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Resumen

La demanda de la industria platanera en el Ecuador va en aumento cada afio y se necesitan
nuevas técnicas de propagaciéon masiva de estos cultivos en laboratorio, debido a que la
técnica estandar de micropropagacion in vitro tiene sus limites. El sistema de inmersion
temporal (SIT) automatizado es una técnica ampliamente utilizada en otros paises de la region
para diferentes cultivos, la cual consiste en sumergir las plantas en un medio de cultivo liquido
por un corto periodo de tiempo y luego retirar el medio utilizando una bomba. Esta técnica es
eficiente comparada a la técnica estandar, pero tiene un alto costo de produccién. Por esto, se
decidié utilizar un SIT manual conocido como biorreactor Biocoupler para optimizar la
micropropagacion del platano Barraganete en laboratorio. Se realiz6 un ensayo en 3 meses
para comparar la metodologia estandar con el biorreactor Biocoupler segun su tasa de
multiplicacién y areas verdes. Los resultados obtenidos demostraron la eficiencia del Biocoupler
pues tuvo una tasa de multiplicacién de 4.7 en comparacion con la de la técnica estandar (1.7);
asimismo demostrd tener mayor area verde en Biocoupler (tasa de 2.2 cm?). Lo que permite
concluir que el Biocoupler tiene mayores ventajas contra la técnica estandar en cuanto a tasa
de multiplicacién, areas verdes, y costos.

Palabras clave: Cultivo in vitro, Biocoupler, tasa de multiplicacion, areas verdes



Abstract

The demand of the banana industry in Ecuador is increasing every year and new techniques for
mass propagation of these crops in the laboratory are needed, due to the standard technique of
in vitro micropropagation has its limits. The automated temporary immersion system (SIT) is a
technique widely used in other countries in the region for different crops, which consists of
submerging the plants in a liquid culture medium for a short period of time and then removing
the medium using a pump. This technique is efficient compared to the standard technique but
has a high production cost. Therefore, it was decided to use a manual SIT known as a
Biocoupler bioreactor to optimize the micropropagation of Barraganete plantain in the
laboratory. A 3-month trial was conducted to compare the standard methodology with the
Biocoupler bioreactor according to its multiplication rate and green areas. The results obtained
showed the efficiency of the Biocoupler as it had a multiplication rate of 4.7 compared to that of
the standard technique (1.7); it also showed a greater green area in Biocoupler (rate of 2.2
cm?). This leads to the conclusion that the Biocoupler has greater advantages over the standard
technique in terms of multiplication rate, green area, and cost.

Keywords: In vitro culture, Biocoupler, multiplication rate, green areas.
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1.1 Introduccién

En el Ecuador, tanto el banano como el platano son alimentos importantes, para el
consumo interno del pais y para su exportacion, siendo el barraganete la variedad de platano
mas exportada (Fernandez et al., 2021). Sin embargo, existen probleméaticas en los cultivos de
esta especie, tales como la escasez de recursos tecnholdgicos de los agricultores para asegurar
una mejor produccién en campo, o contar con material sano para la siembra del cultivo.

La micropropagacién vegetal es una tecnologia que puede asegurar al productor iniciar
con plantas sanas libres de enfermedades, sin embargo, esta herramienta enfrenta diversos
desafios que limitan su eficiencia y aplicacion a gran escala, tales como bajas tasas de
multiplicacién o altos porcentajes de mortandad. Esto restringe la capacidad de satisfacer la
demanda creciente de plantas de calidad y limita la expansion de la industria platanera.
Abordar la problematica es clave y, por esto, se busca utilizar un sistema de inmersién temporal

(SIT) no automatizado para la optimizaciéon de la propagacion in vitro del platano.

1.2 Descripcion del problema

Ecuador, como un pais agricola, esta adquiriendo nuevas demandas, pues el aumento
de productores puede deberse a la alta demanda de platano; debido a esto, el Centro de
Investigaciones Biotecnolégicas del Ecuador (CIBE) ha identificado una de las probleméaticas
del cultivo, que es la baja tasa de propagacion de plantulas. Con base a lo mencionado, se
plantea implementar un protocolo de cultivo de tejidos por inmersion temporal, un sistema que
se erige como una alternativa viable, permitiendo una multiplicacion optimizada de especies
valiosas segun las necesidades del sector agricola nacional, midiendo su efectividad segun la
tasa de multiplicaciéon y el &rea verde. La comparacion entre este método y el convencional es
base para la comprobacién de la optimizacion en la propagacion in vitro del platano

barraganete (Musa AAB).



1.3 Justificacion del problema
Segun el dltimo censo del 2022, se reporta que el Ecuador tiene una superficie plantada

de 113,145 ha. de cultivos permanentes de platano, lo cual se traduce en un 9,3% del total de
la produccion agricola anual del pais (Ipiales & Cuichan, 2023). Ademas, los beneficios de
implementar un sistema de inmersién temporal son multiples, pero existe una diferencia
marcada entre un sistema automatizado y uno no automatizado. En el presente proyecto, se
plantea efectuar un sistema de inmersion temporal no automatizado, llamado biocoupler. Los
biocouplers se destacan por: la simplicidad de su disefio y manejo; la alta tasa de
multiplicacién; entre otros. Por esto, la optimizacion en la micropropagacion del platano es

relevante para el soporte de la demanda de la industria platanera a escala nacional.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Optimizar la micropropagacion de platano barraganete mediante un sistema de
inmersion temporal no automatizado para el abastecimiento de la demanda de la industria

platanera.
1.4.2 Objetivos especificos
1. Disefiar un protocolo mejorado de un sistema de inmersién temporal no automatizado
conocido como biocoupler, que permita la propagacion masiva de platano
("Barraganete”).
2. Determinar la viabilidad del uso de un biocoupler para el aumento de la tasa de
multiplicacién como resultado de una mayor capacidad de absorcion de las plantas.
3. Comparar la micropropagacion en medio de cultivo sélido con el de inmersién de

plantas de interés comercial, mediante andlisis estadistico.



1.5 Marco tedrico
1.5.1 Cultivo de platano

El platano (Musa AAB Simmonds), que pertenece a la familia de las Musacecae, es de
gran importancia para Africa, América y Asia, pues es uno de los alimentos mas importantes
para su dieta debido a sus propiedades como fuente de carbohidratos, potasio y vitamina B
(FEN, n.d.); en donde paises como China e Indonesia son los principales productores para
consumo interno (Cedefio Zambrano et al., 2021). Mientras que paises como Colombia
(3'786,672 toneladas) y Ecuador (6°282,105 ton.), que también estan entre los principales
productores a nivel mundial, cuentan como grandes exportadores, siendo Ecuador el que
encabeza la lista (CEDRSSA, 2019).

La produccién del banano, incluyendo el platano y sus variedades, en el Ecuador
representa el 50% del Producto Interno Bruto (PIB) del sector agricola nacional (Cedefio
Zambrano et al., 2021), siendo la provincia de Manabi la principal productora de esta fruta en
todo el pais, representando el 9,3% de su produccion anual (INEC, 2022). Las dos variedades
mas importantes cultivadas en Ecuador son el dominico, que es el cultivado para consumo
interno; y el barraganete, que es la variedad que mas se siembra para exportacion (Alvarez

Morales et al., 2020).
1.5.2 Cultivo in vitro vegetal

La agricultura es un eje fundamental para el Ecuador pues representa el 8,8% del PIB
total del pais (Banco Mundial, 2022), que tiene sus avances, pero también posee dificultades, y
por lo tanto, es indispensable plantear y redisefiar técnicas que permitan el mejoramiento de los
cultivos. Asi se da paso al desarrollo de métodos en laboratorio para ayudar a este campo
agricola.

El cultivo in vitro es un método ampliamente utilizado en la actualidad para el
crecimiento de todo tipo de tejido vegetal (desde solo células hasta 6rganos), que necesitan

desarrollarse en un ambiente estéril y controlado (Norouzi et al., 2022). Este método representa



una herramienta biotecnolégica de importancia para la investigacién basica y aplicada, que
evita que las plantulas obtenidas tengan enfermedades y potencie la propagacion de estas
(Espinosa-Leal et al., 2018).

La micropropagacién de material genético, es una forma de propagacion in vitro que
podria suplir la demanda de una agricultura masiva por el crecimiento de la poblacion a nivel
global, esto, a su vez, permite la obtencién de plantulas que sean genéticamente iguales a la
‘planta madre’ (Debergeh & Zimmerman, 1990). Esta es una gran ventaja para asegurar que
exista un stock de plantulas libres de cualquier tipo de patégeno (bacteria, virus u hongo), y que
exista cualquier tipo de hibridacién con las plantas hijas (Rédei & Evans, 2008).

El platano, por ejemplo, al igual que con el banano, no es excluido de estos problemas
de campo que se generan con el desarrollo de nuevos brotes; en realidad, el cultivo de platano
solo es viable por medio de organogénesis, debido a que los frutos comestibles no poseen

semillas viables para su propagacion (Agbadje et al., 2021).
1.5.3 Medio de cultivo

El desarrollo eficiente de la propagacion in vitro de algun tejido gira en torno al medio de
cultivo que se elija y este, a su vez, debe contener componentes esenciales para que la planta
crezca sin dificultades (Phillips & Garda, 2019); factores 0 componentes como macro y
micronutrientes, condiciones de luz y temperatura adecuados, entre otros (Gallego et al., 2020).

El medio de cultivo puede ser sélido, semisélido o liquido. Los dos primeros,
basicamente, dependen mucho de qué tanto gelificante se le afiade a la solucién (agar o
phytagel, otros); mientras que el liquido no lleva gelificante y, aunque no es tan utilizado como
los medios sélidos y semisolidos, representa ser ventajoso para ciertos métodos y técnicas de

micropropagacion (Saad & Elshahed, 2012).



1.5.4 Sistema de inmersion temporal

Dentro de los métodos que se emplean para el uso de un medio de cultivo liquido, es el
método por inmersion temporal. Este método se diferencia del método convencional en que el
primero esta en contacto intermitente con el medio, mientras que en el segundo, los explantes
quedan permanentemente en contacto con el medio (Chavez-Garcia et al., 2019).

Esta metodologia permite que la tasa de multiplicacion — micropropagacion — de los
explantes sea eficiente (mayor, supliendo la demanda masiva de una planta de interés
comercial), ademas de que las plantas son expuestas a condiciones mas similares a las
naturales al no tener siempre disponibilidad de alguin/os nutriente/s, minerales y otros
elementos que podrian aprovechar del suelo (Castillo et al., 2020).

Los SIT pueden ser mecanicos automatizados o sencillamente no automatizados. Los
SIT mecéanicos automatizados utilizan software que permite el pase de aire por presion para
elevar el medio liquido y que los explantes queden sumergidos por un breve periodo de tiempo
(Lugo et al., 2017). Sin embargo, este sistema es costoso debido a su disefio de biorreactores y
uso informatico, ademas de que es un sistema que necesita suficiente espacio dentro de un
cuarto de crecimiento (Lugo et al., 2017). Por otro lado, un sistema no automatizado tiene un
atractivo que radica en la sencillez de su disefio, pero eficiencia en la propagacion in vitro de
explantes. Su disefio consiste, basicamente, en dos frascos unidos por medio de una rosca
(biocoupler; Figura 1.1) que tiene un filtro, en donde uno de los frascos tendra los explantes, y
el otro frasco tendra el medio liquido y, para que exista la inmersion de las muestras, solo se
necesita girar los frascos por un periodo de tiempo corto cada dia, y luego regresarlos a la
posicion original, teniendo asi un sistema no automatizado de bajo costo y facil instalacién

(Plant Cell Technology Inc., n.d.).



Figura 2.1
Sistema de inmersion temporal no automatizado, conocido como biocoupler
(Singh, 2023)
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2.1 Metodologia

2.1.1 Medio de cultivo y material bioldgico

Se preparé medio MS, cuyos ingredientes estandar para la preparacion de este medio
se adjuntan en una tabla del Apéndice A (Murashige & Skoog, 1962); sin embargo, se utilizé
phytagel (3 g/L) como gelificante (uso estandar del laboratorio de Cultivo de Tejidos del CIBE),
ademas se hicieron modificaciones en cantidades. Se utilizaron 50 plantas adultas de platano
barraganete (AAB) sembradas en invernadero, en condiciones controladas para asegurar su
crecimiento y su baja tasa de contaminacién para su introduccion in vitro. Los tratamientos
usados fueron medio soélido, en frascos de vidrio, y el medio liquido en Biocoupler, adquirido de
la empresa Plant Cell Technology (https://www.plantcelltechnology.com/).

2.1.2 Desinfeccién del material bioldgico

En invernadero, se realizaron cortes con cuchillo dejando aproximadamente 3 cm de
altura, retirando las capas externas de la planta para una posterior desinfeccién en el
laboratorio (Figura 2.1.a). Se proces6 el material biolégico utilizando una mezcla de cloro
comercial diluido en agua destilada, con una concentracion final de 4%. Las muestras fueron
sumergidas en esta mezcla por 20 minutos, para luego retirarlas y realizar lavados con agua
destilada estéril. Se las dejé secar en un platillo de aluminio estéril por aproximadamente 10
minutos antes de sembrarlas en los medios de cultivo. El proceso en laboratorio fue llevado a

cabo dentro de la camara de flujo laminar.

Figura 3.1

Proceso de desinfeccion e introduccion in vitro de platano Barraganete

En la foto izquierda (a) se puede observar como debe quedar el tallo con su base para
proceder a los pasos de desinfeccion en laboratorio; mientras que en la foto derecha (b), ya se

puede observar los cortes de las Ultimas capas del tallo para introducir los explantes al medio.



2.1.3 Introduccién in vitro

El tamafio de los explantes se redujo hasta 1.5 x 1.5 cm (altura x base), utilizando
instrumentos esterilizados por calentamiento (Figura 2b). Las muestras fueron sembradas solo
en medio MS sélido. Se seleccionaron 50 plantas homogéneas en el pase 4 luego de la

introduccion (Tabla 1) para la ejecucion del disefio experimental. Aqui se utiliza el medio
MS, pero con mas hormonas citoquininas (quinetina, KIN, y 6-bencilaminopurina, BAP) para la

multiplicacién de plantas debido a la aplicacion de citoquininas.

10



Tabla 2

Numero de platano Barraganete utilizado para el proyecto

Se muestra como fueron armados los medios sélido y liquido (biocouplers) para la introduccién.
Medio de cultivo  Plantas llustracién

BN solido 25

BN liquido 25

-

-_ N

G
)»“\
h
[

e

Total 50

2.1.4 Toma de datos

Los datos se tomaron una vez al mes cuando se necesitaba cambiar los explantes a un
nuevo medio (Figura 2.2). Cuando se tomaban los datos, los explantes del medio liquido
pasaban al solido hasta el siguiente dia cuando se volvia a ensamblar los biocouplers.

Se llené la bitacora detallada en la Apéndice B para una posterior digitalizacion y

analisis de datos.

Figura 2.2

Foto referencia para la toma de datos de los explantes y sus brotes.

Las fotos que se tomaron eran necesarias para la obtencion del &rea verde de la planta por
medio del software ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/download.html). En la caja Petri de la

izquierda siempre se colocaban los explantes de Solido y en la caja derecha los de Biocoupler

11



Fecha:

No. de
frasco

Sdlido

Biocoupler

No.
explantes

No.
brotes

No.
explantes

No.
brotes

Observaciones

F1

F2

F3

F4

F5

2.1.5 Andlisis de datos

Los parametros considerados para el analisis de datos fueron: tasa de multiplicacion por

tratamiento, y tasa de areas verdes. Se utilizd Microsoft Excel (Microsoft, 2023) para el analisis

de promedios; para el analisis general de la tasa de multiplicacion y tasa de areas verdes entre

tratamientos se hizo la prueba no paramétrica, U de Mann-Whitney, del software de acceso

libre PAST (Hammer, 2020); y para el andlisis del contraste de normalidad entre las areas

verdes de los tratamientos, se utilizé la prueba Kolmogérov-Smirnov, del mismo programa.
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3.1 Resultados y analisis
3.1.1 Comparacion de las tasas de multiplicacién por pase

Se evaluaron 5 frascos por tratamiento, con 5 explantes por frasco como introduccién
con 3 pases (un pase por mes, consecutivamente) al finalizar, obteniendo los siguientes

resultados:

Tabla 2

Resultados durante los cuatro meses del ensayo del biocoupler y el medio sélido

PO Biocoupler 5 5 5 5 5 5 25
Sélido 5 5 5 5 5 5 25

P1 Biocoupler 12 10 10 6 10 9.6 57.6
Sélido 6 5 5 5 6 5.4 32.4

P2 Biocoupler 18 42 20 8 18 21.2 127.2
Sélido 11 8 9 6 11 9 54

pP3* Biocoupler - 90 52 22 12 44 176
Solido - 10 13 6 18 11.75 47

E.S 2.53

Como se observa en la Tabla 2 existié una diferencia estadisticamente significativa
entre los valores obtenidos como promedio para cada tratamiento en cada pase, diferencia que
se muestra mejor utilizando la tasa de multiplicacion por frasco de cada pase por tratamiento
para saber si realmente existia una diferencia significativa entre pase y pase (ver Tabla 3). En
la Tabla 2, el pase P3 muestra ausencia de datos para el frasco F1 debido a que hubo
contaminacioén en los explantes, lo que se descarté como plantulas viables pues la
contaminacioén es un factor influyente en el desarrollo de nuevos brotes en la propagacion in

vitro de una planta.
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Tabla 3

Tasa de multiplicacion por frasco por pase de cada tratamiento del ensayo

Biocoupler

Solido 1.2 1
Biocoupler 3.6 8.4
- Solido 2.2 1.6
Biocoupler - 18
- Solido - 2
E.S

10.4
2.6
0.65

1.6
1.2
4.4
1.2

1.2
3.6
2.2
2.4
3.6

3.1.2 Comparacion de las tasas de multiplicacién por tratamiento

El analisis para corroborar si existia una diferencia significativa entre los tratamientos

(Biocoupler y Solido) se realiz6 utilizando las dos Unicas variables relevantes para esta

comparacion, obteniendo como resultado lo que se observa en las Figuras 3.1y 3.2.

Figura 3.1

Resultados de la prueba U Mann-Whitney para dos tratamientos

Mann-Whitney test for equal medians

BIOCOUPLER
N: 14
Mean rank: 09,5357

Mann-Whitn £/: 24
z: 2.0342
Monte Carlo permutation:

SoLiD0
M:

Mean rank:

p (same med.):
p (same med.):

14
4.9543

0.0033442
0.002
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Figura 3.2

Diagrama de caja para las tasas de multiplicacién de los dos tratamientos del ensayo

201
18 - °
16 1
141
12 -
10 1
8_

Tasa de multiplicacion

&

BIOCOUPLER SOLIDO

Lo I L R &) ]
T

Para saber si habia 0 no una diferencia significativa, el valor p debia negar o afirmar la
hipotesis de que los tratamientos son iguales, siendo p > 0.05 el valor que afirmaba la igualidad
entre tratamientos, y p < 0.05 negaba la igualidad. En la Figura 4, donde p < 0.05 con un valor
de 0.00334, se demuestra que existe una diferencia importante entre los tratamientos, siendo el
tratamiento Biocoupler el que posee mejores tasas de multiplicacion, con un promedio de 4.7.
Los resultados obtenidos para este ensayo se asemejan a la tasa de multiplicacién obtenida
para una investigacion similar con la misma variedad de platano, diferenciando en el tipo de
andlisis puesto que aquella investigacion evaluaban varias variables, por tanto, utilizaron
ANOVA (Roels et al., 2005).

3.1.3 Comparacion de las areas verdes por tratamiento

Cabe mencionar que el analisis de los resultados obtenidos con respecto a la tasa de
multiplicacién por pase no fue tomado en cuenta para las diferentes pruebas estadisticas
llevadas a cabo en el proyecto debido al bajo nimero de muestras del ensayo. Sin embargo, el
andlisis de las areas verdes si se pudo realizar utilizando la prueba Mann-Whitney, la cual
muestra que los pases P2 y P3 si tienen una diferencia significativa (0.0009 y 0.0154,

respectivamente; ver Tabla 4 B y C); mientras que, el pase P1 presenta medias iguales (0.47).
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Tabla 4

Resultados de la prueba de medianas iguales de Mann-Whitney con respecto a las areas

verdes por pase por tratamiento

(A) resultado del analisis de medianas para el pase P1; (B) resultado del andlisis de medianas

para el pase P2; (C) resultado del andlisis para el pase P3

A

Por otro lado, para el andlisis general de las areas verdes con respecto a los
tratamientos, se utilizé la prueba de Kolmog6rov-Smirnov debido a que se tenian méas de 50

datos univariados. Esta prueba arrojé como resultado una distribucién significativa entre los

Mann-Whitney test for equal medians
BIOCOUPLER SOLIDO
N: 22(N: 22
Mean rank 10.545|Mean rank 11.955
Mann-Whitn U : 211
z: 0.71592|p (same med.): 0.47404
Mann-Whitney test for equal medians
BIOCOUPLER SOLIDO
N: 20|N: 20
Mean rank: 13.325|Mean rank: 7.175
Mann-Whitn U 77
Z: 3.3136|p (same med.): 0.00092091
Mann-Whitney test for equal medians
BIOCOUPLER SOLIDO
N: 20|N: 20
Mean rank: 12.5|Mean rank: 8
Mann-Whitn U : 110
Z: 2.421|p (same med.): 0.015479

datos, con un valor de 0.001, es decir menor al valor p predeterminado (p > 0.05, ver Tabla 5),

lo cual se observa graficamente en el diagrama de bigotes con media de la Figura 3.3. El
diagrama muestra un intervalo de 95% para establecer las diferencias entre las medias, es

decir que, como no existe un cruce entre los intervalos ni las medias, los tratamientos no son

iguales y es el tratamiento Biocoupler el que muestra un mejor crecimiento de las areas verdes

de los explantes.

17



Tabla 5
Resultado de la prueba de distribuciones equitativas de Kolmogd6rov-Smirnov para el analisis de

las &reas verdes de los dos tratamientos (Biocoupler vs Solido)

Kolmogorov-Smirnov test for equal distributions
BIOCOUPLER SOLIDO
M: 62|N: 62
D: (0.3387|p (same dist ). | 0.001135

Figura 3.3

Diagrama de bigotes y medias de las tasas de areas verdes de los dos tratamientos

2.8

2.6

244
2.2+
2.0

Tasa de areas verdes

-

BIOCOUPLER
SOLDO

Estos resultados indican, entonces que, en cada nuevo pase, los explantes de los
Biocouplers van obteniendo mas area verde para el desarrollo de nuevos brotes, permitiendo
gue su propagacion sea mas eficiente, también se puede suponer que la fenolizacion es baja
en este sistema debido a que las plantas no estdn en contacto constante con el medio de
cultivo, provocando un tipo de estrés que ayuda a la multiplicacién, pero que necesita ser
estudiado con mas precision en investigaciones futuras especificamente en este cultivo.
Asimismo, el Biocoupler posee un disefio sencillo, practico y ahorrativo, pues para el ensayo se
necesité comprar 5 biorreactores Biocouplers y los 10 frascos de vidrio, con un costo total de
$120; mientras que, el valor de un biorreactor de un SIT automatizado puede variar segun la

marca, sin mencionar el costo de la bomba y el mantenimiento del sistema.
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Capitulo 4



4.1 Conclusiones y Recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

1.

2.

Los SIT son una técnica ventajosa para muchas plantas de interés comercial que tienen
una baja tasa de multiplicacién con los métodos convencionales de propagacion in vitro,
como es el caso del platano Barraganete. Al finalizar el ensayo, se obtuvo 176 brotes de
los 4 biocouplers que quedaron debido a que uno se contamind. Eso concluye que
manteniendo las condiciones de asepsia en laboratorio, se puede realizar una
micropropagacién masiva de la especie estudiada y otras similares, pero también se
puede recurrir a métodos adicionales para la prevencion de contaminacion.

Se determin6 que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las tasas de
multiplicacién de cada tratamiento por frasco, por pase y general, teniendo promedios
en tasas entre 9 y 44 brotes por pase para Biocoupler, y entre 5y 12 por pase para
Solido. Mientras que el tratamiento Biocoupler tuvo una tasa de multiplicacion de 4.7.
Esto quiere decir que el uso de un SIT no automatizado como el Biocoupler no
solamente es viable, sino que demuestra una propagacion mas eficiente que los
métodos que utilizan medio sélido y semisdlido.

Las tasas de multiplicacién para el Biocupler destacaron significativamente del medio
Solido, pero también sucedi6 con los valores del area verde de los explantes de
Biocoupler en donde, a pesar de que no se dejaba mucho tallo en los explantes para
tomar medidas de crecimiento, era suficiente para que pudiera ayudar en el desarrollo
de nuevos brotes, mejorando la tasa de multiplicacién. Se concluye entonces que,
segun los analisis de Mann-Whitney y el de Kolmogérov-Smirnov, existe una diferencia

marcada ventajosa para el biocoupler con respecto al cultivo de platano Barraganete.

4.1.2 Recomendaciones

Se sugiere retirar el filtro de cada Biocoupler antes de que este sea autoclavado, para
luego afiadir un nuevo filtro o una gasa que sirva como filtro en su defecto. Esto es

importante para el control de los patégenos que se puedan acumular en el filtro.
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Se recomienda el uso de un biocida desde la introduccién o desde el primer pase del
ensayo para la disminucion de la proliferacion de microorganismos en el medio de

cultivo y, por tanto, evitar la contaminacion.
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Apéndice A

(Murashige & Skoog, 1962)
A. Mineral salts
Mujor elements : Minor elements
Salts mg/l. | mM Salts my L | nM
R % S iy e 1650 [N 41.3 | HeBO§ ovvoerenreesens 6.2 100
R e o in (41 i a:4-n ATS A 1900 188 | MnSO4+4HgO .......... | 223 100
CaCly~2H30 ....cccnvs 410 3.0 | ZnSO¢+4HO .......... 8.6 30
MgSO¢+7HgO .......... B0 | EBIRE i anasiiniinssavas | o088 | 50
L VTR A R A 170 1.25 | NagMoOy4+2HO ........ 0.25 1.0
NoEEDTA <. .cc.ivavias ‘ 37.31 Na 0.20 CuSO4-5HO .......... 0.025 0.1
FeSOq:7THSO .......... 27.81 | Fe 0,10 CoClg6HsO . .......... 0,025 0.1 |
5 ml/l of a stock solution containing 5.57 g FeSO4-7H3O and 745 g NagEDTA per
liter of HyO.
B. Organic constituents
NUCTOBA d vabip sl aniseiseiadisis 30 g/l BBRRE 1h:501000 o 0 dinpistalaa(é aTonioecs 10 g/l
Edamin (optional) ........ 1 g/l IO ARORNDL o av v suiseinviooivers 100 mg/l.
S e R 2.0 mg/l NICOBDIC ROM . o5 aveceinciavives 0.5 mg/lL
Indoleacetic acid®* . ....... 1-30 mg/l.| Pyridoxin-HCl . ............ 0.5 mg/l.
RIRIBRREE ™72 1500 o' s o a's s 410048 0.04-10 mg/l.| Thiamin-HCl .............. 0.1 mg/l.
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Apéndice B

Bithdcora comparativa de la micropropagacion del platano barraganete

En la bitacora se registraba los datos més relevantes para saber si el método implementado

funcionaba.

Fecha;

No. de Sdlido Biocoupler
frasco

No. No. No. No. Observaciones

explantes brotes explantes brotes

F1

F2

F3

F4

F5
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