resultados se demostré que al momento de
no aplicar ningun agente esterilizante se presenté una contaminacion total en los
explantes usados, el porcentaje de explantes contaminado disminuy6 de acuerdo a
la concentracion de los agentes esterilizantes y el tiempo expuesto a la solucion, se
registré un mayor porcentaje de establecimiento de explantes de 70.0 £ 2.40% con
el tratamiento Ts Ethanol al 70% aplicado por 30 seg + HgClz al 0.1% por 20 min,
también se observé que hubo una menor contaminacion de 15.0 + 1.0% con el
tratamiento Te Ethanol al 70% por 30 seg + HgCl2 al 0.1% por 25 min, pero registro
a su vez un mayor porcentaje de mortalidad de 50.0 £ 1.80%. A nivel general
demostraron que el tratamiento mas efectivo y con mayor porcentaje de
establecimiento se obtuvo el 70.0 + 2.4%, y el menor porcentaje de mortalidad 11.0
+ 1.8 y el porcentaje de contaminacién registrado fue considerablemente bajo del
19.0 + 1.70% con Ethanol al 70% por 30 seg + HgCl2 al 0.1% por 20 min.

Kapadia & Patel. (2021) realizaron un experimento que se llevd a cabo en el
Departamento de Biologia Molecular de Plantas y Biotecnologia de la Universidad
Agricola de Navsari, Gujarat, India, bajo condiciones controladas en el laboratorio
durante dos afios consecutivos. Durante el desarrollo de este trabajo se utilizaron
pasos de esterilizacion secuenciales para la eliminacién de agentes contaminantes
enddfitos, esto a través de la aplicacion de diferentes productos quimicos para la
optimizacién del proceso de esterilizacion. En los resultados definen el Ts acido
lactico 0.15% + Tween-20 0.1% + Commercial bleach 0.8% por 30 Min, seguido de
hipoclorito de sodio 0.3% por 30 Min. como el tratamiento que demostro ser el mejor
en comparacion con los demés tratamientos, los datos demostraron que este
presenté una menor contaminacion fungicida con 37.5+£0 y bacteriana con 22.5+0
con un mayor porcentaje de establecimiento de 79.68+2.30 que los otros.
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4. ACTIVIDADES DESARROLLADAS

La realizacion de esta pasantia se llevo a cabo en la Universidad de Cordoba en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, ubicado en el municipio de Monteria,
Cordoba, con coordenadas geogréaficas 8°44'52.7" latitud Norte y 75°52.886'
longitud Oeste, a una altura de 18 m.s.n.m. temperatura promedio anual de la ciudad
de 28°C con picos superiores a 40°C en temporada canicular, humedad relativa
promedio de 78%.

El proceso de introduccién a nivel in vitro fue hecho en la camara de flujo laminar
bajo condiciones de asepsia y fueron almacenados en cuartos de crecimiento bajo
condiciones ambientales de Temperatura 25°C, fotoperiodo de 12h (40 ymol.m2.s
1) se utilizaron lamparas fluorescentes que proporcionaron luz blanca fria.

4.1 SELECCION DE COLINOS O CORMOS EN CAMPO

Esta actividad se realizdé con el acompafiamiento en conjunto de los profesionales
de campo y los productores en los municipios que fueron seleccionados
(Montelibano, Tierralta, Valencia, Lorica, Mofitos y Canalete), donde se realiz6 el
proceso de seleccion de lotes que sirvieron como banco para la produccion de
plantas madre, el lote seleccionado fue el Centro experimental Chapinero ubicado
en el municipio de Tierralta departamento de Cérdoba con coordenadas geogréficas
8°9’56.7” latitud Norte y 76°4’17.4” longitud Oeste, con registro expedido bajo la
resolucién 3180 del afio 2009 (ICA, 2009). Durante el desarrollo de esta actividad
se tuvieron en cuenta todas las medidas requeridas para la seleccion de plantas
madre, como lo fueron: la identificacion de lotes con un buen manejo fitosanitario y
con un registro sanitario expedido por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
aspecto que garantizo el buen manejo del lote (Resolucion ICA 448 del 20 de enero
de 2016). A demas, se tuvo en cuenta las plantas que presentaron las mejores
condiciones fisioldgicas, fitosanitarias y productivas del material vegetal como lo son
el tamafio del racimo y la longitud de dedos.

Una vez identificados los sitios que cumplian con los requisitos y las condiciones
fitosanitarias necesarias para este proyecto, se identificaron las plantas que
contaban con las caracteristicas sobresalientes identificadas anteriormente y se
procedié a extraer los colinos, todo esto teniendo en cuenta las técnicas y métodos
gue se usan tradicionalmente para la extraccion de estos colinos (Figura 3). Para
esto también se contd con el apoyo local de los productores beneficiados en el
proyecto.
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Figura 3. Seleccion y extraccion de colinos de material vegetal en campo

Fuente: (Elaboracién propia)

4.2 AISLAMIENTO Y DESINFECCION

Para el proceso de desinfeccion de explantes en el Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal, se tuvieron en cuenta los protocolos basicos de acuerdo con Suéarez, 2020.
Estos fueron establecidos y dirigidos conjuntamente con el personal del Laboratorio
con alta experiencia y conocimiento en el tema.

El procedimiento que se llevo a cabo (Figura 4) y los productos utilizados para la
desinfeccién del material vegetal fueron:

Retirar el exceso de tierra de los colinos fuera del Laboratorio con agua
directa de la llave.
Reducir los colinos a un tamafo aproximado de 10 cm para poder ser
ingresados al laboratorio.

Lavar con agua de la llave 2 veces.
Reducir los colinos aproximadamente a 6 cm para facilitar la inmersion en la
solucion desinfectante de hipoclorito.
Sumergir los colinos en hipoclorito de sodio (NaClO) al 1.25% durante 10
minutos.

Enjuagar 3 veces con agua de la llave, hasta eliminar el hipoclorito.
Sumergir en agua del grifo durante 20 minutos.

Reducir los colinos aproximadamente a 3.5 cm

Lavar y agitar con agua del grifo y detergente 2 veces durante 5 minutos.
Enjuagar con agua del grifo hasta eliminar detergente.

Lavar y agitar con agua del grifo, tween-20 y detergente durante 5 minutos.
Enjuagar con agua del grifo hasta eliminar detergente.

Lavar y agitar con agua destilada y detergente durante 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada hasta eliminar detergente.

Lavar y agitar con agua destilada y tween-20 durante 5 minutos.

Enjuagar con agua destilada hasta retirar tween-20 y el exceso de espuma.
Retirar con una cuchilla la capa superficial del explante.
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e Sumergir los explantes en una solucién de fungicida (Oxicloruro de Cobre) a
una concentracion de 3g.L* durante 1 hora.

e Enjuagar con agua destilada

e Sumergir los explantes en una solucion de hipoclorito de sodio (NaClO) con
concentracion de 1.5%, con agua destilada estéril dentro de la camara de
flujo laminar.

e Enjuagar 2 veces con agua destilada estéril dentro de la cadmara de flujo
laminar para retirar el hipoclorito de sodio.

e Sumergir los explantes en una solucion de antibiético (Cefalexina) con agua
destilada estéril durante 5 minutos.

e Retirar con cuchilla una capa superficial del explante, realizar los cortes
establecidos para cada tratamiento para su establecimiento a nivel in vitro
(Figura 4).

Figura 4. Proceso de aislamiento y desinfeccidén de explantes para su introduccién
a nivel in vitro. A) Reduccion de colinos a 10 cm; B) Lavado de colinos; C)
Reduccioén de colinos a 6cm D) proceso de lavado de explantes; E)
Reduccion de explantes a 3.5 cm; F) Explantes sumergidos en solucién de
NaClO dentro de la Camara de flujo laminar; G) Retiro de la capa superficial
del explante; H) Introduccion de explantes en Camara de flujo laminar; I)
Explante establecido en el medio de cultivo.

Fuente: (Elaboracion propia)
4.3 INTRODUCCION DE EXPLANTES A NIVEL IN VITRO
El establecimiento de los tejidos meristematicos se realizé bajo condiciones

estériles, utilizando un medio de cultivo con las sales de MS (Murashige & Skoog,
1962), este es el mas conocido y apto para la mayoria de las especies vegetales.
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Estos medios se suplementaron con: Hidrocloruro de tiamina (ACROS ORGANICS)
se agreg6 1 mgL.L?, Sacarosa 30 g.L, myo-Inositol se agreg6é 100 mg. Lt (Merck),
Agar se agreg6 7 g.L* (SIGMA Life Science) y las sales Murashige y Skoog basal
medium with vitamins (M&S PhytoTech LABS) a razén de 2,165 g.L™.

El proceso de introduccién a nivel in vitro fue hecho en la camara de flujo laminar
bajo condiciones de asepsia (Figura 5). Estos fueron almacenados en cuartos de
crecimiento bajo condiciones ambientales de Temperatura 25°C, Fotoperiodo de 12
h (40 umol m2 s1) utilizando lamparas fluorescentes que proporcionaban luz blanca
fria.

Figura 5. Introduccion de explantes en medios de cultivos. A) introduccion y
aplicacidn de cortes en los explantes; B) Establecimiento de explantes en el
medio de cultivo

).

Fuente: (Elaboracién propia)

4.4 EVALUACION DE CORTES LONGITUDINALES EN EL EXPLANTE
MERISTEMATICO
Los tratamientos evaluados para el establecimiento de los explantes fueron:

e To= Establecimiento de meristemos sin corte longitudinal.

e Ti= Establecimiento de meristemos con un corte longitudinal abarcando el
diametro del explante.
2

e T2 = Establecimiento de meristemos con dos cortes diametrales
perpendiculares en forma de cruz.

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) de tres tratamientos con 20
repeticiones. Debido a la presencia de contaminacion en algunas de las muestras,
el analisis se realiz6 con datos desbalanceados. Donde estos al tratarse de una
obtencién de datos binomiales o dicotomicos fueron analizados con la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis.
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Durante el desarrollo y evaluacion de este experimento se hizo seguimiento a cada
explante establecido, se observé con detalle como influia en ellos el corte aplicado
a cada tratamiento, para lo cual, después de 4 semanas, se evaluaron las variables
de numero de explantes que emitieron brotes, se calcul6 el porcentaje de explantes
con brotes, y la variable nUmero de brotes por explante.

De acuerdo con la prueba de Kruskal-wallis (Tabla 1), se pudo observar que hubo
diferencias estadisticas entre los promedios de los rangos de los tratamientos. De
acuerdo con esto se observan diferencias entre los promedios de rangos de
brotacion entre los tratamientos.

Tabla 1. Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la brotacion en funcion
de los tratamientos

Fuente | GL | Estadistico | P-valor
T 2 19,67 *** 5,353.10°

***= Diferencias estadisticas al 0.1%
GL= Grados de libertad
T= Tratamiento

Para las diferencias estadisticas se realiz6 la prueba de Wilcoxon (Wilcoxon signed-

rank test), esta es una prueba de medias para los rangos, nos permite tener una
idea de cual tratamiento fue el que mejor presento resultados.

Tabla 2. Promedios de rangos de brotacion en funcién de los tratamientos

Tratamiento n | Promedio | Prueba Wilcoxon
Sin corte (To) 20 17 c

Un corte diametral (T1) 13 24,2 b

Dos cortes en cruz (T2) | 14 33,8 a

Promedios con letras similares no varian estadisticamente, segun la prueba de Wilcoxon

De acuerdo con los datos de la tabla 2, arrojados por la prueba de Wilcoxon, se
puede observar que, el tratamiento T2 correspondiente a dos cortes diametrales
perpendiculares en forma de cruz sobre el meristemo, tuvo un mayor promedio de
rango con 33,8, seguido del tratamiento T1 correspondiente a un corte longitudinal
abarcando el diametro del explante meristematico, el cual tuvo un rango de 24,2 y
por ultimo el tratamiento To correspondiente al explante sin corte longitudinal, con
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un promedio de 17, evidencia una diferencia entre tratamientos con respecto a la
brotacion.

De acuerdo a lo observado en la tabla 3, el tratamiento con dos cortes diametrales
perpendiculares en forma de cruz (T2) obtuvo un mayor numero de explantes con
brotes emitidos, es decir, la implementacion de esta técnica aumenta el porcentaje
hasta en un 50% del nimero de explantes con brotacién (Figura 6); por otro, lado el
tratamiento con un corte longitudinal abarcando el didmetro del explante (Ta),
presento resultados significativos con respecto al nUmero de explantes con brotes,
es decir, que la aplicacion de este tratamiento provocé un 20% de numeros de
explantes brotados (Figura 7), en comparacion al tratamiento sin corte longitudinal
(To) que no mostrd ninguna respuesta.

Tabla 3. Resultados de numero de explantes que emitieron brotes y el porcentaje
de brotacion para cada tratamiento.

# Explantes %
Tratamiento gue emitieron Explantes
brotes con brotes
Sin corte (To) 0 0%
Un corte diametral (T1) 4 20%
Dos cortes en cruz (T2) 10 50%

Figura 6. Brotes emitidos entre el tratamiento dos y tratamiento uno.

Fuente: (Elaboracion propia)
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Figura 7: Evidencia de tratamientos sin brotes emitidos.
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Fuente: (Elaboracién propia)

Los resultados mostraron respuestas positivas con respecto a la variable nimero
de explantes con brotes emitidos en el tratamiento con dos cortes diametrales
perpendiculares en forma de cruz (T2) y en el tratamiento con un corte longitudinal
abarcando el diametro del explante (T1), sin embargo, no se logré obtener una
respuesta positiva para la variable nimero de brotes por explante.

Teniendo en cuenta las observaciones a cada tratamiento, sobre como influian los
cortes aplicados en ellos y de acuerdo al establecimiento de otros ensayos
aplicados durante el desarrollo de actividades de investigacion, se pudo obtener
resultados diferentes en comparacién con cada uno de los tratamientos aplicados
al ensayo como lo son:

La aplicacion del corte en cruz y los dos cortes diametrales, una vez establecidos
generan la oxidacién en el tejido del explante, ocasionados por la exudacion de
compuestos fendlicos que son producidos por el corte o herida realizada en el tejido
lo cual es muy caracteristico en banano; estos compuestos al ser liberados quedan
atrapados en el medio de cultivo y acumulados formando un area negra alrededor
del explante causando asi la inhibicién del crecimiento.
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5. CONCLUSIONES

Luego de haber finalizado este trabajo de grado en la modalidad pasantia, se pudo
concluir que:

e Los tratamientos aplicados no afectaron significativamente la variable
namero de brotes por explante.

e La variable numero de explantes con brotes emitidos fue afectada
significativamente por los tratamientos aplicados, observando que el
tratamiento con dos cortes en cruz sobre el meristemo indujo a un mayor
namero de explantes con brotes.
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6. RECOMENDACIONES

De acuerdo a las evaluaciones realizadas, es recomendable aplicar la técnica de
dos cortes diametrales para estimular el nUmero de explantes con brotes, ya que
esta aumenta significativamente hasta en un 50% el nimero de explantes con

brotacién.
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ANEXOS

Anexo A: Preparacion de medios de cultivo

~_

Fuente: (Elaboracion propia)

Anexo C: A) Seguimiento de explantes; B) Seguimiento a brotes emitidos
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Anexo D: A) Meristemo con un corte longitudinal abarcando el diametro del
explante; B) Necrosamiento en corte longitudinal por alto contenido de fenoles; C)
Brote emitido por el explante.

Fuente: (Elaboracién propia)

Anexo E: A) Meristemo con dos cortes diametrales perpendiculares en forma de
cruz; B) Brote emitido por explante.

A)

Fuente: (Elaboracién propia)
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