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RESUMEN

Reyes Padilla, Byron Algandro. 2001. Uso de L-cisteina 'y acido ascorbico para reducir
la oxidacién durante € establecimiento y la multiplicacion in vitro de &pices
meristematicos de tres cultivares de platano (Musa spp.) incubados bajo luz y oscuridad.
Proyecto Especial del Programa de Ingeniero Agrénomo, El Zamorano, Honduras. 50 p.

El pldano (Musa spp.) es un cultivo muy importante como aimento y como fuente de
almidon en paises en vias de desarrollo, ademés tiene usos como vegetal, produccién de
cerveza de bajo contenido alcohdlico y aimento animal. Una aternativa para incrementar
la produccion de este cultivo es usar técnicas de cultivo de tejidos, pero éstas presentan
diversos problemas fisiologicos, entre ellos la oxidacion. El objetivo del estudio fue
evauar e efecto antioxidante del &cido ascorbico y la L-cisteina en la propagacion in
vitro de platano FHIA 20, FHIA 21 y Cuerno, incubado bajo luz y oscuridad. Con ese
proposito se selecciond material vegetal de la Fundacion Hondurefia de Investigacion
Agricola (FHIA) y se establecié este material en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Micropropagacion de Zamorano. Se empled un disefio completamente al azar con 15
tratamientos y siete repeticiones. En cada uno de los cultivares se probo L-cisteinaa 2.0 y
4.0 mg/L; acido ascérbico a 100 y 200 mg/L y €l testigo en que no se agregd ningun
antioxidante al medio de cultivo. En la etapa de establecimiento de los apices se probo €l
efecto de incubar los épices con luz u oscuridad. En la etapa de multiplicacion, para los
dos subcultivos, sdlo se incubaron los épices en luz. Las variables medidas fueron grado
de oxidacion, formacion de callo, nimero de brotes, grado de necrosis y contaminacion.
Para controlar la oxidacion en la etapa de establecimiento, se requeriran 4.0 mg/L de L-
cisteina al incubar los apices en luz 'y 2.0 mg/L en oscuridad. En los subcultivos ningun
antioxidante redujo la oxidacién. La formacién de callo en luz y oscuridad fue mayor de
40% durante el establecimiento de los apices y fue minima en los subcultivos. El FHIA 20
tuvo mayor nimero de brotes y a usar 100 mg/L de acido ascorbico se estimulé el
brotamiento. La necrosis fue menor en FHIA 21 durante los subcultivos y luego se
estabiliz6. La contaminacion fue cada vez menor conforme se avanzaba en los
subcultivos.

Palabr as claves: Antioxidantes, brotes, callo, subcultivos.

Dr. Abelino Pitty
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NOTA DE PRENSA

Uso de antioxidantes durante el establecimientoy la multiplicacion in
vitro de apices meristeméticos de platano (Musa spp.) incubados bajo
condicionesdeluz y oscuridad

El pldano constituye una de las principales fuentes de carbohidratos en la dieta
alimenticia de los seres humanos, puede consumirse como vegetal o fruta, es de gran
utilidad en la industria textil y posee propiedades curativas. Sus multiples usos y
beneficios hacen necesaria la busqueda de aternativas que permitan en incremento de su
produccion.

La biotecnologia y su técnica del cultivo de tejidos ha logrado incrementar € nimero de
plantas que se producen de esta especie, d permitir € cultivo in vitro de &pices,
suspensiones celulares, cultivo de embriones, entre otras. Sin embargo, durante las
primeras etapas de cultivo, esta metodologia presenta problemas de oxidacion,
vitrificacion de los tejidos, necrosisy otros.

En un experimento realizado en el Laboratorio de Cultivo de Tegjidos y Micropropagacion
del Zamorano, se evalud € efecto de dos antioxidantes (L-cisteina y &cido ascérbico) para
el control de la oxidacion durante las primeras etapas del cultivo del plétano; ademas, se
midio el efecto de incubar apices en luz y oscuridad.

En & andlisis, desarrollado entre marzo y julio de 2000, se aplicaron dos dosis de los
antioxidantes bajo condiciones controladas de temperatura (24°C), luminosidad (36 pmol
ms?) y fotoperiodo (16 h luz).

Los resultados de la prueba muestran que la L-cisteina control6 mejor la oxidacion y que
se obtuvieron mayores beneficios a incubar los dpices en oscuridad. El informe sefida
gue los antioxidantes en estudio y bajo las condiciones propuestas, solo son eficientes
durante e establecimiento del cultivo ya que en la etapa de multiplicacion, los
antioxidantes no surtieron efecto.

Lic. Sobeyda Alvarez
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1. INTRODUCCION

El platano (Musa spp.), originario del sudeste asiético, es un cultivo muy importante como
alimento. A pesar que la mayoria de su produccion se destina a consumo interno, una
buena parte se exporta, generando importantes divisas para los paises productores. En los
ultimos afios se ha incrementado |a demanda en estos paises (Usui et al., 1996).

Seguin Sharrock (1996), las comunidades primitivas usaron la bellota (flor masculina) y €l
interior del pseudotallo del género Musa como vegetales; también se usO este género, en
el centro y este de Africa, para la produccion de cerveza con bajo contenido de alcohol
pero corta vida Util. Este mismo autor sefiala que € género Musa también es usado como
alimento animal a traves de ensilajes y como medicina, ya que €l jugo de la bellota sirve
como remedio para problemas estomacales. Asi mismo, la fruta madura esta siendo usada
para tratar el asma y la bronquitis. Las especies del género Musa también han sido
utilizadas como fuente de fibra, la cual es extraida de los peciolos y pseudotallos secos;
esta fibra es usada para la manufactura textil o elaboracion de papel. Adicionalmente, las
hojas son usadas para servir comidas tipicas como es e caso de |los tamales. Segun Price
(1995), e 70% de la produccion mundial de plétano se encuentra en Africa. En las
regiones mas pobres del mundo, este cultivo es la fuente mas importante de carbohidratos.

La produccion masiva de plantas de pldtano se puede redlizar por medio de técnicas de
cultivo de tejidos y micropropagacion tales como: rescate de embriones, formacion de
callos, suspensiones celulares, cultivo de protoplastos y cultivo de apices meristematicos,
entre otras técnicas (Vuylsteke y Swennen, 1992).

Segun Israeli et al. (1995), cuando la demanda de plantas disminuye, € proceso de
multiplicacion a través de la micropropagacion se puede detener, bajando la intensidad
luminicay latemperatura hasta 11-18°C; bajo estas condiciones |os apices meristeméticos
se pueden mantener sin multiplicar por mas de un afio, de esta manera la produccién de
plantas de platano puede ser disminuida en caso de que e mercado o obligue.

Dada la importancia que tiene € plaano y € género Musa en genera, la
micropropagacion es una aternativa para incrementar la produccion masiva de plantas de
platano, pero ésta puede presentar varios problemas al momento de iniciar € proceso tales
como: oxidacion, contaminacion, necrosis, vitrificacion y ademés puede inducir
variaciones somaclonales que son cambios tanto positivos como negativos para cuaquier
variedad.

La oxidacion generalmente se presenta en las primeras etapas de la propagacion in vitro,
afectando e porcentgje de establecimiento de los &pices y ademas, constituyendo una



XiX

disminucion del potencial de multiplicacion del material. Laboratorios de cultivos de
tgjidos como la Fundacién Hondurefia de Investigacion Agricola (FHIA) y GALILTEC en
Honduras y otros en Colombia, han encontrado igualmente problemas de oxidacion
durante el establecimiento de vitropl aﬁtas de algunas variedades de platano como FHIA
20 y Plaano Enano (Rivas, 2000)~. La FHIA ha redizado algunos experimentos
utilizando L-cisteina como antioxidante obteniendo buenos resultados (Hohne y Ruiz,
1995).

1.1 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Con el presente estudio, realizado en e Laboratorio de Cultivo de Tejidos y
Micropropagacion de EI Zamorano, en colaboracion con la FHIA, se determind, bajo
condiciones de luz y oscuridad, € tipo y concentracion de antioxidante que controla
eficientemente los problemas de oxidacion en las primeras etapas de la produccion in
vitro de platano FHIA 21, FHIA 20 y Cuerno. Se analiz6 €l efecto que tienen estos
tratamientos en el desarrollo de los apices meristeméticos y en e brotamiento. En €
presente estudio se realizaron dos experimentos:

Experimento 1. Efecto antioxidante de la L-cisteina y e acido ascérbico en e
establecimiento y multiplicacion in vitro de apices meristematicos de platano bajo
condiciones de luz. Consistié en incubar los &pices meristematicos de plédtano en un
cuarto de crecimiento con condiciones luminicas de 36 umolms™, temperatura promedio
de 24°C y fotoperiodo de 16 h luz por dia durante tres meses y medio. Se midieron los
efectos en la etapa de iniciacion o establecimiento del cultivo (E 1) y los primeros dos
subcultivos (S1 y S2) de la etapa de multiplicacion (E I1) de pldtano FHIA 21, FHIA 20y
Cuerno.

Experimento 2: Efecto antioxidante de la L-cisteina y e acido ascérbico en e
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano bajo condiciones de
oscuridad. A diferencia del anterior, consistié en incubar los épices en oscuridad,
manteniendo la temperatura, luminosidad y fotoperiodo externo igual que en € primer
experimento por un periodo de 40 dias. La oscuridad se consiguié incubando los
contenedores con los pices meristeméticos en cajas de carton debidamente cerradas. Se
midieron los efectos en la etapa de iniciacion o establecimiento del cultivo (E I) de la
propagacion in vitro de platano FHIA 21, FHIA 20y Cuerno.

1.2LIMITESDEL ESTUDIO

El estudio se realizo en el periodo comprendido entre €l 14 de marzo y €l 08 de julio de
2000, en el Laboratorio de Cultivo de Tegjidos y Micropropagacion de El Zamorano.

RIVAS, J. 2000. Comunicacion personal.
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El nimero de repeticiones por tratamiento fue bajo ya que el material madre, a pesar de
estar disponible, fue dificil transportarlo y manipularlo para su preparacion para €l
estudio.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar € efecto antioxidante del &cido ascorbico y la L-cisteina en la propagacién in

vitro de platano FHIA 20, FHIA 21 y Cuerno, bajo condiciones de incubacion con luz y

oscuridad.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Determinar larespuesta de |os apices expuestos a los dos tipos de antioxidantes.

> Determinar larespuesta de |os apices a las dos dosificaciones de cada antioxidante.

» Comparar los efectos de la incubacion bajo condiciones de luz y oscuridad en la
reduccion de la oxidaciéon y € desarrollo de callo en los pices meristeméticos en la

etapa de establecimiento.

> Evaluar el efecto que tienen los cinco tratamientos en el brotamiento y laformacion de
callo de los épices meristeméticos.
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2. REVISION DE LITERATURA

Uno de los mayores problemas bioldgicos que presenta el cultivo de meristemos de
plaano en las primeras etapas es la oxidacion. Este problema consiste en el
oscurecimiento de los dpices meristematicos y € medio de cultivo debido a la presencia
de radicales libres en el medio y a la liberacidon de fenoles por parte de los pices, los
cuales se vuelven téxicos para ellos mismos (Jiménez, 1998).

Seguin George (1996), Jiménez (1998) y Vuylsteke (s.f.), una manera de contrarrestar €l
fendmeno de la oxidacion es mantener los &pices meristematicos en soluciones
antioxidantes antes de su transplante o a través de la adicién de antioxidantes en el medio
de cultivo. Estos autores también sefialan que para contrarrestar la oxidacion se pueden
hacer cambios frecuentes de medio de cultivo. Jiménez (1998) e Isradi et al. (1995)
sefidlan que € cultivo bajo condiciones de oscuridad o menor intensidad luminosa, los
cambios en € nivel de sacarosa y la regulacién de la temperatura son también
beneficiosos para el control de la oxidacion.

Hohne y Ruiz (1995) encontraron que para disminuir la oxidacion se debe reducir la
cantidad de cortes y la manipul acién excesiva de los &pices. También encontraron que en
la etapa de iniciacion de platano FHIA 21 la oxidacion fue mayor, por 1o que pocos dias
después del establecimiento tuvieron que pasar |0s apices meristeméticos a otros frascos
conteniendo medio fresco. Asimismo, sefialaron que la oxidacion desaparecio totalmente
en lafase de multiplicacion.

Anthony et al. (1999) encontraron que en dos variedades de plantas nativas australianas,
recalcitrantes a la micropropagacion, la oxidacion se redujo cuando los épices fueron
sumergidos en una solucién conteniendo citrato de potasio (KC por sus siglas en inglés) al
0.1% o adicionando este compuesto al medio de cultivo arazon de 0.01%.

De acuerdo a los trabgjos realizados por Samosir et al. (1997) en Cocos nucifera, al usar
vainas cotiledonares para €l cultivo de tgjidos, la oxidacion en las primeras etapas se
puede reducir lavando los meristemos con agua deionizada estéril y cultivando los
mismos con carbon activado o acido ascorbico agregado al medio. Estos mismos autores
sefidlan que el carbon activado es indispensable para la supervivencia de |os meristemos.

Nomura et al. (1998) incluyeron “glutatién” (antioxidante natural) en e medio de cultivo
para manzanos (Malus pumila) para € control de la oxidacion y encontraron que no es
necesario incluirlo en el medio si los tgjidos se sumergen en una solucién conteniendo 0.1
mM de “glutation” antes de su establecimiento in vitro.
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En la micropropagacion, la oxidacion y la necrosis, son mas notorias en plantas lefiosas.
Mederos-Molina y Trujillo (1999) reportaron que la oxidacion en tejidos de pistacho
(Pistacia vera) puede ser eliminada a enjuagar los tejidos con L-cisteina antes del
establecimiento en etapa |, 0 agregando carbdn activado a medio de cultivo. Estos
mismos autores observaron que, combinando este Ultimo tratamiento con oscuridad o
agregando nitrato de plata (AgNO3) a medio, también se podia reducir la oxidacion.

Dado que la oxidacion ocurre por la liberacion de compuestos fendlicos, Caspersen et al.
(2000) notaron que en lechuga, uno de los fenoles que se liberaba era € &cido ferdlico;
accidentalmente descubrieron que la concentracion de este acido, en el medio de cultivo,
se redujo en presencia de microorganismos desconocidos. Redlizados estos
descubrimientos, montaron un experimento para determinar que tipo de
microorganismo(s) controlaba(n) la oxidacion encontrando que uno de ellos era
probablemente Pseudomonas spp. Bésicamente, estos microorganismos degradan el &cido
ferdlico (promotor de la oxidacién) reduciendo asi |a oxidacion.

Standardi y Romani (1991) encontraron que a agregar antioxidantes como PVP o &cido
citrico al medio nutritivo para €l cultivo in vitro de manzanos (Malus pumila), €l
porcentgje de raices se ve afectado tanto positiva como negativamente, dependiendo de la
etapa de la aplicacion. Esto indica que los antioxidantes pueden ser usados con diferentes
propositos.

Un antioxidante se define como un donador de electrones que inhibe la oxidacion de
substratos. Los antioxidantes remueven e oxigeno de otras moléculas através de los
agentes reductores que contienen o por otros componentes que actlian por mecani Smos
alternos como atrapando o desactivando los iones libres. Esos agentes disminuyen el
potencial de reduccién/oxidacion (Redox) y son eficientes en evitar el oscurecimiento del
tgjido y la oxidacién de los fenoles libres (George, 1996).

Los antioxidantes més usados son el &cido ascorbico, écido citrico, L-cisteing, cisteina
hidroclorada, carbon activado, polyvinylpyrrolidone (PVP) y tiosulfato de sodio, de los
cuales los tres primeros son los mas usados en plétano. Estos compuestos se pueden usar
antes del establecimiento del material o adicionandolos al medio de cultivo (George,
1996; Jiménez, 1998).

De una u otra manera, los investigadores han demostrado que los antioxidantes se hacen
necesarios para poder propagar in vitro muchos cultivos, no solamente €l plétano.
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2.1 PROCESO DE MICROPROPAGACION DE PLATANO
B

De acuerdo al protocolo seguido por la FHIA®, &l proceso parallevar a

cabo la micropropagacion del platano es el siguiente:

1. Se seleccionan en el campo las plantas madres de las que se van a utilizar los
cormos/rizomas. Estas deben tener buenas caracteristicas fisicas ya que asi como son
las madres, seran las plantas que se produzcan en el laboratorio.

2. Secortan loscormosy se limpian los residuos de tierra que traigan del campo.

3. Selavany luego se enjuagan bien con aguay jabon.

4. Los cormos limpios son reducidos con un machete o cuchillo grande, asperjando cloro
comercial (hipoclorito de sodio) sin diluir antes de cada reduccién tanto en la
herramienta como en el cormo.

5. Una vez reducidos, se llevan a laboratorio y se desinfectan durante 30 min en una

solucion de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 30% (v/v) conteniendo tres gotas de

“Tween 80" por cada 100 ml de solucion desinfectante.

En lacamarade flujo laminar se realizan tres enjuagues con agua bidestilada estéril.

Se realizan dos reducciones y dos desinfecciones més, una con hipoclorito de sodio al

10% (v/v) y laotraa 2.5% (v/v) por 10 y 2 min respectivamente. Ambas soluciones

desinfectantes [levan “ Tween 80" de la misma manera como se especifico en € inciso

5.

8. Después de cada enjuague con hipoclorito de sodio se realizan tres lavados con agua
bidestilada estéril antes de proceder alareduccion.

9. Después de la ultima reduccion, los dpices son plantados en € medio de cultivo para
su posterior incubacion en condiciones controladas de luz y temperatura. Esta es la
etapa deiniciacion o establecimiento (E I)

10. Los apices pasan en la etapa de establecimiento aproximadamente 40 dias.

11. A los 40 dias, los apices se limpian, se dividen longitudinalmente y se transplantan a
otro medio en donde iniciaran la etapa de multiplicacion (E I1).

12. La etapa de multiplicacion consta de ocho subcultivos (S), cada uno con una duracion
de 21 dias aproximadamente.

13. Antes de iniciar cada subcultivo, los apices se limpian, se reducen en su base y se
dividen paraincrementar el nimero de vitroplantas a producir.

14. Los primeros tres subcultivos forman lo que se llamalaM1 y se denominan como S1,
S2 0 S3 dependiendo si es e primer, segundo o tercer subcultivo respectivamente (e.g.
M1S2).

15. Del cuarto a sexto subcultivo forman lo que se llamalaM2 y se denominan como 4,
S5 0 S6 dependiendo si es el cuarto, quinto o sexto subcultivo respectivamente.

16. El séptimo y octavo subcultivo forman laM3 y se denominan S7 o S8, dependiendo si
es el séptimo u octavo subcultivo respectivamente.

17. Después de los ocho subcultivos, las vitroplantas pasan a la etapa de regeneracion (E
[11) donde forman las raices necesarias para su aclimatacion.

N o

2RIVAS, J. 1999. Comunicacion personal y entrenamiento personal en servicio en el laboratorio de FHIA.
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18. Estas vitroplantas pasan en la etapa E Il aproximadamente 4 a 5 semanas, hasta tener
de5a8cmdeaturao 3 a4 hojasformadas.

19. Después de esta etapa, las vitroplantas se plantan en bandejas para su aclimatacion en
el invernadero donde pasan aproximadamente 5 a 6 semanas hasta tener una altura de
10al15cm.

20. Luego de transcurrido este tiempo, cada planta es transplantada a una bolsa plastica
negra (8x7”) conteniendo un substrato 4:2:1 (tierra: casulla de arroz: arena). En estas
bolsas las plantas terminan de crecer por cerca de 6 a 7 semanas hasta ser finalmente
vendidas o plantadas en campo abierto.

Con lo expuesto anteriormente, se puede deducir que todo e proceso de
micropropagacion del platano tarda aproximadamente 11 meses y medio, Si este proceso
es llevado a cabo sin ningun contratiempo, ya que puede tardar mas si no se realizan las
multiplicaciones en el tiempo indicado.
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3. MATERIALESY METODOS

3.1LOCALIZACION

Este estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tgjidos y Micropropagacion
de El Zamorano, Honduras, entre el 14 de marzo y e 08 de julio de 2000. Se realizaron
dos experimentos para determinar qué tipo y concentracion de antioxidante era mas
efectivo para el control de la oxidacién en la micropropagacién de plétano. En e primer
experimento, |os apices meristematicos fueron incubados en laluz y en e segundo fueron
incubados en total oscuridad. Los materiales que se utilizaron para ambos experimentos y
la metodologia que se siguio se detallan a continuacion.

3.2MATERIALESDE LABORATORIO

3.2.1 Experimento 1. Efecto antioxidante de la L-cisteina 'y e acido ascérbico en €
establecimiento y multiplicacion in vitro de apices meristeméticos de plétano bajo

condiciones de luz.

» Lacristaleria usada fue: frascos de 4 oz, platos de Petri, vasos de precipitado, balones
aforados, frascos de Mason, pipetasy probetas, entre otros.

» Lacristderiafue lavada con aguay “Alconox” paraeliminar todas las impurezas de la
misma y luego de este lavado, se enjuagl con agua bidestilada. Seguidamente, los
platos de Petri y los frascos de 4 oz fueron secados en un horno a 360°C por una hora
y media; el resto de cristaleria fue dgjada, boca abajo, sobre un mueble para que seque
al ambiente.

> El equipo que se utilizo fue: autoclave, horno de microondas, horno para secar
cristaleria, balanza de precision, potenciometro, refrigeradora, agitadores, jeringas
dosificadoras de 30 y 10 ml, bandgjas de metal y de plastico y camara de flujo
laminar.

» Las herramientas usadas para la reduccién de los cormos fueron: dos machetes, una
lima, un recipiente de plastico de 4,000 ml, un aspersor y un cepillo.

» Las herramientas usadas en € proceso de micropropagacion fueron: pinzas medianas
y grandes, mangos de bisturies # 4 y dos mecheros

» Como insumos se utilizaron: cloro comercial (5.25% i.a.), detergente comun, alcohol
a 70% (c/v), acohol para quemar, fosforos, papel auminio, papel parafinado, agua
bidestilada estéril, “Tween 80" papel traza, cinta adhesiva, marcadores indelebles,
hojas de bisturies # 21, guantes desechables, mascarillasy gorros para el cabello.
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3.2.2 Experimento 2: Efecto antioxidante de la L-cisteina 'y e acido ascérbico en €
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano bago condiciones de
oscuridad.

» Los materiales fueron los mismos que se usaron para €l Experimento 1, adicionando a
los insumos varias cgjas de cartdn pequefias (4x9x12") para poder incubar los dpices
en completa oscuridad.

3.3. MEDIOSDE CULTIVO

Se utilizaron modificaciones del medio basico de Murashige y Skoog (MS) para la etapa
de establecimiento (E 1) y para los primeros dos subcultivos de la primera etapa de
multiplicacion (E 1I: M1S1y M1S2). Estos medios de cultivo fueron los utilizados por €l
laboratorio de Cultivo de Tejidos de ElI Zamorano, realizandose las modificaciones
respectivas seguin la recomendacién de personal de la FHIA, para la produccién in vitro
de plétano (Cuadro 1).
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Cuadro 1.- Medio de cultivo, Murashige y Skoog (MS) modificado utilizado para la
propagacion in vitro de platano. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

Concentracion final

Solucion madre 10X (mg/l)

ml de solucién madre

M acronutrientes en e medio de Disolver en 1 L de agua destilada 10X por litro de
o

cultivo (mg/l) medio
KNO3 1,900.00 19,000.00
NH4NO3 1,650.00 16,500.00

100
CaCl2.2H20 440.00 4,400.00
MgSO,.7H20 370.00 3,700.00
KH»PO4 170.00 1,700.00

Micronutrientes

Concentracion final en el
medio de cultivo (mg/l)

Solucién madre 1000X (mg/l)
Disolver en 1 L de agua destilada

ml de solucién madre
1000X por litro de

medio
MnSO4.H20 16.900 16,900.00
ZnS04.7H20 8.600 8,600.00
H3BOs 6.200 6,200.00 1.0
Kl 0.830 830.00
CuS04.5H20 0.025 25.00
NaxM004.2H20 0.230 250.00
CoCl,.6H20 0.025 25.00

Solucién de hierro

Concentracion final en el
medio de cultivo (mg/l)

Solucién madre 200X (mg/l)
Disolver en 1 L de agua destilada

ml de solucién madre
200X por litrode

medio
FeNaEDTA 50.00 10,000.00 5.0
Concentracién final en € ml de solucién madre
VITAMINAS medio de cultivo (mg/l) Diluciénl por litro de medio
Tiamina HCI 0.5 11 0.5
Acido nicotinico 0.5 1:1 0.5
Piridoxina HCI 0.5 1:1 0.5
Glicina 2.0 1:1 2.0
Otros  mgl/l Procedimiento Etapall Etapall
(Iniciacion) (Multiplicacion)
acido 100 Pﬁgﬂﬁ‘;‘gy n?gé?gaf 100 mg/l 100 my/l
ascorbico® 200 200 mg/l 200 mg/|
L-cisteind 2.0 100 mg/100 mi* 2.0ml/l 2.0ml/l
40 Disolver en agua destilada 4.0ml/l 4.0ml/l
Sacarosa 30.0 g/l 30.0 g/l
BAP 4.0 100 mg/ 100 mit
(M 1- Disolver en IN de KOH y 1.0 mg/| (1ppm) 4.0 mg/| (4 ppm)

~a A\

completar con agua destilada



XXViii

S1,52)
Phytagel® 3500 Calentar o medio para disolver 3.5¢g/l (medirpH 3.5 g/l (medir pH antes)

antes)

Gelrita® 2000 NO%“*‘:;Z";:'OW?@' medio 2.0 ¢g/l (medir pH 2.0 g/l (medir pH antes)
antes)

pH 5.8 5.8

' Dilucion de 1:1 (1.0 ml de solucion contenia 1.0 mg de producto).

2 Antioxidantes.

3 Agentes gelatinizadores (el Phytagel solo fue usado para el establecimiento del
experimento 1; paralos deméas medios de establecimiento y multiplicacion se utilizo
Gelrita).
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El procedimiento que se siguio parala elaboracion de los medios en cada uno de los
experimentos se detalla a continuacion:

3.3.1 Elaboracion del medio de cultivo parala etapa de establecimiento (E I)

3.3.1.1 Experimento 1

1. Parala primera etapa se preparé 2,100 ml de medio basico Murashige y Skoog (MS)
mas 1.0 mg/l de benzilaminopurina (BAP) (Cuadro 1).

2. Este medio se separd en cinco vasos de precipitado, cada uno conteniendo 420 ml de
medio en los que se distribuyeron los tratamientos. A cada vaso de precipitado se le
agreg0 € antioxidante respectivo (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Cantidad de L-cisteina y acido ascorbico utilizadas como tratamiento
antioxidante en €l establecimiento in vitro de apices meristematicos de
platano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras,

2000.
L-cisteina’ (mg/l) acido ascor bico’ (mg/l)
Tratamiento No. 2.0 4.0 100 200
1 (ml) 0.84° 0.00 0.00 0.00
2 (ml) 0.00 1.68° 0.00 0.00
3 (mg) 0.00 0.00 42.00° 0.00
4 (mg) 0.00 0.00 0.00 84.00°
5 (Testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00

! Se utiliz6 solucién madre con dilucion de 1:1 (1.0 ml de solucion contenia 1.0 mg de L-
cisteina).

2 Se pesd en la balanza de precision y se agregé directamente a medio de cultivo.

? Cantidad agregada por aiquota de 420 ml de medio de cultivo.

3. Cada tratamiento se gjusté a un pH de 5.8, lo cual se consiguié adicionando &cido
clorhidrico (HCI) 1N parabgjarlo o hidroxido de potasio (KOH) 1N para subirlo.

4. A los vasos de precipitado conteniendo el medio nutritivo correspondiente a cada
tratamiento se les agregd 1.47 g (3.5 g/l) de Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) y seles mantuvo en agitacion.

5. Para poder disolver el agente gelatinizador, cada medio se calentd en un horno de
microondas por un periodo aproximado de 2.5 minutos, agitando a intervalos. Luego
se hizo ladistribucion del medio en los frascos.

6. Se utilizaron frascos de 4 oz. en los que € medio se distribuyd, con ayuda de una
jeringa dosificadora, a razon de 20 ml por frasco, que fueron debidamente rotulados
con marcador indeleble indicando lavariedad y el tratamiento.

7. Unavez vertido el medio de cultivo, los frascos se sellaron con papel aluminio.

8. Para su esterilizacion, los frascos sellados fueron puestos en e autoclave donde se
sometieron a 15 PSI de presion y 121°C de temperatura durante 20 minutos.
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9. Al sacar los frascos del autoclave, se degjaron enfriar hasta que € medio se solidifico,
después de lo cual se mantuvieron en refrigeraciéon hasta que, en los siguientes ocho
dias, se utilizaron para el experimento.
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3.3.1.2 Experimento 2

1. Parala primera etapa se prepar6 3,200 ml (200 ml mas de lo necesario) de medio
basico MS mas 1.0 mg/l de BAP.

2. Este medio se separd en cinco vasos de precipitado, cada uno conteniendo 640 ml. A
cada vaso de precipitado se le agrego el antioxidante respectivo (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Cantidad de L-cisteina y acido ascérbico utilizadas como tratamiento
antioxidante en el establecimiento in vitro de apices meristematicos de
pldtano incubados bajo condiciones de oscuridad. ElI Zamorano,
Hondur as, 2000.

L-cisteina® (mg/) acido ascor bico’ (mg/1)
Tratamiento No. 2.0 4.0 100 200
1 (ml) 1.28° 0.00 0.00 0.00
2 (ml) 0.00 2.56° 0.00 0.00
3 (mg) 0.00 0.00 64.00° 0.00
4 (mg) 0.00 0.00 0.00 128.00°
5 (Testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00

! Se utilizé solucién madre con dilucion de 1:1 (1.0 ml de solucion contenia 1.0 mg de L-
cisteina).

2 Se pesd en la balanza de precision y se agregé directamente a medio de cultivo.

3 Cantidad agregada por aliquota de 640ml de medio de cultivo.

3. Cada tratamiento se gjusto a un pH de 5.8, o que se consiguio adicionando &acido
clorhidrico (HCI) 1N parabgjarlo o hidréxido de potasio (KOH) 1N para subirlo.

4. A los vasos de precipitado conteniendo € medio nutritivo correspondiente a cada
tratamiento se les agreg6 1.28 g. (2.0 g/l) de Gelrita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) y se les mantuvo en agitacion constante para luego distribuir el medio en los
frascos.

5. Seutilizaron frascos de 4 oz. en los que se vertio 20 ml de medio. Los frascos fueron

debidamente rotulados con marcador indeleble, indicando la variedad y el tratamiento.

Unavez vertido € medio de cultivo, los frascos se sellaron con papel aluminio.

Para su esterilizacion, los frascos sellados fueron puestos en €l autoclave donde se

sometieron a 15 PSI de presion y 121°C de temperatura durante 20 minutos.

8. Al sacar los frascos del autoclave, se degjaron enfriar hasta que & medio se solidifico,
después de lo cual se mantuvieron en refrigeracion hasta que, en los siguientes siete
dias, se utilizaron para el experimento.

No
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3.3.2 Elaboracion del medio de cultivo para la etapa de multiplicacion (E 1)

3.3.2.1 Experimento 1. Para la elaboracion del medio de cultivo usado para los dos
subcultivos (M1S1 y M1S2) de la etapa de multiplicacion (E 1), se utilizd e mismo
procedimiento para elaborar € medio de la etapa de establecimiento descrito para €l

primer experimento, con |as siguientes variaciones:

La cantidad a preparar se basd en € nimero de apices meristematicos gque lograron
establecerse sin contaminarse durante la primera etapa. Esta se averigué multiplicando
el nimero de apices que se establecieron por dos (ya que estos se dividieron en dos) y
por 20 ya que cada frasco contuvo 20 ml de medio de cultivo.

La cantidad de BAP agregada a medio se incrementé de 1.0 mg/l que se habia utilizado
en la primera etapa, a4.0 mg/l de medio.

En lugar de utilizar Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) como agente
gelatinizador, se utilizd Gelrita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Las cantidades de los antioxidantes variaron segun la cantidad de medio que se prepard
por cada tratamiento, siempre manteniendo las dosis iniciales usadas (Cuadro 4).

Cuadro 4.- Dosis de L-cisteina y acido ascorbico utilizadas como tratamiento
antioxidante en la multiplicacion in vitro de apices meristematicos de
pladtano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras.

2000.
Tratamiento No.
Antioxidante® 1 2 3 4 5 (Testigo)
L-cisteina® 2.0 4.0 0.00 0.00 0.00

é&cido ascorbico 0.00 0.00 100 200 0.00
! Cantidad de producto utilizada en mg/l.
2 Se prepar6 una solucién madre 1:1 donde 1.0 ml de solucién contenia 1.0
mg de producto.

Los antioxidantes fueron utilizados igual que en la etapa de establecimiento segun €l

tratamiento del que procedia cada material vegetal.

3.3.2.2 Experimento 2. En este experimento no se realizd la multiplicacion de los apices

por lo que no se requirio preparar |os medios que se necesitan para esta labor.

34MATERIAL VEGETAL
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Para ambos experimentos se seleccionaron plantas madres que presentaron las mejores
caracteristicas fisicas y genéticas para obtener buenos hijos. Las plantas estaban con
frutos para observar las caracteristicas del racimo: nimero, forma, longitud y calidad de

los dedos Estas plantas se escogieron en las plantaciones de la FHIA en La Lima,

Honduras.
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3.4.1 Experimento 1

Se utilizaron 35 cormos de cada uno de los platanos: FHIA 20, FHIA 21y Cuerno, para
un total de 105 cormos.

3.4.2 Experimento 2

Se utilizaron 50 cormos de cada uno de los platanos:. FHIA 20, FHIA 21y Cuerno, para

un total de 150 cormos.

3.5 PREPARACION Y ESTERILIZACION SUPERFICIAL DEL MATERIAL

VEGETAL

3.5.1 Preparacion del material vegetal

Para ambos experimentos se realizo € siguiente procedimiento para preparar € material
vegetal en el campo y € invernadero antes de su ingreso al laboratorio:

1.

2.

4.

A las plantas escogidas en la FHIA, se les cortaron los hijos para su transporte hacia
El Zamorano.

En El Zamorano, antes del ingreso de los cormos al laboratorio, se lavaron con aguay
jabon para eliminar los residuos del campo y luego se realizaron tres reducciones de
los mismos, tal como se detallé en e inciso 2.1.

Se asperjo cloro comercia sin diluir (5.25% de i.a. NaOCI) sobre €l cormo y los
machetes antes de cada reduccion hasta obtener los apices meristematicos de
aproximadamente 7.0 cm de largo por 3.0 cm de didametro.

Los épices seingresaron a laboratorio en un recipiente con agua bidestilada.

3.5.2 Esterilizacion superficial del material vegetal

Para ambos experimentos, a nivel del laboratorio, se reaizd € siguiente procedimiento

para esterilizar superficialmente & material vegetal antes de su utilizacion:

1.

3.

Los &pices fueron pasados, con una pinza grande, a un vaso de precipitado de 4,000
ml conteniendo una solucion desinfectante de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 30%
(v/v) conteniendo tres gotas de “Tween 80" por cada 100 ml de solucion
desinfectante.

En esta solucion, los apices se mantuvieron en agitacion constante por 30 min dentro
de la camara de flujo laminar. Todos los pasos siguientes se realizaron dentro de la
camarade flujo laminar.

Antes de su uso, las herramientas se flamearon sobre un mechero y después se
enfriaron sumergiéndolas en un frasco con agua fria destilada previamente
esterilizada. Esta agua se cambi6 constantemente para evitar la contaminacion y este
procedimiento se repitio durante todo e proceso de la micropropagacion ya que
siempre se trabajo con las herramientas estériles.
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Con una pinza grande previamente esterilizada, |0s apices meristematicos se pasaron a
tres vasos de precipitado de 2,000 ml cada uno, conteniendo agua bidestilada estéril
para € enjuague. Cada enjuague en e proceso durd aproximadamente 2 minutos.
Seguidamente, con € bisturi esterilizado, los apices se redujeron sobre un plato de
Petri estéril hasta aproximadamente e 50% de su tamafio original.

Después, con una pinza mediana estéril, se movieron los dpices a otro vaso de
precipitado de 1,000 ml con una solucion de hipoclorito de sodio a 10% (v/v)
conteniendo 3 gotas de “Tween 80" por cada 100 ml de solucién, en e cud se
mantuvieron durante 10 minutos en constante agitacion.

Luego de esta desinfeccidn, los apices fueron enjuagados tres veces con agua
bidestilada estéril, siguiendo e procedimiento expuesto en € inciso 4 para los
enjuagues.

Se repitié e procedimiento 5, moviendo los apices esta vez a un vaso de precipitado
de 500 ml conteniendo solucion desinfectante de hipoclorito de sodio a 2.5% (v/v),
conteniendo 3 gotas de “Tween 80" por cada 100 ml de solucién, durante 2 minutos
en constante agitacion.

Finalmente, los apices meristematicos se enjuagaron tres veces con agua bidestilada
estéril. Para esto, los apices meristematicos se pasaron, con la ayuda de una pinza
mediana, por tres vasos de precipitado de 500 ml ¢/u, conteniendo agua bidestilada
estéril. Cada enjuague tuvo una duracion de 2 minutos.

3.6 ESTABLECIMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL EN EL MEDIO DE

CULTIVO

3.6.1 Experimento 1

3.
4.
S.

Los apices meristematicos, ya preparados y desinfectados, se redujeron (con el bisturi
esterilizado y sobre un plato de Petri estéril) a un tamafio aproximado de 2.0 cm de
largo por 0.8 cm de diametro.

Luego se flameo el borde del frasco que contenia el medio para los dpicesy se coloco
un apice por cada frasco.

Estos frascos se sellaron con papel aluminio y los bordes se sellaron con parafinado.
Los frascos se rotularon indicando €l niumero de plantay fecha.

L os &pices fueron incubados por aproximadamente 40 dias.

3.6.2 Experimento 2

Se siguio el mismo procedimiento usado en el Experimento 1 pero |os dpices se incubaron

en condiciones de oscuridad.

3.7MULTIPLICACION DEL MATERIAL VEGETAL
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3.7.1 Experimento 1

Una vez establecidos |os apices, se procedié ala multiplicacion de los mismos, etapa en la
cua por limitaciones de tiempo para el estudio solo se realizaron dos subcultivos (M1S1 y
M1S2) de los ocho recomendados. El proceso de multiplicacion serealiz6 cada 21 dias.

6. Para la multiplicacion se extrgjo e apice meristematico sano del frasco que lo
conteniay se coloco sobre un plato de Petri.

7. Luego se procedio alimpiar la base del apice que estaba oxidada, reduciendo un poco
lalongitud de labase y limpiando la parte aérea, eliminando asi |as partes necréticas.

8. Luego se dividio longitudinalmente el dpice meristemético en dos partes de manera
gue cada una de €ellas quedd con su parte aéreay base.

9. Seguidamente cada una de esas partes se coloco en e frasco que contenia el medio de
cultivo para multiplicacién, de modo que se mantuvo siempre un apice por frasco.

10. Luego se sdllaron los frascos con papel aluminio y parafinado para incubarlos
nuevamente por 21 dias hastala siguiente multiplicacion.

3.7.2 Experimento 2

No serealizaron las etapas de multiplicacion.

3.8 CONDICIONESAMBIENTALESPARA LA INCUBACION

3.8.1 Experimento 1

Los apices se incubaron en un cuarto de crecimiento con una intensidad luminica de 36
pmolm-2s1, unatemperatura promedio de 24°C y un fotoperiodo de 16 h luz por dia.
3.8.2 Experimento 2

Para la incubacion en la oscuridad, 1os frascos conteniendo |os apices (uno por frasco) se
colocaron dentro de varias cgjas de cartdon pequefias (4x9x12"), las cuales sdlo fueron
abiertas para la toma de datos. Estas cgas se mantuvieron en € mismo cuarto de

crecimiento descrito para el primer experimento.

3.9VARIABLESMEDIDAS

Las variables que se midieron fueron:



XXXVil

= Grado de oxidacion (Ox), que se midio en la base de los apices meristematicos de
acuerdo acinco categorias:
Ox 0: sin oxidacion.

Ox 1. oxidacion levemente visible (1-25%) o aproximadamente ¥4 del apice
oxidado.
Ox 2: oxidacion media (25-50% ) o apr oximadamente %2 del 4pice oxidado.
Ox 3: oxidacion alta (50-75%) o apr oximadamente ¥ del apice oxidado.
Ox 4: oxidacion total (75-100%) o todo el apice oxidado.
La oxidacion fue considerada solo en las paredes de cada apice meristematico. La

base de la base del épice no fue considerada porque, por lo genera, ésta se

mantuvo en contacto con el fondo del frasco.

» Formacion de cdlo.
= NUmero de brotes por apice en la etapa de multiplicacion.
» Grado de necrosis (N) de los apices meristeméticos, se clasifico de acuerdo a cinco
categorias:
N O: sin necrosis.

N 1: necrosislevemente visible (1-25%) o aproximadamente ¥ del apice con necrosis.
N 2: necrosis media (25-50% ) o aproximadamente %2 del 4pice con necrosis.
N 3: necrosis alta (50-75%) o aproximadamente ¥ del apice con necrosis.

N 4: necrosis total (75-100%) o todo el &pice con necrosis.

Parala necrosis se tomo en cuenta la parte aérea del &pice mas no los brotes ya que

estosno la presentaron.

= NuUmero de plantas contaminadas y su agente causal (hongo o bacteria).

Los brotes fueron considerados como tales al presentar un tamafio aproximado de 2 mm

con una coloracion blanca verdusca.

3.10TOMA DE DATOS
La toma de datos se reaiz6 cada cinco dias, observando individuamente las plantas

involucradas en € estudio. Los datos se registraron en formatos disefiados para ese efecto
(Anexo 1).

3.11 EVALUACION ESTADISTICA
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En ambos experimentos los tratamientos y las variedades se ordenaron de manera
aleatoria. Los datos se analizaron utilizando € programa estadistico “ Statistical Analisis
System” versién 6.12 (SAS®, 1997), por medio de un andlisis de varianza, una separacion
de medias “ Student-Newman-Keuls” (SNK) y un andlisis Chi-Cuadrado.

Todos |os datos obtenidos fueron transformados con € logaritmo en base 10 de “X+1". Se
comparé las variables segun los datos transformados y no transformados para ver si la
transformacion aumento la significanciay el gjuste del modelo.

La separacion de medias SNK se realizd para las variables paramétricas (necrosis y
oxidacion) con una significancia menor o igual a 0.05. Las variables no paramétricas
(contaminacién, callo y brotes) se analizaron usando la prueba Chi-Cuadrado.
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3. MATERIALESY METODOS

3.1LOCALIZACION

Este estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Cultivo de Tgjidos y Micropropagacion
de El Zamorano, Honduras, entre el 14 de marzo y e 08 de julio de 2000. Se realizaron
dos experimentos para determinar qué tipo y concentracion de antioxidante era mas
efectivo para el control de la oxidacién en la micropropagacién de plétano. En e primer
experimento, |os apices meristematicos fueron incubados en laluz y en e segundo fueron
incubados en total oscuridad. Los materiales que se utilizaron para ambos experimentos y
la metodologia que se siguio se detallan a continuacion.

3.2MATERIALESDE LABORATORIO

3.2.1 Experimento 1. Efecto antioxidante de la L-cisteina 'y e acido ascérbico en €
establecimiento y multiplicacion in vitro de apices meristeméticos de plétano bajo

condiciones de luz.

» Lacristaleria usada fue: frascos de 4 oz, platos de Petri, vasos de precipitado, balones
aforados, frascos de Mason, pipetasy probetas, entre otros.

» Lacristderiafue lavada con aguay “Alconox” paraeliminar todas las impurezas de la
misma y luego de este lavado, se enjuagl con agua bidestilada. Seguidamente, los
platos de Petri y los frascos de 4 oz fueron secados en un horno a 360°C por una hora
y media; el resto de cristaleria fue dgjada, boca abajo, sobre un mueble para que seque
al ambiente.

> El equipo que se utilizo fue: autoclave, horno de microondas, horno para secar
cristaleria, balanza de precision, potenciometro, refrigeradora, agitadores, jeringas
dosificadoras de 30 y 10 ml, bandgjas de metal y de plastico y camara de flujo
laminar.

» Las herramientas usadas para la reduccién de los cormos fueron: dos machetes, una
lima, un recipiente de plastico de 4,000 ml, un aspersor y un cepillo.

» Las herramientas usadas en € proceso de micropropagacion fueron: pinzas medianas
y grandes, mangos de bisturies # 4 y dos mecheros

» Como insumos se utilizaron: cloro comercial (5.25% i.a.), detergente comun, alcohol
a 70% (c/v), acohol para quemar, fosforos, papel auminio, papel parafinado, agua
bidestilada estéril, “Tween 80" papel traza, cinta adhesiva, marcadores indelebles,
hojas de bisturies # 21, guantes desechables, mascarillasy gorros para el cabello.
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3.2.2 Experimento 2: Efecto antioxidante de la L-cisteina 'y e acido ascérbico en €
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano bago condiciones de
oscuridad.

» Los materiales fueron los mismos que se usaron para €l Experimento 1, adicionando a
los insumos varias cgjas de cartdn pequefias (4x9x12") para poder incubar los dpices
en completa oscuridad.

3.3. MEDIOSDE CULTIVO

Se utilizaron modificaciones del medio basico de Murashige y Skoog (MS) para la etapa
de establecimiento (E 1) y para los primeros dos subcultivos de la primera etapa de
multiplicacion (E 1I: M1S1y M1S2). Estos medios de cultivo fueron los utilizados por €l
laboratorio de Cultivo de Tejidos de ElI Zamorano, realizandose las modificaciones
respectivas seguin la recomendacién de personal de la FHIA, para la produccién in vitro
de plétano (Cuadro 1).
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Cuadro 1.- Medio de cultivo, Murashige y Skoog (MS) modificado utilizado para la
propagacion in vitro de platano. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

Concentracion final

Solucion madre 10X (mg/l)

ml de solucién madre

M acronutrientes en e medio de Disolver en 1 L de agua destilada 10X por litro de
o

cultivo (mg/l) medio
KNO3 1,900.00 19,000.00
NH4NO3 1,650.00 16,500.00

100
CaCl2.2H20 440.00 4,400.00
MgSO,.7H20 370.00 3,700.00
KH»PO4 170.00 1,700.00

Micronutrientes

Concentracion final en el
medio de cultivo (mg/l)

Solucién madre 1000X (mg/l)
Disolver en 1 L de agua destilada

ml de solucién madre
1000X por litro de

medio
MnSO4.H20 16.900 16,900.00
ZnS04.7H20 8.600 8,600.00
H3BOs 6.200 6,200.00 1.0
Kl 0.830 830.00
CuS04.5H20 0.025 25.00
NaxM004.2H20 0.230 250.00
CoCl,.6H20 0.025 25.00

Solucién de hierro

Concentracion final en el
medio de cultivo (mg/l)

Solucién madre 200X (mg/l)
Disolver en 1 L de agua destilada

ml de solucién madre
200X por litrode

medio
FeNaEDTA 50.00 10,000.00 5.0
Concentracién final en € ml de solucién madre
VITAMINAS medio de cultivo (mg/l) Diluciénl por litro de medio
Tiamina HCI 0.5 11 0.5
Acido nicotinico 0.5 1:1 0.5
Piridoxina HCI 0.5 1:1 0.5
Glicina 2.0 1:1 2.0
Otros  mgl/l Procedimiento Etapall Etapall
(Iniciacion) (Multiplicacion)
acido 100 Pﬁgﬂﬁ‘;‘gy n?gé?gaf 100 mg/l 100 my/l
ascorbico® 200 200 mg/l 200 mg/|
L-cisteind 2.0 100 mg/100 mi* 2.0ml/l 2.0ml/l
40 Disolver en agua destilada 4.0ml/l 4.0ml/l
Sacarosa 30.0 g/l 30.0 g/l
BAP 4.0 100 mg/ 100 mit
(M 1- Disolver en IN de KOH y 1.0 mg/| (1ppm) 4.0 mg/| (4 ppm)

~a A\

completar con agua destilada
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S1,52)
Phytagel® 3500 Calentar o medio para disolver 3.5¢g/l (medirpH 3.5 g/l (medir pH antes)

antes)

Gelrita® 2000 NO%“*‘:;Z";:'OW?@' medio 2.0 ¢g/l (medir pH 2.0 g/l (medir pH antes)
antes)

pH 5.8 5.8

' Dilucion de 1:1 (1.0 ml de solucion contenia 1.0 mg de producto).

2 Antioxidantes.

3 Agentes gelatinizadores (el Phytagel solo fue usado para el establecimiento del
experimento 1; paralos deméas medios de establecimiento y multiplicacion se utilizo
Gelrita).
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El procedimiento que se siguio parala elaboracion de los medios en cada uno de los
experimentos se detalla a continuacion:

3.3.1 Elaboracion del medio de cultivo parala etapa de establecimiento (E I)

3.3.1.1 Experimento 1

10. Para la primera etapa se preparé 2,100 ml de medio basico Murashige y Skoog (MS)
mas 1.0 mg/l de benzilaminopurina (BAP) (Cuadro 1).

11. Este medio se separd en cinco vasos de precipitado, cada uno conteniendo 420 ml de
medio en los que se distribuyeron los tratamientos. A cada vaso de precipitado se le
agreg0 € antioxidante respectivo (Cuadro 2).

Cuadro 2.- Cantidad de L-cisteina y acido ascorbico utilizadas como tratamiento
antioxidante en €l establecimiento in vitro de apices meristematicos de
platano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras,

2000.
L-cisteina’ (mg/l) acido ascor bico’ (mg/l)
Tratamiento No. 2.0 4.0 100 200
1 (ml) 0.84° 0.00 0.00 0.00
2 (ml) 0.00 1.68° 0.00 0.00
3 (mg) 0.00 0.00 42.00° 0.00
4 (mg) 0.00 0.00 0.00 84.00°
5 (Testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00

! Se utiliz6 solucién madre con dilucion de 1:1 (1.0 ml de solucion contenia 1.0 mg de L-
cisteina).

2 Se pesd en la balanza de precision y se agregé directamente a medio de cultivo.

? Cantidad agregada por aiquota de 420 ml de medio de cultivo.

12. Cada tratamiento se gjustd a un pH de 5.8, lo cual se consiguid adicionando acido
clorhidrico (HCI) 1N parabgjarlo o hidroxido de potasio (KOH) 1N para subirlo.

13. A los vasos de precipitado conteniendo el medio nutritivo correspondiente a cada
tratamiento se les agregd 1.47 g (3.5 g/l) de Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) y seles mantuvo en agitacion.

14. Para poder disolver el agente gelatinizador, cada medio se calentdé en un horno de
microondas por un periodo aproximado de 2.5 minutos, agitando a intervalos. Luego
se hizo ladistribucion del medio en los frascos.

15. Se utilizaron frascos de 4 oz. en los que e medio se distribuyd, con ayuda de una
jeringa dosificadora, a razon de 20 ml por frasco, que fueron debidamente rotulados
con marcador indeleble indicando lavariedad y el tratamiento.

16. Unavez vertido el medio de cultivo, los frascos se sellaron con papel aluminio.

17. Para su esterilizacion, los frascos sellados fueron puestos en e autoclave donde se
sometieron a 15 PSI de presion y 121°C de temperatura durante 20 minutos.
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18. Al sacar los frascos del autoclave, se dejaron enfriar hasta que el medio se solidifico,
después de lo cual se mantuvieron en refrigeraciéon hasta que, en los siguientes ocho
dias, se utilizaron para el experimento.
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3.3.1.2 Experimento 2

9. Para la primera etapa se prepard 3,200 ml (200 ml més de lo necesario) de medio
basico MS mas 1.0 mg/l de BAP.

10. Este medio se separ6 en cinco vasos de precipitado, cada uno conteniendo 640 ml. A
cada vaso de precipitado se le agrego el antioxidante respectivo (Cuadro 3).

Cuadro 3.- Cantidad de L-cisteina y acido ascérbico utilizadas como tratamiento
antioxidante en el establecimiento in vitro de apices meristematicos de
pldtano incubados bajo condiciones de oscuridad. ElI Zamorano,
Hondur as, 2000.

L-cisteina® (mg/) acido ascor bico’ (mg/1)
Tratamiento No. 2.0 4.0 100 200
1 (ml) 1.28° 0.00 0.00 0.00
2 (ml) 0.00 2.56° 0.00 0.00
3 (mg) 0.00 0.00 64.00° 0.00
4 (mg) 0.00 0.00 0.00 128.00°
5 (Testigo) 0.00 0.00 0.00 0.00

! Se utilizé solucién madre con dilucion de 1:1 (1.0 ml de solucion contenia 1.0 mg de L-
cisteina).

2 Se pesd en la balanza de precision y se agregé directamente a medio de cultivo.

3 Cantidad agregada por aliquota de 640ml de medio de cultivo.

11. Cada tratamiento se gjusté a un pH de 5.8, o que se consiguié adicionando acido
clorhidrico (HCI) 1N parabgjarlo o hidréxido de potasio (KOH) 1N para subirlo.

12. A los vasos de precipitado conteniendo el medio nutritivo correspondiente a cada
tratamiento se les agreg6 1.28 g. (2.0 g/l) de Gelrita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) y se les mantuvo en agitacion constante para luego distribuir el medio en los
frascos.

13. Se utilizaron frascos de 4 0z. en los que se vertio 20 ml de medio. Los frascos fueron
debidamente rotulados con marcador indeleble, indicando la variedad y el tratamiento.

14. Unavez vertido el medio de cultivo, los frascos se sellaron con papel aluminio.

15. Para su esterilizacion, los frascos sellados fueron puestos en e autoclave donde se
sometieron a 15 PSI de presion y 121°C de temperatura durante 20 minutos.

16. Al sacar los frascos del autoclave, se dejaron enfriar hasta que el medio se solidifico,
después de lo cual se mantuvieron en refrigeracion hasta que, en los siguientes siete
dias, se utilizaron para el experimento.
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3.3.2 Elaboracion del medio de cultivo para la etapa de multiplicacion (E 1)

3.3.2.1 Experimento 1. Para la elaboracion del medio de cultivo usado para los dos
subcultivos (M1S1 y M1S2) de la etapa de multiplicacion (E 1), se utilizd e mismo
procedimiento para elaborar € medio de la etapa de establecimiento descrito para €l

primer experimento, con |as siguientes variaciones:

La cantidad a preparar se basd en € nimero de apices meristematicos gque lograron
establecerse sin contaminarse durante la primera etapa. Esta se averigué multiplicando
el nimero de apices que se establecieron por dos (ya que estos se dividieron en dos) y
por 20 ya que cada frasco contuvo 20 ml de medio de cultivo.

La cantidad de BAP agregada a medio se incrementé de 1.0 mg/l que se habia utilizado
en la primera etapa, a4.0 mg/l de medio.

En lugar de utilizar Phytagel (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) como agente
gelatinizador, se utilizd Gelrita (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Las cantidades de los antioxidantes variaron segun la cantidad de medio que se prepard
por cada tratamiento, siempre manteniendo las dosis iniciales usadas (Cuadro 4).

Cuadro 4.- Dosis de L-cisteina y acido ascorbico utilizadas como tratamiento
antioxidante en la multiplicacion in vitro de apices meristematicos de
pladtano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras.

2000.
Tratamiento No.
Antioxidante® 1 2 3 4 5 (Testigo)
L-cisteina® 2.0 4.0 0.00 0.00 0.00

é&cido ascorbico 0.00 0.00 100 200 0.00
! Cantidad de producto utilizada en mg/l.
2 Se prepar6 una solucién madre 1:1 donde 1.0 ml de solucién contenia 1.0
mg de producto.

Los antioxidantes fueron utilizados igual que en la etapa de establecimiento segun €l

tratamiento del que procedia cada material vegetal.

3.3.2.2 Experimento 2. En este experimento no se realizd la multiplicacion de los apices

por lo que no se requirio preparar |os medios que se necesitan para esta labor.
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34MATERIAL VEGETAL

Para ambos experimentos se seleccionaron plantas madres que presentaron las mejores
caracteristicas fisicas y genéticas para obtener buenos hijos. Las plantas estaban con
frutos para observar las caracteristicas del racimo: nimero, forma, longitud y calidad de
los dedos Estas plantas se escogieron en las plantaciones de la FHIA en La Lima,

Honduras.
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3.4.1 Experimento 1

Se utilizaron 35 cormos de cada uno de los platanos: FHIA 20, FHIA 21y Cuerno, para
un total de 105 cormos.

3.4.2 Experimento 2

Se utilizaron 50 cormos de cada uno de los platanos:. FHIA 20, FHIA 21y Cuerno, para

un total de 150 cormos.

3.5 PREPARACION Y ESTERILIZACION SUPERFICIAL DEL MATERIAL

VEGETAL

3.5.1 Preparacion del material vegetal

Para ambos experimentos se realizo € siguiente procedimiento para preparar € material
vegetal en el campo y € invernadero antes de su ingreso al laboratorio:

5.

6.

8.

A las plantas escogidas en la FHIA, se les cortaron los hijos para su transporte hacia
El Zamorano.

En El Zamorano, antes del ingreso de los cormos al laboratorio, se lavaron con aguay
jabon para eliminar los residuos del campo y luego se realizaron tres reducciones de
los mismos, tal como se detallé en e inciso 2.1.

Se asperjo cloro comercia sin diluir (5.25% de i.a. NaOCI) sobre €l cormo y los
machetes antes de cada reduccion hasta obtener los apices meristematicos de
aproximadamente 7.0 cm de largo por 3.0 cm de didametro.

Los épices seingresaron a laboratorio en un recipiente con agua bidestilada.

3.5.2 Esterilizacion superficial del material vegetal

Para ambos experimentos, a nivel del laboratorio, se reaizd € siguiente procedimiento

para esterilizar superficialmente & material vegetal antes de su utilizacion:

0.

10.

11.

Los &pices fueron pasados, con una pinza grande, a un vaso de precipitado de 4,000
ml conteniendo una solucion desinfectante de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 30%
(v/v) conteniendo tres gotas de “Tween 80" por cada 100 ml de solucion
desinfectante.

En esta solucion, los apices se mantuvieron en agitacion constante por 30 min dentro
de la camara de flujo laminar. Todos los pasos siguientes se realizaron dentro de la
camarade flujo laminar.

Antes de su uso, las herramientas se flamearon sobre un mechero y después se
enfriaron sumergiéndolas en un frasco con agua fria destilada previamente
esterilizada. Esta agua se cambi6 constantemente para evitar la contaminacion y este
procedimiento se repitio durante todo e proceso de la micropropagacion ya que
siempre se trabajo con las herramientas estériles.
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12. Con una pinza grande previamente esterilizada, |os &pices meristematicos se pasaron a
tres vasos de precipitado de 2,000 ml cada uno, conteniendo agua bidestilada estéril
para € enjuague. Cada enjuague en e proceso durd aproximadamente 2 minutos.
Seguidamente, con € bisturi esterilizado, los apices se redujeron sobre un plato de
Petri estéril hasta aproximadamente e 50% de su tamafio original.

13. Después, con una pinza mediana estéril, se movieron los dpices a otro vaso de
precipitado de 1,000 ml con una solucion de hipoclorito de sodio a 10% (v/v)
conteniendo 3 gotas de “Tween 80" por cada 100 ml de solucién, en e cud se
mantuvieron durante 10 minutos en constante agitacion.

14. Luego de esta desinfeccion, los épices fueron enjuagados tres veces con agua
bidestilada estéril, siguiendo e procedimiento expuesto en € inciso 4 para los
enjuagues.

15. Se repitid e procedimiento 5, moviendo los dpices esta vez a un vaso de precipitado
de 500 ml conteniendo solucion desinfectante de hipoclorito de sodio a 2.5% (v/v),
conteniendo 3 gotas de “Tween 80" por cada 100 ml de solucién, durante 2 minutos
en constante agitacion.

16. Finalmente, los 4pices meristematicos se enjuagaron tres veces con agua bidestilada
estéril. Para esto, los apices meristematicos se pasaron, con la ayuda de una pinza
mediana, por tres vasos de precipitado de 500 ml ¢/u, conteniendo agua bidestilada
estéril. Cada enjuague tuvo una duracion de 2 minutos.

3.6 ESTABLECIMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL EN EL MEDIO DE
CULTIVO

3.6.1 Experimento 1

11. Los apices meristeméticos, ya preparados y desinfectados, se redujeron (con € bisturi
esterilizado y sobre un plato de Petri estéril) a un tamafio aproximado de 2.0 cm de
largo por 0.8 cm de diametro.

12. Luego se flamed € borde del frasco que contenia el medio para los apicesy se colocod
un apice por cada frasco.

13. Estos frascos se sellaron con papel aluminio y los bordes se sellaron con parafinado.

14. Los frascos se rotularon indicando el nimero de plantay fecha.

15. Los §pices fueron incubados por aproximadamente 40 dias.

3.6.2 Experimento 2

Se siguio el mismo procedimiento usado en el Experimento 1 pero |os dpices se incubaron

en condiciones de oscuridad.

3.7MULTIPLICACION DEL MATERIAL VEGETAL



3.7.1 Experimento 1

Una vez establecidos |os apices, se procedié ala multiplicacion de los mismos, etapa en la
cua por limitaciones de tiempo para el estudio solo se realizaron dos subcultivos (M1S1 y
M1S2) de los ocho recomendados. El proceso de multiplicacion serealiz6 cada 21 dias.

16. Para la multiplicacion se extrgo € apice meristemético sano del frasco que lo
conteniay se coloco sobre un plato de Petri.

17. Luego se procedi6 alimpiar la base del dpice que estaba oxidada, reduciendo un poco
lalongitud de labase y limpiando la parte aérea, eliminando asi |as partes necréticas.

18. Luego se dividié longitudinalmente el épice meristematico en dos partes de manera
gue cada una de €ellas quedd con su parte aéreay base.

19. Seguidamente cada una de esas partes se coloco en €l frasco que contenia el medio de
cultivo para multiplicacién, de modo que se mantuvo siempre un apice por frasco.

20. Luego se sellaron los frascos con papel aluminio y parafinado para incubarlos
nuevamente por 21 dias hastala siguiente multiplicacion.

3.7.2 Experimento 2

No serealizaron las etapas de multiplicacion.

3.8 CONDICIONESAMBIENTALESPARA LA INCUBACION

3.8.1 Experimento 1

Los apices se incubaron en un cuarto de crecimiento con una intensidad luminica de 36
pmolm-2s1, unatemperatura promedio de 24°C y un fotoperiodo de 16 h luz por dia.
3.8.2 Experimento 2

Para la incubacion en la oscuridad, 1os frascos conteniendo |os apices (uno por frasco) se
colocaron dentro de varias cgjas de cartdon pequefias (4x9x12"), las cuales sdlo fueron
abiertas para la toma de datos. Estas cgas se mantuvieron en € mismo cuarto de

crecimiento descrito para el primer experimento.

3.9VARIABLESMEDIDAS

Las variables que se midieron fueron:



= Grado de oxidacion (Ox), que se midio en la base de los apices meristematicos de
acuerdo acinco categorias:
Ox 0: sin oxidacion.

Ox 1. oxidacion levemente visible (1-25%) o aproximadamente ¥4 del apice
oxidado.
Ox 2: oxidacion media (25-50% ) o apr oximadamente %2 del 4pice oxidado.
Ox 3: oxidacion alta (50-75%) o apr oximadamente ¥ del apice oxidado.
Ox 4: oxidacion total (75-100%) o todo el apice oxidado.
La oxidacion fue considerada solo en las paredes de cada apice meristematico. La

base de la base del épice no fue considerada porque, por lo genera, ésta se

mantuvo en contacto con el fondo del frasco.

» Formacion de cdlo.
= NUmero de brotes por apice en la etapa de multiplicacion.
» Grado de necrosis (N) de los apices meristeméticos, se clasifico de acuerdo a cinco
categorias:
N O: sin necrosis.

N 1: necrosislevemente visible (1-25%) o aproximadamente ¥ del apice con necrosis.
N 2: necrosis media (25-50% ) o aproximadamente %2 del 4pice con necrosis.
N 3: necrosis alta (50-75%) o aproximadamente ¥ del apice con necrosis.

N 4: necrosis total (75-100%) o todo el &pice con necrosis.

Parala necrosis se tomo en cuenta la parte aérea del &pice mas no los brotes ya que

estosno la presentaron.

= NuUmero de plantas contaminadas y su agente causal (hongo o bacteria).

Los brotes fueron considerados como tales al presentar un tamafio aproximado de 2 mm

con una coloracion blanca verdusca.

3.10 TOMA DE DATOS

La toma de datos se reaiz6 cada cinco dias, observando individuamente las plantas
involucradas en € estudio. Los datos se registraron en formatos disefiados para ese efecto
(Anexo 1).



3.11 EVALUACION ESTADISTICA

En ambos experimentos los tratamientos y las variedades se ordenaron de manera
aleatoria. Los datos se analizaron utilizando € programa estadistico “ Statistical Analisis
System” version 6.12 (SAS®, 1997), por medio de un andlisis de varianza, una separacion
de medias “ Student-Newman-Keuls” (SNK) y un andlisis Chi-Cuadrado.

Todos |los datos obtenidos fueron transformados con €l logaritmo en base 10 de “X+1". Se
compard las variables segun los datos transformados y no transformados para ver si la
transformacion aumento la significanciay €l gjuste del modelo.

La separacion de medias SNK se realizd para las variables paramétricas (necrosis y
oxidacion) con una significancia menor o igual a 0.05. Las variables no paramétricas
(contaminacion, callo y brotes) se analizaron usando la prueba Chi-Cuadrado.



4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Experimento 1. Efecto antioxidante de la L-cisteinay e &cido ascérbico durante
el establecimiento y multiplicacion in vitro de 4pices meristematicos de platano bajo
condicionesde luz

4.1.1 Etapa de establecimiento (E 1)

4.1.1.1 Oxidacion. Para esta variable, el modelo explica € 61% de la variacién de los
datos, los cuales tienen un coeficiente de variacion bao (40.69%). Se encontraron
diferencias atamente significativas entre cultivares, tratamientos, tiempo y la interaccién
entre cultivares y tratamientos.

Como se ve en e Cuadro 5, e FHIA 20 fue € cultivar que presentd el menor grado de
oxidacion (1.95), seguido del FHIA 21 y e Cuerno que presentaron 249 y 3.14
respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre estas variaciones.

Cuadro 5. Grado de oxidacion durante €l establecimiento in vitro de éapices
meristematicos de tres cultivares de platano incubados bajo condiciones
deluz. El Zamorano, Honduras, 2000.

Cultivar Grado de oxidacion®
FHIA 21 2.49°
Cuerno 3.14°
FHIA 20 1.952

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.
b Medias con igual letra no difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

Independientemente del cultivar utilizado y como se puede observar en el Cuadro 6, la
oxidacion de los apices meristematicos incubados bajo condiciones de luz durante su
establecimiento in vitro, se control6 mejor a utilizar L-cisteina a razon de 4.0 mg/l;
encontrandose que las diferencias entre éste y los demas tratamientos antioxidantes fueron
significativas. El uso del &cido ascorbico como antioxidante no fue efectivo bagjo estas
condiciones.
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Cuadro 6. Efecto de la L-cisteina y e acido ascorbico sobre € grado de oxidacion
durante € establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano
incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

Tratamientos Grado de oxidacion®
4.0 mg/l L-cisteina 1.602
2.0 mg/l L-cisteina 2.22°
Testigo 2.24°
100 mg/l &cido ascorbico 2.95°
200 mg/I &cido ascorbico 3.03°

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.
b Medias con igual letra no difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

La Figura 1 muestra que en los primeros 15 dias hubo un incremento significativo en el
grado de oxidacion. A partir del quinceavo dia, las variaciones en oxidacion no fueron

mayoresy las diferencias no fueron significativas.

Grado Oxidacion

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo (dias)
! M edida en escala 0-4, siendo 0 ausenciade oxidacién
2P M edias con igual letra no difieren estadisticamente (P< 0.05)

Figura 1. Desarrollo del grado de oxidacion a través del tiempo durante e
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano incubados

bajo condicionesde luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.



Comparando la interaccion entre los cultivares y |os tratamientos, también se encontraron
diferencias significativas (Figura 2). Para FHIA 21, el mejor control de la oxidacion se
observo a utilizar L-cisteina a razén de 4.0 mg/l y a pesar de que € testigo también
presentd una baja oxidacion, las diferencias fueron significativas entre estos dos
tratamientos. Para Cuerno, el mejor control de la oxidacion también se obtuvo utilizando
L-cisteina a razon de 4.0 mg/l hallandose diferencias significativas con los deméas
tratamientos. En FHIA 20, igualmente se controlé mejor la oxidacion al agregar 4.0 mg/l
de L-cisteina pero no hubo diferencias significativas entre este tratamiento y € de 2.0
mg/l; sin embargo si hubo diferencias significativas entre cualquiera de estos dos

tratamientosy el testigo, en el cual también se observo un bajo grado de oxidacion.

3.5 4

|CT
|D_
|

2.5 4

1.5 - a OFHIA 21

1 OCuerno
—‘ OFHIA 20

Grado Oxidacion
QD
QD

0.5

L -cisteina L -cisteina Ac Asc Ac Asc Testigo
(2.0mgll) (4.0mgll) (100mg/l) (200mg/l)

Tratamiento

1 Medida en escala de 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacién
a,b M edias con igual letra en cada cultivar no difieren estadisticamente (P<0.05).

Figura 2. Efecto de la L-cisteina y & acido ascorbico sobre el grado de oxidacién
durante & establecimiento in vitro de apices meristeméticos de tres
cultivares de platano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano,
Hondur as, 2000.
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Comparando los mejores tratamientos en la etapa de establecimiento bajo condiciones de
luz para cada cultivar, a agregar 4.0 mg/l de L-cisteina al medio de cultivo, la oxidacién
fue menor en los FHIA (sin encontrarse diferencias significativas entre estos) y mayor en
el Cuerno, siendo significativa esta diferencia en el grado de oxidacion entre los FHIA y

el Cuerno con respecto a este tratamiento.

4.1.1.2 Formacion de callo. De los tres cultivares utilizados en este estudio, € Cuerno
present6 aproximadamente 11% de callosidad y los FHIA 21y FHIA 20 presentaron 9% y
24% de formacién de callo respectivamente (Cuadro 7).

Cuadro 7. Formacion de callo (%), durante e establecimiento in vitro de apices
meristematicos de tres cultivares de platano incubados bajo condiciones
deluz. El Zamorano, Hondur as, 2000.

FORMACION DE CALLO (%)*

Cultivar” No Si

FHIA 21 19.60 8.71
Cuerno 16.88 10.71
FHIA 20 20.51 23.59
Total (%) 56.99 43.01

* Porcentgje con respecto al total de apices utilizados en € experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).

No se encontro relacion entre los antioxidantes utilizados y la formacion de callo ya que
las diferencias halladas entre tratamientos no fueron significativas segun la prueba Chi-
cuadrado.

4.1.1.3 Necrosis. Las diferencias en necrosis fueron altamente significativas (Cuadro 8),
siendo la variabilidad de los datos explicada en un 40% por € modelo y con un
coeficiente de variacién medio de 64.78%.

Las diferencias significativas fueron analizadas en cuanto a cultivar, tratamiento y através
del tiempo. FHIA 20 y FHIA 21 fueron los cultivares que presentaron € menor grado de
necrosis (1.04 y 1.13 respectivamente) y no se encontraron diferencias significativas entre
estos dos cultivares a pesar de que € primero presentd un menor grado de necrosis. El
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Cuerno presentd el mayor grado de necrosis (1.24) pero no fue estadisticamente diferente
del FHIA 21 massi del FHIA 20.

Cuadro 8. Grado de necrosis durante el establecimiento in vitro de apices
meristematicos de tres cultivares de platano incubados bajo
condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

Cultivar Grado denecrosis'
FHIA 21 1.13®
Cuerno 1.24°
FHIA 20 1.042

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de necrosis.
b Medias con igual letrano difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

En cuanto a los tratamientos, a usar 2 mg/l de L-cisteina la necrosis fue minima pero las

diferencias entre estadosisy € testigo no fueron significativas.

De acuerdo a la Figura 3, en los primeros cinco dias la necrosis fue baja y aument6
drastica y significativamente hasta el décimo dia y luego se mantuvo relativamente

constante. Las diferencias encontradas en los ltimos dias no fueron significativas.
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Grado Necrosis

'M edida en escalade 0-4, siendo 0 ausencia de necrosis
2P M edias con igual letra no difieren estadisticamente (P<0.05)

Figura 3. Desarrollo del grado de necrosis a través del tiempo durante e
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano incubados

bajo condicionesdeluz. El Zamorano, Hondur as, 2000.

4.1.1.4 Contaminacién. Como se ve en € Cuadro 9, en esta etapa se present6 un 7.24%
de contaminacion que se debié mayormente a bacterias. De los tres cultivares utilizados,
el FHIA 21 present6 € mayor porcentaje de contaminacion (3.03%); dicho porcentaje se
debio en su totalidad a bacterias. EI FHIA 20 presentd e menor porcentgje de
contaminacion (1.18%) y el Cuerno fue € Unico que presentdé ademas contaminacion
causada por hongo, lo que pudo deberse a errores en la manipulacion de dicho material
vegetal.

Cuadro 9. Porcentaje de contaminacion segiin agente causal durante la etapa de
establecimiento in vitro (E |) de 4pices meristematicos de tres cultivares
de platano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras,

2000.
Contaminacion (%)*
Cultivar® Bacteria Hongo Total (%)
FHIA 21 3.03 0.00 3.03
Cuerno 2.19 0.84 3.03
FHIA 20 1.18 0.00 118
Total (%) 6.40 0.84 7.24

* Porcentgje con respecto al total de apices utilizados en € experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).
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4.2 Experimento 2: Efecto antioxidante de la L-cisteina y el acido ascorbico durante
el establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano bajo condiciones de
oscuridad

4.2.1 Oxidacion

El modelo estadistico explica cas €l 60% de la variacion de los datos, esto es mucho méas
de lo que € modelo explica en las otras variables estudiadas; € coeficiente de variacion
de los datos fue bajo (32.67%).

En cuanto a las diferencias encontradas entre los cultivares (Cuadro 22), e FHIA 20
presentd un menor grado de oxidacién (2.20), sin embargo las diferencias entre éste y €l
FHIA 21 (2.28) no fueron significativas. El Cuerno presentd el mayor grado de oxidacion
(2.92) a incubar los dpices en completa oscuridad y este grado fue significativamente
mayor al observado en FHIA 20y FHIA 21.

Cuadro 22. Grado de oxidacion durante e establecimiento in vitro de apices
meristematicos de tres cultivares de platano incubados bajo
condiciones de oscuridad. El Zamorano, Hondur as, 2000.

Cultivar Grado de oxidacion®
FHIA 21 2.282
Cuerno 2.92°
FHIA 20 2.202

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.
b Medias con igual letra no difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

Con respecto a los tratamientos antioxidantes aplicados e independientemente del cultivar
utilizado, se puende apreciar en el Cuadro 23 que a agregar 2.0 0 4.0 mg/l de L-cisteina
como antioxidante se logré controlar mejor la oxidacion, pero las diferencias encontradas
entre ambos tratamientos no fueron significativas. Por € contrario, € acido ascorbico
agregado a medio de cultivo, no tuvo un buen control de la oxidacion y se observo que
mientras mas alta la dosis, menor control sobre la oxidacion se obtuvo. Esto se debi6
probablemente a que el acido ascorbico es termolabil, ya que éste fue agregado a medio
de cultivo y luego pasado por el autoclave, pudiéndose afectar su estructura y su
eficiencia para controlar este problema (George, 1996).



Cuadro 23. Efecto de la L-cisteina y €l acido ascérbico sobre el grado de oxidacion
durante €l establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano
incubados bajo condiciones de oscuridad. EI' Zamorano, Honduras,

2000.
Tratamientos Grado de oxidacion®
2.0 mg/l L-cisteina 1.632
4.0 mg/l L-cisteina 1.732
Testigo 2.54°
100 mg/| &cido ascorbico 3.12°
200 mg/| &cido ascorbico 3.46°

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.
b Medias con igual letrano difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

El Cuadro 23 sugiere que, con respecto a testigo, los tratamientos con L-cisteina,
independientemente de la dosis utilizada, tuvieron buen control de la oxidacion y los
tratamientos con acido ascorbico, independientemente de la dosis utilizada, no tuvieron

buen control de la oxidacion.

En cuanto a desarrollo de la oxidacion a través del tiempo, también se hallaron
diferencias significativas como se observa en la Figura 15, donde se observa que la
oxidacion se incrementd a partir del décimo diay es critica entre éstey el vigésimo diaya
gue es donde se observé mayor oxidacion. Después del décimoquinto dia, l1a oxidacion

empezd adisminuir paraluego mantenerse estable a partir del dia 30.
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' M edida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacién
2P "M edias con igual letra no difieren estadisticamente (P< 0.05)

Figura 15. Desarrollo del grado de oxidacion a través del tiempo durante e
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano incubados

baj o condiciones de oscuridad. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

En cuanto a los cultivares en interaccion con los tratamientos (Figura 16), también se
encontraron diferencias significativas. Como se puede apreciar, para FHIA 21 hubo
diferencias significativas entre &l Testigo y usar L-cisteina como antioxidante, siendo mas
eficiente para controlar la oxidacion la L-cisteina. No hubo diferencias significativas entre
usar 2.0 0 4.0 mg/l de L-cisteina. En cuanto a Cuerno, la oxidacién se control6 al usar L-
cisteina como antioxidante y no hubo diferencias significativas entre unay otra dosis, por
lo que es econdmico y efectivo agregar simplemente 2.0 mg/l de L-cisteina a medio de
cultivo para controlar la oxidacion. Contrario a lo observado en FHIA 21, el no agregar

antioxidante bajo estas condiciones favorecié mucho més la oxidacion de los apices.

Para FHIA 20, el mejor tratamiento para el control de la oxidacion fue agregar 4.0 mg/l de
L-cisteina a medio de cultivo, encontrandose diferencias significativas entre este y los
demés tratamientos. En cualquiera de los tres cultivares, los tratamientos con acido
ascorbico no fueron efectivos para el control de la oxidacion.
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Bajo condiciones de oscuridad, estadisticamente se obtendriaigual control de la oxidacion
utilizando 2.0 mg/l de L-cisteinaen FHIA 21y 4.0 mg/l de L-cisteinaen FHIA 20 lo cual
indica que en FHIA 21 se controla mejor la oxidacion con menor cantidad de L-cisteina.
Si se utiliza 2.0 mg/l de L-cisteina como antioxidante en FHIA 21y en Cuerno, bajo estas
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L -cisteina L-cisteina Ac Asc Ac Asc T estigo

(2.0mg/l) (4.0mg/l) (100mg/l) (200mg/l)

Tratamiento
1 M edida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.

&b M edias con igual letra en cada cultivar no difieren estadisticamente (P<0.05).
condiciones, se observaria menor grado de oxidacion en FHIA 21 lo cual indica que éste

responde mejor a dicho tratamiento antioxidante comparado con Cuerno.

Figura 16. Efecto de la L-cisteina y € acido ascorbico sobre € grado de oxidacién
durante e establecimiento in vitro de apices meristematicos de tres
cultivares de platano incubados bajo condiciones de oscuridad. El

Zamor ano, Hondur as, 2000.

4.2.2 Formacion decallo

Bajo condiciones de oscuridad se observé (Cuadro 24), que el porcentaje total de callo fue
ligeramente mayor (44.03) que en el experimento en que los dpices fueron incubados bajo
luz (43.01); ademas, la formacion de callo fue mas uniforme a incubar los apices en
oscuridad.
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Cuadro 24. Porcentaje de formacion de callo durante € establecimiento in vitro de
apices meristematicos de tres cultivares de platano incubados bajo
condiciones de oscuridad. El Zamorano, Hondur as, 2000.

FORMACION DE CALLO (%)*

Cultivar” No Si

FHIA 21 17.81 13.94
Cuerno 19.69 16.48
FHIA 20 18.47 13.61
Total (%) 55.97 44.03

* Porcentgje con respecto al total de apices utilizados en € experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).

Con respecto a los tratamientos antioxidantes, se puede observar en el Cuadro 25
gueal usar 2.0 mg/l de L-cisteina, la formacién de callo fue mayor (9.96) que en los
otrostratamientosy al usar 200 mg/l de &cido ascorbico el desarrollo del callo fue
menor (6.53).

Cuadro 25. Efecto de la L-cisteina y e acido ascérbico sobre la formacion de callo
durante € establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano
incubados bajo condiciones de oscuridad. EI Zamor ano, Hondur as, 2000.

FORMACION DE CALLO (%)*

TRATAMIENTOS' No Si
2.0 mg/l L-cisteina 9.85 9.96
4.0 mg/l L-cisteina 10.73 9.85

100 mg/l écido ascorbico 12.06 8.63
200 mg/l &cido ascorbico 12.28 6.53
Testigo 11.06 9.07

Total (%) 55.97 44.03

* Porcentgje con respecto al total de apices usados en e experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).

4.2.3 Necrosis

Para esta variable, € modelo no fue tan efectivo para explicar la variacion de los datos ya
gue solo explica cerca del 30% de esa variacion. Al hacer el andlisis, no se encontraron
diferencias significativas entre FHIA 21 y FHIA 20 en cuanto a grado de necrosis. En
cuanto a los tratamientos, independientemente del cultivar utilizado y como se muestra en
el Cuadro 26, d utilizar 4.0 mg/l de L-cisteina hubo menor incidencia de necrosis pero las
diferencias entre ésta dosis y la dosis menor (2.0 mg/l de L-cisteina) no fueron
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significativas. En los apices tratados con acido ascorbico se observo una mayor necrosis,
siendo esta mayor a agregar mayor cantidad del mismo.

Cuadro 26. Efecto de la L-cisteina y e acido ascorbico sobre el grado de necrosis
durante €l establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano
incubados bajo condiciones de oscuridad. EI Zamorano, Honduras,

2000.
Tratamientos Grado de necrosis'
4.0 mg/l L-cisteina 0.682
2.0mg/l L-cisteina 0.702
Testigo 0.84°
100 mg/| &cido ascorbico 1.0°
200 mg/| &cido ascorbico 1.07°

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.
b Medias con igual letrano difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

Como se observa en la Figura 17, la necrosis fue muy variable en el tiempo y, comparada
con la misma etapa del experimento con apices incubados en luz, € promedio de necrosis
fue menor; esto se debid posiblemente a la ausencia de luz. Se encontraron diferencias
significativas entre los primeros dias del subcultivo y los Ultimos, en los cuales se vio un
incremento en la necrosis, en los dias intermedios cas no se notaron diferencias
estadisticas.
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Figura 17. Desarrollo del grado de necrosis a través del tiempo durante el
establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano incubados
baj o condiciones de oscuridad. ElI Zamorano, Hondur as, 2000.

4.2.4 Contaminacion

En esta etapa se presentd un 4.64% de contaminacion, siendo las bacterias las mayores
causantes de esta. De los tres cultivares utilizados, € FHIA 21 presentd e mayor
porcentaje de contaminacion (1.79) que fue causada en su totalidad por bacterias. Al igual
gue en € primer experimento, € Cuerno fue € Unico que mostré contaminacion por
hongos (Cuadro 27).

Cuadro 27. Porcentaje de contaminacion segiin su agente causal durante la etapa de
establecimiento in vitro de apices meristematicos de tres cultivares de
pldtano incubados bajo condiciones de oscuridad. ElI Zamorano,
Hondur as, 2000.

Contaminacion (%)*

CULTIVAR® Bacteria Hongo Total (%)
FHIA 21 1.79 0.00 1.79
Cuerno 0.95 0.21 1.16
FHIA 20 1.69 0.00 1.69
Total (%) 4.43 0.21 4.64

* Porcentgje con respecto al total de apices utilizados en € experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).
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4.3 COMPARACION DE LA ETAPA DE ESTABLECIMIENTO

ENTRE AMBOS EXPERIMENTOS

4.3.1 Oxidacion

Para esta variable, € modelo si se gjusta ya que explica cas € 60% de la variacion de los
datos, ademés tiene un CV de 35.63. Analizando el efecto de los tratamientos en cada
ambiente, como en las anteriores etapas también se encontraron diferencias significativas
como se muestraen laFigura 18.

i C
3.5 c ¢ c
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1.5 OLuz
1+ MW Oscuridad

0.5

Grado de oxidacion
Q
QD

L-cisteina L-cisteina AcAsc AcAsc Testigo
(2.0mg/l)  (4.0mg/l) (100mg/l) (200mg/l)

Tratamiento

1 M edida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacién
&b M edias con igual letra en cada ambiente no difieren estadisticamente (P<0.05)

Figura 18. Efecto de la L-cisteina y e acido ascorbico sobre € grado de oxidacion
durante € establecimiento in vitro de apices meristematicos de platano
incubados bajo condiciones de luz y oscuridad. EI Zamorano, Honduras,
2000.

Al incubar los gpices con luz, agregar 4.0 mg/l de L-cisteina al medio de cultivo resultd
mas efectivo que agregar 2.0 mg o0 no agregar antioxidante para el control de la oxidacion.
Por €l contrario, agregar acido ascorbico a medio de cultivo resulté ineficiente para el
control de la oxidacion.

Cuando los 4pices fueron incubados en oscuridad, se obtuvo buen control de oxidacion
agregando 2.0 o0 4.0 mg/l de L-cisteina, encontrandose que estadisticamente no hubo
diferencias entre una u otra dosis. Bgo condiciones de oscuridad, Si no se agregaba
antioxidante, la oxidacion se incrementd un poco, pero usando acido ascorbico ésta se
incrementd mucho mas, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.
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Comparando los mejores tratamientos en cada ambiente, no hubo diferencias
significativas entre estos; es decir, se obtendrian los mismos resultados al agregar 4.0 mg/I
de L-cisteina en cualquiera de los dos ambientes de incubacion. En cambio, si se agregase
2.0 mg/l de L-cisteina, se obtendrian mejores resultados incubando los apices en
oscuridad.

Los resultados observados sugieren que, a incubar los dpices en luz y agregar 4.0 mg/l de
L-cisteina se obtendrian los mismos resultados que incubando |os &pices en oscuridad con
2.0 mg/l de L-cisteina. Esto posiblemente se deba a que €l efecto de la oscuridad es
reducir laintensidad de la oxidacion.

4.3.2 Necrosis

Para la variable necrosis (Figura 19), e modelo no explica mucho la variabilidad de los
datos (32.6% solamente) y el coeficiente de variacion fue un poco elevado (57.91%). Para
esta variable, se determind que los pices presentan menor necrosis a ser incubados en
oscuridad. A pesar de que en oscuridad se disminuy0 la necrosis, ésta slempre tuvo la
tendencia a aumentar, independientemente del ambiente en que se incubaron |os apices.
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0.4
0.2

0 T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

——Luz
—a— Oscuridad

Grado de necrosis'

Tiempo (dias)

1 . . . .
M edida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de necrosis

Figura 19. Efecto del ambiente de incubacion a través del tiempo sobre € grado de
necrosis durante e establecimiento in vitro de apices meristematicos de
platano. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

4.3.3 Formacion de Callo

Para esta variable, a pesar de que los apices formaron mas callo a ser incubados en
oscuridad, no se encontraron diferencias significativas entre ambientes.
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4.1.3 Segundo subcultivo (S2) de la etapa de multiplicacion (E 1)

4.1.3.1 Oxidacién. Para esta variable, e modelo explica aproximadamente e 50% de
dicha variacion; e experimento fue bien mangado porgue tuvo un coeficiente de
variacion bajo (14.55%).

Independientemente del tipo y dosificacion de antioxidante utilizado, el Cuadro 16
muestra que e FHIA 21 presenté menor oxidacion (3.03) en esta etapa del experimento,
seguido por FHIA 20 el cual presentd un poco mas de oxidacion (3.37) y por Cuerno que
fue en e que mayor oxidacion se observo (3.39). Las diferencias haladas entre FHIA 21
y los otros cultivares fueron significativas, esto nos indica que FHIA 21 respondié mejor a
los tratami entos antioxidantes utilizados.

Cuadro 16. Grado de oxidacion observado durante el segundo subcultivo de la etapa
de multiplicacién in vitro de tres cultivares de platano incubados bajo
condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

Cultivar Grado de oxidacion®
FHIA 21 3.032
Cuerno 3.39°
FHIA 20 3.37°

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.
b Medias con igual letrano difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

Independientemente del cultivar utilizado y como se observa en el Cuadro 17, €l testigo
tuvo menor grado de oxidacion (2.90), encontrandose diferencias significativas entre éste
y los demaés tratamientos. Entre |os tratamientos que llevaron antioxidante, las vitroplantas
tratadas con L-cisteina presentaron menor oxidacion, pero no se encontraron diferencias

significativas entre ambas dosis de L-cisteina.

Cuadro 17. Efecto de la L-cisteina'y e acido ascérbico sobre el grado de oxidacion
durante el segundo subcultivo de la etapa de multiplicacion in vitro de
pladtano incubado bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras,

2000.
Tratamientos Grado de oxidacion®
Testigo 2,902
4.0 mg/l L-cisteina 3.18"

2.0 mg/l L-cisteina 3.23°
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100 mg/| &cido ascorbico 3.44°

200 mg/| &cido ascorbico 3.54°

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion.

b Medias con igual letrano difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

Al contrario que lo reportado por Hohne y Ruiz (1995), la oxidacion en este subcultivo no
desaparecio totalmente, inclusive, se notd un mayor grado de oxidacion que en €
subcultivo anterior. Se observd ademas que en este segundo subcultivo de la etapa de
multiplicacion, la oxidacion no se controla eficientemente con antioxidantes, por esto en
esta etapa tampoco es econdmico utilizar los antioxidantes probados en este experimento
para contrarrestar este problema; se puede entonces probar otros antioxidantes para
determinar si se puede controlar eficiente y econdémicamente la oxidacion en las etapas de
multiplicacion. Asimismo, la oxidacion se vio incrementada al agregar como antioxidante
&cido ascérbico y mientras mas ataladosis, mayor grado de oxidacion.

Como se puede apreciar en la Figura 9, la oxidacion fue menor a inicio de esta etapa lo
cua se debio a que los pices, a pasar de una etapa a otra, se limpian para remover el

tgido oxidado. La oxidacion se incrementd conforme transcurrio e tiempo,

encontrandose diferencias estadisticas después de los primeros dias de multiplicados los
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apices. Se not6 unatendencia creciente significativa en e grado de oxidacion.

Figura 9. Desarrollo del grado de oxidacion a traveés del tiempo durante e segundo
subcultivo de la etapa de multiplicacién in vitro de platano incubado bajo
condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.
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Lainteraccion de los cultivares con |os tratamientos antioxidantes tuvo efectos parecidos
alos hallados en € subcultivo anterior ya que en este subcultivo tampoco resulto efectivo
el uso de los antioxidantes probados tal como o muestrala Figura 10.
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Tratamiento

! M edida en escala de 0-4, siendo 0 ausencia de oxidacion
b M edias con igual letra en cada cultivar no difieren estadisticamente (P<0.05).

Figura 10. Efecto de la L-cisteina y € acido ascorbico sobre € grado de oxidacién
durante @ segundo subcultivo de la etapa de multiplicacion in vitro de

platano incubado bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

El efecto de agregar 4.0 mg/l de L-cisteina como agente antioxidante en FHIA 21 fue
bueno para el control de la oxidacion pero, bajo estas condiciones, no hubo diferencias
entre estainteraccion y lainteraccion de FHIA 21 con €l testigo. En Cuerno igualmente se
observd menor grado de oxidacion al utilizar 4.0 mg/l L-cisteina o a no utilizar
antioxidantes, siendo las diferencias estadisticas entre ambas interacciones no
significativas, por 1o que resulta mas econdmico no agregar antioxidante. En FHIA 20 se
observé un bajo grado de oxidacion a agregar 2.0 mg/l de L-cisteina 0 no agregar
antioxidante encontrandose que las diferencias tampoco fueron significativas. Bgjo estas
condiciones, sin antioxidante se observd menor grado de oxidacién en los FHIA queen €
Cuerno, siendo estas diferencias significativas; las diferencias entre los FHIA no lo
fueron.

Con € transcurrir del tiempo y como se puede apreciar en la Figura 11, los tratamientos
antioxidantes tendieron a disminuir su efectividad en €l control de la oxidacion.
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Figura 11. Efecto de la L-cisteina y € acido ascérbico a través del tiempo sobre €
grado de oxidacion durante e segundo subcultivo de la etapa de
multiplicacion in vitro de platano incubado bajo condiciones de luz. El
Zamorano, Hondur as, 2000.

Al iniciar este subcultivo, durante los primeros cinco dias se encontré diferencias
significativas entre el tratamiento con 100 mg/l &cido ascérbico y los demés tratamientos,
en que € é&cido ascorbico presentdé mayor grado de oxidacion. A los 10 dias, hubo
diferencias significativas entre el testigo, 4.0 mg/l de L-cisteinay los demés tratamientos.
El no usar antioxidante o usar 4.0 mg/l de L-cisteina fueron los més efectivos para €l
control de la oxidacion. A partir del quinceavo dia, € mejor control de oxidacion se
observo sin antioxidante, ya que con los demés tratamientos la oxidacién se incremento,
encontrandose que las diferencias entre el testigo y los demas tratamientos fueron
significativas.

En @ transcurso de este subcultivo, se observd menor oxidacién en los apices que no
fueron tratados con antioxidantes o cual pudo deberse a que los antioxidantes usados no
resultaron ser efectivos para € control de la oxidacion en la etapa de multiplicacion
(Figurall).

4.1.3.2 Formacion de callo. Al igua que lo observado en € primer subcultivo, en €l
segundo subcultivo (Cuadro 18), e FHIA 20 fue € cultivar que més calo desarroll6
(6.17) en comparacion con los otros cultivares. EI Cuerno fue e cultivar que presentd
menor formacion de callo (0.95). Las diferencias haladas entre estos cultivares fueron
significativas.
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En este subcultivo se obtuvo un total de 8.42% de formacion de callo, menor cantidad si
se compara con € subcultivo anterior; esto se debid a que con € transcurrir del tiempo la
formacion de callo disminuye pero la produccion de brotes se incrementa.

Cuadro 18. Porcentaje de formacion de callo durante el segundo subcultivo de la
etapa de multiplicacion in vitro de tres cultivares de platano incubados
bajo condicionesde luz. El Zamorano, Hondur as, 2000.

FORMACION DE CALLO (%)*

Cultivar® No Si

FHIA 21 26.22 1.30
Cuerno 29.30 0.95
FHIA 20 36.06 6.17
Total (%) 9158 8.42

* Porcentaje con respecto a total de apices usados en el experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).

En este subcultivo (Cuadro 19), parece que no hubo relacion entre agregar antioxidantes
al medio y laformacion de callo, ya que se noto que hubo mayor formacion en los apices
gue no fueron tratados con antioxidante y las diferencias halladas entre uno u otro

tratamiento antioxidante no fueron significativas.

Cuadro 19. Efecto de la L-cisteina y €l acido ascorbico sobre la formacion de callo
durante el segundo subcultivo de la etapa de multiplicacion in vitro de
pladtano incubado bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras,

2000.

FORMACION DE CALLO (%)*

TRATAMIENTOS' No Si
2.0 mg/l L-cisteina 19.69 1.07
4.0 mg/l L-cisteina 16.25 1.30
100 mg/l &cido ascorbico 20.76 2.02
200 mg/| &cido ascérbico 20.88 1.90
Testigo 14.00 2.14
Total (%) 91.58 8.42

* Porcentaje con respecto a total de apices usados en e experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).

4.1.3.3 Numero de brotes. Para € segundo subcultivo (Figura 12), a igua que en €
subcultivo anterior, e maximo nimero de brotes observado fue 3. Los tres cultivares
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presentaron con mayor frecuencia entre O y 1 brotes. EI FHIA 20 presenté una mayor
cantidad de brotes pudiéndose concluir que éste es mejor que los demas en cuanto a
produccion de brotes se refiere ya que estas diferencias fueron significativas.
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Figura 12. Porcentaje de brotes por explante durante e segundo subcultivo de la

etapa de multiplicacion in vitro de tres cultivares de platano incubados
bajo condicionesdeluz. El Zamorano, Hondur as, 2000.

En la Figura 13 de observa que a igua que en el subcultivo anterior, a agregar 100 mg/I

de &cido ascérbico a medio de cultivo se observd una mayor cantidad de apices con un

brote, pero en comparacion con € primer subcultivo, la frecuencia de &pices con un brote

aumentd y la cantidad de apices sin brotes disminuyd. Estas diferencias fueron
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significativas y se pudieron deber a que conforme pasd e tiempo, los &pices produjeron

mayor numero de brotes.

Figura 13. Porcentaje de brotes por explante segun tratamiento durante &l segundo
subcultivo de la etapa de multiplicacién in vitro de platano incubado bajo
condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

4.1.3.4 Necrosis. El modelo no explico muy bien la variabilidad de los datos (24.64%)
pero e coeficiente de variacion fue bajo (31.3%) por 1o gue, a pesar de que el modelo no
se gjustd muy bien a los datos de necrosis, este bgjo CV sugiere que € experimento fue
bien mangjado. De acuerdo a Cuadro 20, el FHIA 21 present6 el menor grado de necrosis
(2.73), encontrandose que las diferencias entre éste y los demas cultivares fueron
altamente significativas. Por el contrario, la variacién en necrosis entre e FHIA 20 (3.26)
y el Cuerno (3.13) no fue significativa.

Cuadro 20. Grado de necrosis durante € segundo subcultivo de la etapa de
multiplicacion in vitro de tres cultivares de platano incubados bajo
condiciones de luz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

Cultivar Grado de necrosis
FHIA 21 2.732
Cuerno 3.13°
FHIA 20 3.26°

! Medida en escala 0-4, siendo 0 ausencia de necrosis.
b Medias con igual letra no difieren estadisticamente (Prueba SNK, P<0.05)

No se notd efecto de los tratamientos, independientemente del cultivar utilizado, en €l
control de la necrosis, lo cual se debe a que los antioxidantes no tienen efecto para €l
control de necrosis.

Con d transcurrir del tiempo (Figura 14), lanecrosis se incrementd, encontrandose
diferencias significativas entre cada toma de datos (cada 5 dias). Del quinto diaen
adelante, la necrosis se incrementd, mostrando una tendencia a seguir incrementando, por
esto se deben realizar los subcultivos o multiplicaciones cada 21 dias paralimpiar €l tejido
necraotico.
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Figura 14. Desarrollo dd grado de necrosis a través del tiempo durante € segundo
subcultivo de la etapa de multiplicacién in vitro de platano incubado bajo

condicionesdeluz. EI Zamorano, Hondur as, 2000.

4.1.3.5 Contaminacion. En e segundo subcultivo de la etapa de multiplicaciéon (Cuadro
21), se presenté en promedio 0.71% de contaminacion. EI FHIA 20 presenté el mayor
porcentgje de contaminacion (0.59%) el cua fue causado mayormente por bacterias. El
FHIA 21 no presentd contaminacion pero las diferencias entre cultivares no fueron
significativas.

Cuadro 21. Porcentaje de contaminacién segin su agente causal durante el segundo
subcultivo de la etapa de multiplicacion in vitro de tres cultivares de
pladtano incubados bajo condiciones de luz. EI Zamorano, Honduras,

2000.
Contaminacion (%)*
CULTIVAR® Bacteria Hongo Total (%)
FHIA 21 0.00 0.00 0.00
Cuerno 0.12 0.00 0.12
FHIA 20 0.35 0.24 0.59
Total (%) 0.47 0.24 0.71

* Porcentaje con respecto a total de apices usados en e experimento.
* Prueba Chi-cuadrado (P<0.05).

Se observo que la contaminacion fue cada vez menor confor me seiba entrando en las
etapas de multiplicacién del cultivo; esto se debe a que la etapa critica para
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contaminacion es la de establecimiento del cultivo, ya que aqui e material vegetal
viene del campo y s la desinfeccion de dicho material no es efectiva el porcentaje de
contaminacion se eleva.
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5. CONCLUSIONES

Para ambos experimentos, en la etapa de establecimiento de |os apices meristeméti cos,
la L-cisteina tuvo un efecto positivo en e control de la oxidacion. A partir del primer
subcultivo de la etapa de multiplicacion, ni la L-cisteina ni € acido ascorbico fueron
efectivos para controlar |a oxidacion.

En el establecimiento de los apices meristematicos bajo condiciones de luz, se
determind que a agregar 4.0 mg/l de L-cisteina se controlé mejor |a oxidacion.

En e establecimiento de los apices meristematicos bajo condiciones de oscuridad, se
determind que la L-cisteina fue més efectiva para e control de la oxidacion. Al
comparar las dosis de 2.0 mg/l y 4.0 mg/l de este antioxidante, no se encontraron
diferencias significativas entre ellas.

Comparando ambientes de incubacion con luz y oscuridad, se obtendrian los mismos
resultados a agregar 4.0 mg/l de L-cisteina en cualquiera de los dos ambientes de
incubacion, pero s solo se agregasen 2.0 mg/l de L-cisteina, se obtendrian mejores
resultados incubando |os apices en oscuridad.

En la etapa de establecimiento se observd mayor formacion de callo en los apices
tratados con 2.0 mg/l de L-cisteina incubados en oscuridad; al incubar los &pices en
luz no hubo efecto significativo de los tratamientos en laformacion de callo.

En € primer subcultivo, € agregar 2.0 mg/l de L-cisteina al medio de cultivo tuvo
efecto en la formacion de callo, pero a partir de ese subcultivo, no hubo efecto de los
tratamientos en laformacion del mismo.

Al comparar la formacion de callo entre ambos ambientes, independientemente del
tratamiento y el cultivar utilizado, no se encontro diferencias significativas.

En el primer y segundo subcultivo, € agregar 100 mg/l de &cido ascérbico a medio de
cultivo aumento la cantidad de pices con un brote.

Hubo diferencia estadisticamente significativa en el grado de necrosis a incubar los
apices en oscuridad o en luz, siendo menor la necrosis en oscuridad.

El FHIA 20 presentd menor oxidacion en € establecimiento y € FHIA 21 presentd
menor oxidacion en los subcultivos.
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6. RECOMENDACIONES

Utilizar 4.0 mg/l de L-cisteina para el control de la oxidacion en el establecimiento in
vitro de pices meristematicos de platano incubados en luz, mientras que para apices
incubados en oscuridad, se recomienda utilizar solo 2.0 mg/l de L-cisteina.

No utilizar, en € primer y segundo subcultivo de la etapa de multiplicacion de apices
meristematicos de platano incubados en luz, los antioxidantes probados en este
experimento para el control de la oxidacion, ya que ninguno de ellos fue efectivo para
este propésito.

Probar acido ascorbico esterilizado por filtracién y no por autoclave ya que éste es
termol&bil y seguramente disminuye su eficaciaal ser esterilizado con temperatura.

Probar otro tipo de antioxidantes como €l acido citrico, € carbon activado o el
polyvinylpyrrolidone (PVP) para e control de la oxidacién en los primeros
subcultivos de la etapa de multiplicacion.

Evaluar en estudios posteriores €l efecto del acido ascorbico en lainduccién de brotes.

Durante e establecimiento de los épices en luz, para FHIA 21 y Cuerno utilizar 4.0
mg/l y para FHIA 20 utilizar 2.0 mg/l de L-cisteinaparael control de la oxidacion.

Durante €l establecimiento de los épices en oscuridad, para FHIA 21y Cuerno utilizar
2.0mg/l y para FHIA 20 utilizar 4.0 mg/l de L-cisteina parael control de la oxidacion.
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Anexo 1. Formato deregistro detoma de datos. EI Zamor ano, Hondur as, 2000.

Fecha de establecimiento:

Fecha derevision:

Fecha de multiplicacion:

Cultivar:

Planta

Grado de
oxidacion

Callo

NUmero de
Brotes

Gradode
Necrosis

Contaminacion
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