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UNESUM Aporta a la biotecnologia de plantas

Prologo

Este libro es un primer intento disefiado para contar con elementos didacticos que permitan
una ensefianza facilmente asimilable, y que se cuente como una fuente de consulta basada
en experiencias de trabajo e investigaciones reales, y que de ellas se puedan aplicar y/o
derivar mejores formas de trabajo que permitan incrementar la productividad y eficiencia
de las actividades de evaluacion de recursos naturales, es por ello que este libro se tratan
las materias fundamentales de la biotecnologia vegetal, particularmente el cultivo in vitro
de las células y tejidos y de la biologia molecular. Se dedica especial atenciéon a la
extraordinaria variabilidad de la célula vegetal y sus causas, a fin de comprenderla y
dirigirla en la practica de la biotecnologia. La célula vegetal es, ademas de la unidad
estructural y funcional de la planta, la unidad biotecnologica. La célula vegetal se puede
cultivar aislada (clonar), fusionar para obtener hibridos somaticos y transformar por los
métodos de la tecnologia del DNA recombinante. El libro contiene capitulos sobre el
estado fisiologico de las células y los tejidos utilizados en biotecnologia, y otras cuestiones
de importancia especulativa y aplicada como la fijacion biologica del nitrégeno molecular,
ademas tiene experiencias de investigaciones realizadas por investigadores en las especies
vegetales. Es de caracter esencialmente biologico, y con este criterio trata de explicar las
cuestiones esenciales de la biotecnologia vegetal. Se incluyen ademas, a manera de guias
simplificadas, tablas con formulaciones de medios nutritivos, reguladores de crecimiento,
metodologia basica sobre micropropagacion de cultivo in vitro, transformacion y de
marcadores moleculares y bioseguridad

Por eso, la construccion de lo nuevo debe ser, simultaneamente, un destino y un camino.
Volver realidad este propdsito es algo que queda, ahora, en las manos y en la mente del
lector

Los Autores



Acerca de este libro

El libro aspira a servir a los estudiantes que ya han definido una vocacion mas especifica y
que estan considerando iniciar o ya han empezado algin curso de posgrado en las
diferentes ramas de las ciencias naturales. Para ellos, mas que un libro de texto, esta obra
quiere ser una invitacion a los aspectos mas profundos y duraderos de las ciencias
naturales. No se ofrecen aqui cifras o descripciones de programas concretos. Lo que se
ofrece es una forma de pensar sobre el fascinante campo de la Biotecnologia.

Por lo anterior, el libro también se dirige a estudiantes con nivel universitario en
Agronomia, Agropecuaria, Biologia, Forestal, Ambiental a profesionales e investigadores,
quienes podran encontrar aqui algunos principios y conceptos que les ayudaran a ubicar su
trabajo cotidiano dentro de un marco de referencia amplio. Mds que un conjunto de
métodos especificos, el libro ofrece una vision para definir la identidad y la mision de la
investigacion, la ensefianza y la practica de la ciencia naturales.

Organizacion flexible del material

Este libro de consulta fue dividido en cuatro Unidades Tematicas: En la UNIDAD 1, se
trata de las experiencias desarrolladas en las técnicas de cultivo de tejidos in vitro y ex vitro
en banano y platano. En la UNIDAD 2, se trata sobre las aplicaciones de la
micropropagacion y los efectos hormonales en especies forestales. En la UNIDAD 3, se
hace una revision sobre la seleccion asistida por marcadores moleculares. Finalmente en la
UNIDAD 4, se hace una propuesta de bioseguridad.

Cobertura de los temas

Los temas fueron organizados de manera tal que sea de fécil seguimiento, analizando las
diversas tematicas y poniendo ejemplos de estudios de caso realizados a los largo de los
ultimos afios de investigacion. En el Tema 1: se trata de hacer un andlisis en base a
experimentacion de las técnicas in vitro y ex vitro de células y tejidos vegetales. En el
Tema 2, se trata aspectos como la aplicacion de las técnicas in vitro en cultivos como el
platano y el banano. En el Tema 3, se habla sobre la micropropagacion de cultivos como el
banano “orito”. El Tema 4, hace un analisis sobre la importancia del balance hormonal en
la multiplicacion in vitro. En el Tema 5, se hace un estudio sobre el uso de hormonas en la
propagacion vegetativa del platano y el banano. En el Tema 6, se habla sobre la
micropropagacion de arboles superiores y sus potencialidades. El Tema 7, trata sobre las
aplicaciones ex vitro de especies forestales, como el laurel. En el Tema 8, se analiza sobre
los efectos hormonales en el enraizamiento del balsamo. En el Tema 9, se hace una
descripcion de los protocolos para la propagacion in vitro de especies forestales nativas. En
el Tema 10 se habla de un estudio de caso sobre la aclimatacion de plantas obtenidas in
vitro de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii. En el Tema 11
se examina los protocolos de desinfeccion de explantes durante la micropropagacion de
Cedrela odorata L. En el Tema 12, se hace un breve andlisis de las aplicaciones de los
marcadores moleculares en la seleccidon asistida. En el Tema 13, se trata de dar los
lineamientos de un programa de seguridad para el laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM vy en el Tema 14, se hace una propuesta de una guia de manejo de desechos en
el laboratorio de biotecnologia para la determinacion del impacto ambiental.



“Hay tres cosas que cada persona deberia hacer durante su vida: plantar un arbol, tener un
hijo y escribir un libro”

Jose Marti

En mi vida he plantados muchos arboles, he tenido un hijo y una hija, solo me faltaba
escribir un libro. Siempre considere que escriben quienes tienen vocaciéon y tiempo.
Después de haber trabajado, estudiado, investigado y experimentado las diversas corrientes
y metodologias en el ejercicio de la docencia e Investigacion; hay tiempo para plasmar mi
pensamientos en un libro. “La vida es la mejor escuela, el amor es el mejor remedio, el
percibir y consagrar estas verdades, es nuestro inmenso reto”.

Blanca Soledad
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Tema 1
Las técnicas de cultivo in vitro y ex vitro de células y tejidos vegetales

Blanca Indacochea Ganchozo, Johann Parrales Villacreses y Julio Gabriel O

“El que aprende y aprende y no practica lo que sabe, es como el que ara y ara y no
siembra”
Platon

Resumen

En este documento se analiza de manera sistematizada las principales contribuciones que
podria tener la biotecnologia, particularmente el cultivo in vitro de células y tejidos
vegetales, que se resumen en los siguientes aspectos: 1) la produccion de plantas de sanidad
controlada, lo que permite incrementos en los rendimientos, 2) la independencia del clima,
suelo, distribucion geografica y problemas socio-politicos, 3) la capacidad de establecer un
sistema de produccion definido, en relacion a las demandas del mercado, 4) el cultivo de
especies no domesticadas y/o dificiles de cultivar a campo, 5) la conservacion del
germoplasma de plantas de interés comercial o en vias de extincidn, 6) la posibilidad de
establecer programas de mejoramiento genético, mas rapidos que en los cultivos
tradicionales, por técnicas biotecnologicas e ingenieria genética, 7) la produccion de
compuestos quimicos conocidos provenientes de plantas de crecimiento lento o dificiles de
obtener por extraccion o por sintesis quimica, 8) la sintesis de nuevos productos quimicos
expresados unicamente en los cultivos in vitro, 9) la obtencion de enzimas y sistemas de
biotransformaciones para ser usados solos o combinados con sintesis quimica y 10) la
produccion de plantas transgénicas resistentes a patdgenos, a herbicidas o a estrés abidtico,
con mejor calidad nutricional, que actien como biorreactores en la produccién de
proteinas, carbohidratos o lipidos o que secuestren metales pesados de suelos
contaminados, entre otras aplicaciones.

Palabras clave: biotecnologia, biotransformaciones, sintesis, transgénicos.
Summary
The in vitro and ex vitro crop-growing techniques of cells and plant tissues

This document analyzes, in a systematized way, the main contributions that biotechnology
could have, particularly the in vitro crop of cells and plant tissues, which are summarized in
the following aspects: 1) the production of controlled health plants, which allows yield
increases, (2) the independence of climate, soil, geographic distribution and socio-political
problems, (3) the ability to establish a defined production system in relation to market
demands, (4) the cultivation of undomesticated species and/or difficulties to be cropped in
field, (5) the conservation of plants germplasm of commercial interest or endangered, (6)
the possibility of establishing breeding programs, faster than in traditional crops, by
biotechnological techniques and genetic engineering , 7) production of known chemical
compounds from slow-growing plants or difficult-to-obtain by extraction or by chemical
synthesis, 8) synthesis of new chemicals expressed only in in vitro crops, 9) obtaining
enzymes and biotransformation systems to be used alone or in combination with chemical
synthesis, and 10) production of transgenic plants resistant to pathogens, herbicides or to
abiotic stress, with better nutritional quality, acting as bioreactors in the production of



proteins, carbohydrates or lipids or that sequester heavy metals from contaminated soils,
among other applications.

Key words: biotechnology, biotransformation, synthesis, transgenics.
Introduccion

Debido al incremento de la poblaciéon mundial, en los ultimos afios se ha acentuado el
interés por la biotecnologia vegetal con el proposito de producir alimentos, mejorar
cultivares, adaptarlos a diferentes condiciones climaticas y edafoldgicas y obtener
metabolitos de interés comercial (Pérez-Ponce 1998).

En este contexto, el cultivo de tejidos vegetales ha merecido especial atencion debido a que
comprende un grupo heterogéneo de técnicas que permiten el cultivo en condiciones
asépticas de organos, tejidos o células en un medio de composicion quimica definida e
incubados en condiciones ambientales controladas (Roca y Mroginski 1991, Pérez - Ponce
1998).

Las razones que determinan que el cultivo in vitro de células y tejidos vegetales constituya
una tecnologia interesante para la produccion de plantas y productos naturales de interés,
son las siguientes: 1) la produccién de plantas de sanidad controlada, lo que permite
incrementos en los rendimientos, 2) la independencia del clima, suelo, distribucion
geografica y problemas socio-politicos, 3) la capacidad de establecer un sistema de
produccion definido, en relacion a las demandas del mercado, 4) el cultivo de especies no
domesticadas y/o dificiles de cultivar a campo, 5) la conservacion del germoplasma de
plantas de interés comercial o en vias de extincion, 6) la posibilidad de establecer
programas de mejoramiento genético, mas rapidos que en los cultivos tradicionales, por
técnicas biotecnologicas e ingenieria genética, 7) la produccion de compuestos quimicos
conocidos provenientes de plantas de crecimiento lento o dificiles de obtener por
extraccion o por sintesis quimica, 8) la sintesis de nuevos productos quimicos expresados
unicamente en los cultivos in vitro, 9) la obtenciébn de enzimas y sistemas de
biotransformaciones para ser usados solos o combinados con sintesis quimica y 10) la
produccion de plantas transgénicas resistentes a patdgenos, a herbicidas o a estrés abidtico,
con mejor calidad nutricional, que actien como biorreactores en la produccion de
proteinas, carbohidratos o lipidos o que secuestren metales pesados de suelos
contaminados, entre otras aplicaciones.

Cultivo in vitro de células y tejidos vegetales

El cultivo de tejidos en su acepcion amplia puede ser definido como un conjunto muy
heterogéneo de técnicas que presentan en comun el hecho de que un explante (una parte
separada del vegetal que pueden ser protoplastos (células desprovistas de pared celular—
células, tejidos u 6rganos) se cultiva asépticamente en un medio artificial de composicion
quimica definida y se incuba en condiciones ambientales controladas. La imprecision de
esta definicion puede generar muchas polémicas, pero es actualmente aceptada.
Generalmente, es comun dividir las técnicas del cultivo de tejidos en dos grandes grupos: a)
cultivos en medios semisolidos y b) cultivos en medios liquidos, los que a su vez pueden
ser agitados (mediante el empleo de agitadores de uso continuo) o estacionarios. También
es frecuente dividir al cultivo de tejidos atendiendo a los niveles de complejidad en cultivo
de organos, cultivos celulares y cultivo de protoplastos. Para el establecimiento de los
cultivos utilizando cualquiera de los sistemas es necesario tener en cuenta algunos aspectos
generales comunes relacionados con el explante, la asepsia, el medio de cultivo y las
condiciones de incubacion. La discusion de estos aspectos constituye el objetivo de este
documento. Adicionalmente se incluye el tema de la aclimatacion de las plantas



regeneradas in vitro, que es de gran importancia en la mayoria de las aplicaciones del
cultivo de tejidos en la agricultura.

Explante

El termino explante se define como un fragmento de una planta (célula, tejido u 6rgano; el
apice, una hoja o segmento de ella, segmento de tallo, meristemo, embrion, nudo, semilla,
antera, etc.), que se escinde y se prepara de forma aséptica para su cultivo en un medio
nutritivo.

La eleccion de un explante apropiado constituye el primer paso para el establecimiento de
los cultivos; en primera instancia, dicha elecciéon estd determinada por el objetivo
perseguido y la especie vegetal utilizada.

Objetivo del cultivo: si bien es dificil tratar de clasificar las aplicaciones que se persiguen
con el cultivo de tejidos, se podria esquematizarlas en aplicaciones para:

Estudios basicos

En este caso, los explantes cultivados pueden ser diversos. Si lo tinico que se quiere lograr
es un sistema de callos para estudiar algun proceso fisioldgico, se puede cultivar cualquier
organo, tejido o célula viva. En este caso, lo unico que se busca es la induccién de callos, lo
ideal es cultivar explantes jovenes, derivados de semillas en germinacion, donde se
obtienen respuestas rapidas y, en general, hay menores problemas de contaminacién con
microorganismos. A veces se hace uso del cultivo de tejidos porque representa un sistema
experimental que simplifica la complejidad generada por los fendémenos de correlacion
entre las distintas partes que normalmente estan presentes en una planta entera. El explante
que se usara estard condicionado por lo que se quiere estudiar. Un buen ejemplo lo
constituye el cultivo de ovarios fecundados del tomate para estudiar los requerimientos
nutricionales durante el crecimiento de los frutos. Asimismo, el cultivo de 6vulos ha sido
muy util para estudiar aspectos relacionados con la formacién de las fibras en algodon. El
cultivo de discos de tallos brindé una valiosa ayuda para estudiar la rizogénesis in vitro.

Obtencion de plantas con sanidad controlada

Es muy comun la utilizacién del cultivo de tejidos para la obtencion de plantas libres de
virus. El explante ideal para ello es el meristema (dependiendo de la especie, de 0.2-0.5mm
de longitud) consistente del domo y de un par de primordios foliares.

Micropropagacion

En este caso dependera del sistema que se quiere utilizar. Si lo que se quiere explotar es la
brotacion de meristemas, los 4pices terminales y los segmentos nodales de ramas jévenes
constituyen excelentes explantes. En este caso el cultivador de tejidos debe conocer
perfectamente la biologia de la reproduccion de la planta para aprovechar aquellos
explantes que en forma natural son propagulos.

La micropropagacion consiste en la propagacion de plantas en un ambiente artificial
controlado, empleando un medio de cultivo adecuado.

El cultivo es asi una herramienta muy til en los programas de mejoramiento, ya que tiene
el potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de un
genotipo selecto y con una tasa de multiplicacion ilimitada. Esto es posible gracias a la
propiedad de totipotencia que tienen las células vegetales; esto es la capacidad de regenerar
una planta completa cuando estan sujetas a los estimulos adecuados. Asi, las células
somaticas de cualquier tejido podrian formar tallos, raices o embriones somaticos de
acuerdo con la competencia que posea y al estimulo que reciban.



Dependiendo de las caracteristicas de la planta que se pretenda propagar y del objetivo
perseguido, la micropropagacion puede realizarse a través de tres vias de regeneracion:
brotacion de yemas adventicias preexistentes, produccion de yemas de novo y
embriogénesis somatica.

Posibilidad de contaminacion con microorganismos
Edad fisiologica

De ser posible, se deben cultivar explantes de plantas donantes que crecen en condiciones
de invernadero, con ello se reduce sustancialmente las tasas de contaminacion. Por otra
parte, es recomendable evitar el uso de explantes sucios (raices, rizomas) que provienen
de plantas crecidas en macetas o en el campo, dado que en la mayoria de los casos no es
posible conseguir una buena desinfeccion de los mismos.

Tamano

En general, cuanto mas grande sea el explante mayores seran las posibilidades de inducir la
proliferacion de callos o la regeneracion directa de 6rganos. Sin embargo, a mayor tamafio
de explante también son mayores las probabilidades de que los cultivos se contaminen con
microorganismos. También es necesario tener en cuenta que existe un tamafio minimo del
explante, que depende de la especie y del material vegetal, por debajo del cual no es facil
lograr el establecimiento de los cultivos. Los explantes muy pequefios suelen requerir del
empleo de medios més complejos o de los denominados medios acondicionados.

Epoca del aiio

Es un factor que suelen tener mucha importancia en la micropropagaciéon y que
generalmente estd asociado al grado de dormicion que presentan ciertos explantes (yemas,
por ejemplo) y también con la posibilidad de mayor o menor proliferacion de
microorganismos.

Asepsia

Uno de los principales problemas que se presentan cuando se tratan de establecer los
cultivos es el de la contaminacion de los mismos con diversos tipos de microorganismos
(hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus). El ambiente generado por explante-
medio de cultivo-condiciones fisicas de incubacion es altamente propicio para la
proliferaciéon de muchos de estos microorganismos que pueden provocar la destruccion de
los cultivos. Es dificil cuantificar el impacto de estas pérdidas, pero en promedio, en
laboratorios dedicados a la micropropagacion se lo puede estimar en alrededor del 10%.
En el mejor de los casos, estos microorganismos no destruyen los cultivos pero compiten
con el explante por los nutrientes del medio de cultivo o bien lo modifican. Es muy dificil
conseguir cultivos estrictamente asépticos dado que en la mayoria de los casos es
altamente probable que los mismos contengan virus y fitoplasmas, por lo que en la
practica, cuando se refiere a cultivos asépticos, en general se quiere significar que son
cultivos donde no se produce la proliferacion de hongos y bacterias. Dos son las fuentes de
contaminaciones: a) microorganismos presentes en el interior o en la superficie de los
explantes y b) fallas en los procedimientos de cultivo en el laboratorio.

La correcta deteccion de estas fuentes y del tipo de microorganismo son aspectos
importantes para el éxito de los cultivos, pues por un lado ayuda a determinar la fuente de
contaminacion y por otro lado, ayuda a la planificacion de los procedimientos para
controlarlos. Varios géneros de bacterias (Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia,
Enterobacter, Agrobacterium, Bacillus, Micrococcus, Staphylococcus, Lactobacillus,
Mycobacterium, Corynebacterium) y de hongos filamentosos (Aspergillus, Penicilium,



Fusarium, Alternaria, Cladosporium y Neurospora) estan frecuentemente en los cultivos.
Es conveniente inspeccionar visualmente con la ayuda de un microscopio estereoscopico —
los cultivos en forma periddica (por lo menos semanalmente). También se pueden realizar
pruebas con medios de cultivo diferenciales y test bioquimicos especificos.

Para evitar y/o minimizar las contaminaciones de los cultivos con microorganismos es
necesario:

Conocer el material vegetal con que se trabaja y los posibles contaminantes
especificos.

Realizar una adecuada preparacion de la planta donadora de explantes, cultivandola
preferentemente en invernaderos tratadas con productos quimicos que eliminen
patogenos y eventuales microorganismos endofitos.

Proceder a la desinfeccion superficial de los explantes mediante el uso de compuestos
quimicos con el objeto de eliminar los microorganismos con el menor dafio posible
para el explante. Si bien no es posible recomendar un procedimiento general, se puede
sefialar que el procedimiento mas popularizado consiste en una doble desinfeccion
mediante la inmersion de los explantes en etanol (70%v/v) durante 20 a 60 segundos
seguido de hipoclorito de sodio 1 a 3%, contenido en el agua de lavandina comercial,
durante 3 a 30 minutos, dependiendo de la naturaleza del explante. Algunos
procedimientos se basan en el empleo de nicamente etanol o de hipoclorito de sodio.
Finalmente, es necesario eliminar los restos de estos productos mediante varios
lavados con agua destilada estéril. En este ultimo punto hay que aconsejar que se
utilice agua destilada estéril de reciente preparacion, dado que estd demostrado que el
almacenaje prolongado del agua estéril puede ser la causa de contaminaciones con
bacterias. Es aconsejable realizar estas operaciones de desinfeccion superficial en una
camara de transferencia con aire estéril. En lugar del hipoclorito de sodio se puede
utilizar hipoclorito de calcio (6 -12 %) o el cloruro de mercurio (0.1%- 1.5%). Es
preciso recomendar extrema cautela con el empleo de este Gltimo compuesto, dado
que es altamente toxico y ademas no es removido con facilidad del explante.

En los casos en que no se utilice etanol, la adicion de agentes tensoactivos junto con el
desinfectante es una practica recomendada. Entre los mas usados figuran Tween-20
(0,01 — 0.1%) o unas gotas de triton. El lavado previo de los explantes con agua
corriente y detergentes, ayuda a una mejor desinfeccion. La inmersion de los
explantes en soluciones conteniendo sustancias antibidticas y /o antimicOticas
(gentamicina, sulfato de estreptomicina, ampicilina, tetraciclina, carbenicilina, sulfato
de gentamicina, pentacloronitrobenceno, rifampicina, anfotericina B, benomil,
carbendazim) puede ser de utilidad, pero deben ser utilizados en casos excepcionales.
Estos productos tienen el inconveniente de que alteran la composicion de los medios
de cultivo y ademas pueden ser metabolizados por los explantes.

Ultimamente han aparecido soluciones biocidas que matan bacterias y hongos,
previenen la germinacion de esporas y a altas concentraciones pueden eliminar
contaminaciones de microorganismos endofitos. Uno de estos compuestos es el PPM
(Plant Preaservative Mixture). Otro ejemplo es el denominado G-1, un compuesto
derivado de los furfurales de la cafia de azticar. Este compuesto, quimicamente: 1-(5-
bromofur-2-il)-2- bromo-2-nitroeteno fue desarrollado en la Universidad Central de
las Villas (Cuba) y tiene efecto bactericida y fungicida de amplio espectro. En los
casos en que se utilicen plantulas crecidas in vitro como plantas donantes de



explantes, es necesario desinfectar las semillas para su cultivo y germinacion y luego
es aconsejable desinfectar también las plantulas resultantes.

En algunos materiales vegetales se utiliza la preincubacion de los explantes mediante
lo cual éstos son desinfectados suavemente y precultivados durante 24 horas en un
medio  conteniendo sacarosa, y finalmente son desinfectados nuevamente y
cultivados. Emplear medios e instrumentos de cultivo esterilizados, es decir, liberados
completamente de cualquier microorganismo vivo o esporas. Para la esterilizacion, en
la mayoria de los casos se hace uso del calor en sus diversas formas: llama directa,
calor himedo (en forma de vapor abierto o bajo presion), calor seco (aire caliente). Se
pueden usar hornos a mi croondas. El agua caliente también puede ser usada. En el
caso de sustancias termolabiles, la esterilizacién se puede hacer mediante filtracion a
través de filtros bacteriolégicos. No es posible recomendar ningun sistema de
esterilizacion dado que la exitosa destruccion de los microorganismos depende de
multiples factores entre los que interesan el tamafio del recipiente, el tiempo de
esterilizacion y la naturaleza de la sustancia a esterilizar. Sin embargo, se pueden dar
algunas sugerencias:

— La esterilizacion en estufas mediante calor seco (aire caliente) es recomendable
para esterilizar recipientes de vidrios secos (pipetas, capsulas de Petri, tubos). En
estos casos, 2 - 4 horas en estufas a 180 - 200 °C brindan excelentes resultados.

— La esterilizacioén con calor hiimedo con vapor bajo presion (en autoclave o en una
olla a presion). Es el procedimiento mds empleado para la esterilizacion de los
medios de cultivo (salvo, como se indico6 mas arriba, para aquellos que posean
componentes termolébiles). En este caso, lo mas comun es usar una presion de 1.46
kg.cm™ durante 20 minutos, con lo que practicamente se destruyen todas las
formas de vida. Es importante que en todos los puntos de la autoclave se alcance
dicha temperatura, para lo cual hay disponibles cintas detectoras colorimétricas.

— Cultivar los explantes en una camara de transferencia con aire estéril (gabinete de
flujo laminar), localizada en un ambiente limpio y no expuesta a corrientes de aire.
De no disponer este equipamiento, se pueden sustituir con cuartos esterilizados
previamente con luz ultravioleta (nunca exponerse a la luz UV en forma directa).
La mesada de trabajo y las paredes del gabinete deben ser desinfectadas
previamente con etanol al 70%. De la misma manera deben ser desinfectados
exteriormente todos los recipientes (conteniendo medios de cultivo, agua, etc.) que
ingresen en el area del aire estéril. Los operarios constituyen frecuentemente una
importante fuente primaria de contaminacion, porque es recomendable que, antes de
comenzar a trabajar laven sus manos y antebrazos con abundante agua y jabon y se
desinfecten con etanol al 70 %. La utilizacion de guardapolvos, guantes y mascaras
protectoras de la boca y de la nariz, asi como los gorros protectores de los cabellos,
ayudan a reducir sensiblemente los niveles de contaminacion. Los instrumentos de
trabajo (pinzas, pipetas, tijeras, agujas, capsulas de Petri) deben ser esterilizados
antes de su uso. Muchos de estos instrumentos pueden ser colocados en etanol al
95% vy, antes de ser usados, se deben flamear cuidadosamente en la llama de un
mechero. También es necesario flamear la boca de los recipientes que contienen
los medios de cultivo antes y después de cultivar el explante.

— Incubar los cultivos en camaras o cuartos de cultivo, cerrados, libres de corrientes
de aire y bien higienizados. En lo posible se debe restringir la circulacion de
personas, y los recipientes con cultivos contaminados deben ser rapidamente



eliminados de este sector. Es conveniente que antes del lavado, estos cultivos sean
esterilizados.

Medios de cultivo

Aunque actualmente se cuenta con una literatura detallada de técnicas de cultivos vegetales
in vitro, con los protocolos correspondientes a muchas especies vegetales (Dixon 1985,
Vidalie 1986, Conger 1987, Bajaj 1988, Pollard y Walker 1990, Roca y Mroginski 1991),
existen especies en las cuales el establecimiento, multiplicacion y/o enraizamiento de los
cultivos es dificultoso y se requiere una intensa tarea experimental para lograr su
micropropagacion o para obtener callos o suspensiones capaces de producir los metabolitos
deseados.

Los medios nutritivos para el cultivo de células y tejidos vegetales son, en general, menos
complejos que los de cultivos microbianos y son formulados en forma mas o menos
empirica. Si bien se desarrollan periddicamente nuevas féormulas comerciales, no existe
hasta el presente un disefio racional que tenga en cuenta la composicion centesimal de la
célula vegetal y el conjunto de condiciones que controlan el crecimiento y la
diferenciacion. No obstante, normalmente se puede utilizar un medio sencillo y
complementarlo con diferentes componentes y reguladores de crecimiento para llegar
empiricamente a la féormula que le brinde al tejido las mejores condiciones para su
crecimiento y produccion (Krikorian 1991).

Se han descrito un gran nimero de medios nutritivos para el cultivo de vegetales in vitro
(Heller 1953, 1954, Murashige y Skoog 1962, Gamborg 1968 y 1970, Schenk y
Hildebrandt, 1972, De Fossard 1976). Estos medios de cultivo constan de sales minerales,
vitaminas, aminoacidos, azucares y reguladores de crecimiento.

La composicién mineral se define en forma precisa en cada uno de los medios y estd dada
tanto por los macroelementos (N, P, K, S, Mg y Ca) como por los microelementos (B, Mn,
Zn, Cu, Ni, Co, Mo, Al, I y Fe). Estos nutrientes deben estar en una concentracion tal que
permita el adecuado crecimiento celular.

Los requerimientos de nitrogeno son generalmente provistos por una mezcla de nitrato y
amonio en concentraciones variables entre 3 y 50 mM. Cuando estas fuentes son
suplementadas en forma individual se afectan, generalmente en forma negativa, tanto el
crecimiento del cultivo como la produccién de metabolitos (Ertola et al. 1994). Pero, dado
que el uso de nitrato exige una mayor demanda energética para la asimilacion del nitrogeno
si se compara con el amonio, algunos explantes crecen mejor si se les suministra nitrogeno
reducido (Krikorian 1991), recomendandose en este caso la adicion de un acido organico
como el succinato como agente bufferante.

Muchas células vegetales son sensibles a los niveles de fosfatos en el medio. Precisamente,
el mantenimiento de los niveles de fosfato por debajo del 6ptimo para el crecimiento
estimula entre 3 y 4 veces la acumulacion de cinamoil-putrescina en cultivos de
suspensiones de Nicotiana tabacum (Schiel et al. 1984) e incrementa la sintesis de
alcaloides en Catharanthus roseus (Misawa 1985). Habitualmente, los fosfatos son
almacenados en la vacuola y adquiridos desde alli para el crecimiento, mientras que la
sintesis de metabolitos comienza al agotarse el fosfato vacuolar (Ertola et al. 1994). La
concentracion necesaria de fosfato indicada en los diferentes medios de cultivo varia entre
0.1y 1.5 mM.

Un medio de cultivo puede ser definido como una formulaciéon de sales inorganicas y
compuestos organicos requeridos para la nutricion y manipulacion de los cultivos. Existen
numerosas formulaciones, cada una de las cuales comprende entre 6 y 40 compuestos.



Para dar una idea de la cantidad de formulaciones disponibles, George et al. (2008), luego
de revisar mas de 3.000 trabajos cientificos describen en dos tomos (casi 1.000 paginas en
total) mas de 2.000 medios de cultivo. También dos empresas multinacionales ofrecen
para la venta mas de 60 medios cada una, listos para su utilizacion especialmente en la
micropropagacion comercial de plantas. Los medios de cultivo se componen de
compuestos que suministran:

— Una fuente de carbono

Nutrientes minerales

-Sustancias vitaminicas

Sustancias reguladoras del crecimiento
— Agente gelificante (en el caso de medios semisdlidos)
Preparacion y manejo de soluciones stock

Las soluciones Stock: son soluciones de cada uno de los compuestos constituyentes de los
medios de cultivo (nitratos, sulfatos, halégenos, etc.) a una elevada concentracion, lo cual
facilita el manejo y la preparacion de medios de cultivo a bajas concentraciones, de dichos
compuestos.

Método de las cuatro soluciones
Preparacion de una solucion stock de macronutrientes MS x10 (solucion 1)

Para obtener un litro de dicha solucion llénese un Erlenmeyer de 1 L con 500 mL de agua
destilada. A continuaciéon afiddase cada uno de sus componentes (Tabla 1), disolviéndolo
totalmente antes de afiadir el siguiente:

Tabla 1. Preparacion de una solucion stock de macronutrientes MS x10 (solucion 1).

Sustancias Peso ( en gramos)
NH4NO3 16,5
KNO 3 19,0
CaCl2+2H20 4,4
MgS04+7H20 3,7
KH2PO4 1,7

Para finalizar, bastara con verter el contenido en una probeta de 1 L, enrasar con agua
destilada, trasladar la solucién a su recipiente definitivo y agitarlo. Esta soluciéon debe
guardarse a 4 °C.

Preparacion de una solucion stock de micronutrientes MS x 100 (solucion 2)

Para obtener un litro de dicha solucion llenar un Erlenmeyer de 1 L con 500 mL de agua
destilada. A continuacion afiadir cada uno de sus componentes (Tabla 2), disolviéndolo
totalmente antes de afiadir el siguiente.
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Tabla: Preparacion de una solucion stock de micronutrientes MS x 100 (solucion 2)

Sustancias Peso ( en gramos)
MnSO4+4H20 2.230,0
ZnS04+7H20 860,0
H3BO3 620,0

KI 83,0
Na2Mo04+2H20 25,0
CuS04+5H20 2,5
CoCI2:6H20 2,5

Para terminar, proceder del mismo modo que con la solucidén stock de macronutrientes.
Esta solucion también debe almacenarse a 4 °C.

Preparacion de una solucion stock de hierro MS x 200 (solucion 3)
Para obtener 100 mL de dicha solucion deben seguirse los pasos siguientes:

— Calentar unos 50 mL de agua destilada en un agitador magnético preparado para tal
proposito.

— Cuando el agua esté templada, afiadir 556 mg de FeSO4+7H20.
— Una vez se haya disuelto el producto anterior, agregar 744 mg de Na2EDTA<H2O.
— A continuacidn, anadir 1 lenteja de NaOH.

Ya disueltos todos los elementos, verter el contenido en una probeta de 100 mL, enrasar,
trasladar la solucion a su envase definitivo y etiquetar debidamente.

Esta solucidn se almacena a 4 °C.

Preparacion de una solucion stock de vitaminas y inositol MS x 200 (solucion 4)

Para obtener 100 ml de dicha solucion llenar un Erlenmeyer con unos 50 mL de agua
destilada y afiadir uno a uno, hasta total disolucion los siguientes componentes (Tabla 3).

Tabla 3. Solucion stock de vitaminas y inositol MS x 200.

Sustancias Peso ( en gramos)
Mio-inositol 2.000

Acido nicotinico 10

Piridoxina*HCl 10

Tiamina*HCl 2

Glicina 40

A continuacion, verter el contenido en una probeta de 100 mL, enrasar, llenar el recipiente
definitivo con la solucion y etiquetarlo.

La solucidn stock de vitaminas debe almacenarse a -20 °C.
Preparacion de los medios de cultivos

Existen diversos procedimientos utilizados en la preparacion de medios de cultivo. A
continuacion se describe de forma resumida la manera de preparar un medio de cultivo MS,
para 250 mL.
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Como primer paso se realizan los calculos conocer las cantidades necesarias de cada una de
las soluciones Stock, de sacarosa y de Phytagel, para la preparacion de los medios de
cultivo, para 250 mL.

Para lo cual se necesitan 5 mL de nitratos y 2.5 mL de los demés compuestos (soluciones
stock). Se pesan 7.5 g de sacarosa y 0.7 g de Phytagel.

Después se vierten cada una de las cantidades de las soluciones Stock a un vaso de
precipitado utilizando una probeta de 10 mL, se mezclan con una pipeta y se afora con agua
destilada hasta los 250 mL. Después se agrega la sacarosa y se disuelve.

Posteriormente se procede a medir el pH (si hay necesidad se debe corregir el pH a 5.6),
luego se coloca la solucion en la parrilla de calentamiento hasta alcanzar una temperatura
de 78°C, e irle agregando paulatinamente el phytagel para lograr una mejor disolucion. Se
deja en ebullicién durante 2 minutos, después se retira y se coloca sobre una superficie
limpia. Finalmente se vierte en partes iguales en frascos dmbar (cerrados herméticamente)
para guardarlos en el refrigerador a 4 °C.

Procedimiento para la elaboracion del medio nutritivo

1. En un matraz de Erlenmeyer o en un vaso volumétrico se pipetea una a una las
soluciones de micro y macronutrientes.

2. Agregar el volumen correcto de quelatos y vitaminas.

Disolver la sacarosa en agua destilada.

Mezclar todos los componentes mencionados y aforar con agua destilada a la cantidad

que se desea preparar del medio.

B

5. Adadir las fitohormonas si el medio nutritivo lo requiere.

6. Introducir el electrodo del potencidmetro en la mezcla, se debe espera a que el equipo
tome la lectura y ajustar el pH a 5.7. Para bajar el pH se debe aplicar gotas de HCI y
para subirlo se aplica gotas de NaOH 1N.

7. Colocar el medio en el calentador — agitador y agregar el agar, mezclar hasta diluirlo
completamente, antes de ebullicion.

8. Dosificar el medio en recipientes, sean estos frascos, o tubos de ensayo, esterilizar
durante 20 minutos en autoclave, considerando una temperatura de 120° C y 4 libras de
presion.

9. Ya esterilizados los recipientes con el medio de cultivo, se colocan en el almacén de
medios.

Soluciones madres (ejemplo para especies vegetales)

4 Tratamientos

1 BAP 0,25 mL /L

2KIN 0,25mL /L

3BAP X KIN 0,25mL /L x 0,25 mL
4 MS Testigo

Macronutrientes

— En un matraz volumétrico se mide 500 mL de agua deshionizada.
— Pesar en una balanza analitica 33 g de Nitrito de Amonio.
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— Mezclar 175 mL de agua con Nitrato de Amonio, no se utiliza los 500 mL de agua
porque necesito para disolver las hormonas.

— Se pesa 38 g de Nitrato de Potasio y se disuelve en 25 mL de agua mezcla.

— Se mezcla el Nitrato de Amonio con el Nitrato de Potasio.

— Se pesa 7.4 g de Sulfato de Magnesio y se le agrega en el frasco donde van todas las
soluciones.

— Se pesa 3.4 g de fosfato de Potasio y se le agrega donde estan todas las soluciones.

Micronutrientes
Se utilizé 200 ml de Agua.

Pesar 0.124 mg de Acido Borico y se disuelve en 50 mL de Agua.
— Pesar 0.446 mg de Sulfato de Magnesio y se disuelve en agua.

— Pesar 0.172 mg de Sulfato de Zinc y se disuelve en agua.

— Pesar 0.05 mg de acido Ascorbico y se disuelve en agua.

— Pesar 0.005 mg de Sulfato Cuprico y se disuelve en agua.

— Pesar 0.005 mg de Cloruro de Cobalto y se disuelve en agua.

Una vez teniendo todas las soluciones en el frasco con su respectivo nombre se lo guarda
en la refrigerador

Cloruro de Calcio

Pesar 8.8 gy se disuelve en 200 mL de agua. Hierro EDTA pesar 0.746 mg disolver en 100
mL.

Hierro EDTA

Disolver 0.556 en 100 mL
Sulfato de Hierro
Disolver 0.556 en 100 mL.

Los 200 mL de soluciones se lo coloca en el frasco Ambar (frasco de color café oscuro para
que no penetren los rayos de luz).

Potasio yodo
Disolver 0,166 mg en 200 ml de agua.

Vitaminas gamborg

Inositol 2gr
Acido Nicotinico 0.02 mg
Piri doxino 0.02 mg
Tiomino 0.004 mg

Se disuelven en 200 mL de agua en el frasco ambar

Hidroxido de Sodio
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Subir el PH del medio de cultivo se lo prepara de 1 normal 2 g Se disuelve en 50 mL de

agua, para bajar la concentracion: 1 mL de hidréxido + 9 mL de agua. El PH normal es de
5.705.8.

Cisteina

Es un antioxidante que se utiliza en los medios de cultivo para evitar que el explante se
oxide 0.5 mg. Se disuelve en 200 mL de agua.

Hormonas utilizadas
Citoquinas

KIN- KINETINA: Elongacion de Brotes 0.05 en 100 mL de agua deshionizada. Para
preparar esta hormona se disuelve en 1 mL de Hidréxido de Sodio luego se procede a diluir
en agua deshionizada en 99 mL.

BAP: Benzylominoporine: 0.05 mg en 100 mL de agua. Se disolve la hormona en 1 mL de
Hidréxido de Sodio y luego se procede a disolver en agua deshionizada en 99 mL.

Acido Ascorbico: 1 g/L Enjuague con agua estéril Se sumergen los explantes con cloro en
10% y 3 gotas de Twe durante 5 minutos. Luego se enjuaga con agua estéril hasta quitar
todos los residuos.

Cabina de Flujo Laminar: Sumergir los explantes en povidin una concentracion de 2mL x
L por espacio de 10 minutos y luego se procede a enjuagar con agua estéril hasta quitar
todos los residuos de povidin y luego se deja los explantes en Acido Ascorbico.

Medio de Cultivo

Macronutrientes 25 mL BAP KIN
Micronutrientes 10 mL 50 mL /100 50 mL /ml
Potasio 10 mL 1 0.5 0.5
Vitaminas 10 mL ><().25 025¢g
Cistina 10 mL

Sacarosa 25¢g

PH 5.8

Agar 7¢g/ L 0.5 mL/L 0.5 mL/L
Hierro 10 mL 0.25 mL/L 0.25 mL/L

Proceso metodoldgico

— Se procede a pipetear todas las soluciones cada uno con su respectiva cantidad en un
matraz volumétrico.

— Una vez obtenido todo se disuelve en agua en un matraz de 200 mL los 25 g en el
agitador magnético hasta que no quede ninguna particula.

— Procedemos a disolver todo en el agitador magnético.

— Colocamos el nombre de las hormonas en los matraces cada uno con 500 mL.

— Medir las hormonas con su respectiva dosificacion con la respectiva pipeta cada
hormona con 0.25 mL.

— Se envasa el medio de cultivo MS los 1000 mL en cada matraz se coloca 500 mL.
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— Procedemos a medir el PH en 5.8 una vez mezclado la hormona con el medio de
cultivo para obtener el PH correcto que es 5.8 se le coloca Hidroxido de Sodio se
agita en el agitador magnético.

— Se coloca en el medio de cultivo con 200 mL de agua en otro matraz hasta que
hierva.

— Se pone en el Agar 3.5 g en cada hormona se deja hervir hasta diluir el agar.

— Se llevan los cultivos a la autoclave a 1.5 de presion a 121 °C por 15 min.

— Después de un periodo de 15 min. Se procede a llenar cada frasco cada uno con 10
mL.

Procedimiento para la siembra in vitro

— Pesar el Acido Ascorbico 1 g en un litro de agua estéril en 2 matraces de 500 mL y
diluir.

— Pesar el Hipoclorito de Calcio 1 g en 500 mL de agua.

— Pesar un volumen de 100 mL de cloro en 500 mL de agua.

— Envasar 20 mL de Povidin en agua estéril por 1L.

— En la cabina de flujo laminar dejar listo todos los materiales que se van a utilizar
para la siembra: Agua estéril 6 frascos de 500 mL, los medios de cultivo, el bisturi
con su mango, acido ascérbico, alcohol, pinzas y povidin para realizar el respectivo
enjuague antes de hacer los cortes y la respectiva siembra.

— Preparar los materiales para ir a realizar los cortes de los plantes de limon: tijeras, 2
matraces con acido ascorbico cada uno con 500 mL, 2 recipientes uno con agua
estéril y otro con alcohol (esto es para ir a realizar los cortes de las plantas en el
invernadero).

— Cortar la cantidad suficiente de estaquillas y dividirlos en 2 matraces en el vivero
donde se encuentran.

— Una vez obtenidas las estaquillas ingresar al laboratorio.

— Vaciar el 4cido Ascorbico del matraz dejando las estaquillas.

— Enjuagar con agua estéril las estaquillas en los matraces.

— Colocar en un matraz con las estaquillas el Hipoclorito de Calcio con 3 gotas de Twe
80.

— Colocar en otro matraz con las estaquillas el Hipoclorito de Sodio con 3 gotas de Twe
80.

— Agitar los 2 matraces durante un tiempo de 5 min.

— Enjuagar los matraces con las estaquillas con agua estéril hasta quitar la espuma.

— Ingresar los matraces a la cabina de flujo laminar con su respectiva norma de
asepsia.

— El estudiante debe ingresar con su respectivo uniforme para realizar la siembra.

— Vaciar el agua de los matraces.

— Colocar en cada matraz 500 mL de povidin.

— Agitar los matraces durante 10 min.

— Enjuagar con agua estéril hasta que no quede ningtn residuo de povidin y dejar los
explantes en Acido Ascorbico.

— Realizar los respectivos cortes de 1.5 — 2 cm respectivamente e ir cortando los
explantes con el bisturi.

— Una vez realizado los cortes se procede a la siembra en los medios de cultivo con una
pinza cuidadosamente.

— Almacenar el MS con el explante en el lugar adecuado a 21°C.
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— De acuerdo al disefio experimental ir colocando los medios bien sellados en las
repisas.

— Realizar la respectiva limpieza de la cabina de flujo laminar.

— Todos los vidrios utilizados lavarlos.

— Realizar una limpieza en todo el laboratorio con cloro para desinfectar toda el area.

— Realizar 3 estudios cada 7 dias por 21 dias o de acuerdo a la evaluacién que se vaya a
realizar a los tratamintos.

Medio nutritivo base

Existen diferentes medios de cultivo, por lo que su seleccion depende del objetivo que se
persiga, ya sea establecimiento in vitro o multiplicacion.

Los explantes requieren de un medio que suministre un balance nutricional adecuado, para
que a corto plazo se obtenga un crecimiento 6ptimo y los resultados deseados.

El medio base que se utilizé para la produccion de plantulas in vitro de especies vegetales
es el de Murashige y Skoog (1962); el cual se complementa con diferentes dosis de
fitohormonas, vitaminas y ajustadores osmoticos.

Componentes de los medios de cultivo para la produccion de plantulas in vitro de
especies vegetales

Macronutrientes 25mL /L
Nitratos 5 de las concentraciones
Micronutrientes 10 mL/L

Cloruro de Calcio 10 mL/L
Yoduro de Potasio 10 mL/L
Sulfato de Hierro 10 mL/L

Vitamina Gambort 10 mL/L

Cisteina 10 mL/L
Sacarosa 30 g/L
Agar 7 g/L
PH 5.7

Procedimiento para la elaboracion del medio nutritivo

1. En un matraz de Erlenmeyer o en un vaso volumétrico se pipetea una a una las
soluciones de micro y macronutrientes.

2. Agregar el volumen correcto de quelatos y vitaminas.

Disolver la sacarosa en agua destilada.

4. Mezclar todos los componentes mencionados y aforar con agua destilada a la
cantidad que se desea preparar del medio.

5. Anadir las fitohormonas si el medio nutritivo lo requiere.

(98]
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6. Introducir el electrodo del potenciémetro en la mezcla, se debe espera a que el
equipo tome la lectura y ajustar el pH a 5.7. Para bajar el pH se debe aplicar gotas
de HCI y para subirlo se aplica gotas de NaOH IN.

7. Colocar el medio en el calentador — agitador y agregar el agar, mezclar hasta
diluirlo completamente, antes de ebullicion.

8. Dosificar el medio en recipientes, sean estos frascos, o tubos de ensayo, esterilizar
durante 20 minutos en autoclave, considerando una temperatura de 120° C y 4 libras
de presion.

9. Ya esterilizados los recipientes con el medio de cultivo, se colocan en el almacén de
medios.

Vida en anaquel del medio de cultivo

Siempre que sea posible se debe utilizar un medio de cultivo fresco de uno o dos dias de
preparacion, ya que la vida de anaquel del medio de cultivo disminuye conforme aumenta
el tiempo de almacenamiento teniendo un efecto en el crecimiento y desarrollo de los
explantes. A temperatura ambiente, el medio de cultivo puede almacenarse por un tiempo
maximo de una semana. Si se quiere aumentar el tiempo de almacenamiento el medio de
cultivo tiene que refrigerase + 5°C . En todos los casos el medio debe quedar almacenados
en ares asépticas.

Esterilizacion

La esterilizacion es un proceso donde se efecta la destruccion o muerte de los
microorganismos en general, desde los protozoos, hongos, bacterias y virus. Se dice que un
elemento es estéril cuando esta libre de cualquier tipo de vida.

Tipos de esterilizacion
La esterilizacion puede ser utilizando los siguientes métodos:
Fisicos

— Radiaciones: con luz UV, rayos gamma; (para esterilizar camaras de flujo y areas
del laboratorio).

— Filtracion: mediante filtros millipore (para esterilizar fitohormonas)

— Calor seco: a 170 °C por 1 hora (para esterilizar estufas, cristaleria, pinzas, bisturi,
etc.).

— Fuego directo: Con calentamiento al rojo blanco con mechero (para esterilizar
pinzas, mangos de bisturi, etc.).

— Calor humedo: utilizando autoclaves (para esterilizar medios de cultivo, agua, entre
otros).

Quimicos

a) Gases: Oxido de etileno, Oxido de propileno, Formaldehido, bromuro de metilo, acido
peracético, ozono, betapropiolactona, vapores de peroxido de hidrogeno

b) Liquidos: glutaraldehido, loddforos, alcohol.
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Factores que intervienen en el proceso de esterilizacion

Uno de los principales problemas que se presentan cuando se tratan de establecer los
cultivos es el de la contaminaciéon de los mismos con diversos tipos de microorganismos
(hongos, levaduras, bacterias, fitoplasmas, virus). El ambiente generado por explante-
medio de cultivo-condiciones fisicas de incubaciones altamente propicio para la
proliferaciéon de muchos de estos microorganismos que pueden provocar la destruccion de
los cultivos. Es dificil cuantificar el impacto de estas pérdidas, pero en promedio, en
laboratorios dedicados a la micropropagacion se lo puede estimar en alrededor del 10%.

En el mejor de los casos, estos microorganismos no destruyen los cultivos pero compiten
con el explante por los nutrientes del medio de cultivo o bien lo modifican. Es muy dificil
conseguir cultivos estrictamente asépticos dado que en la mayoria de los casos es altamente
probable que los mismos contengan virus y fitoplasmas, por lo que en la préctica, cuando
se refiere a cultivos asépticos, en general se quiere significar que son cultivos donde no se
produce la proliferacion de hongos y bacterias. Dos son las fuentes de contaminaciones: a)
microorganismos presentes en el interior o en la superficie de los explantes y b) fallas en
los procedimientos de cultivo en el laboratorio.

Esterilizacion con calor humedo

La esterilizacion con calor humedo con vapor bajo presion (en autoclave o en una olla a
presion). Es el procedimiento mas empleado para la esterilizacion de los medios de cultivo
(salvo, como se indico mas arriba, para aquellos que posean componentes termolabiles).

En este caso, 1o mas comun es usar una presion de 1.46 kg.cm™ durante 20 minutos, con lo
que practicamente se destruyen todas las formas de vida. Es importante que en todos los
puntos de la autoclave se alcance dicha temperatura, para lo cual hay disponibles cintas
detectoras colorimétricas.

Nota: para medios de cultivo de 20 - 25 mL se recomienda a 121 °C; 15 P.S.I (1.2 kg/cm?)
por 15 minutos.

Esterilizacion de material de cristaleria y otros materiales

La esterilizacién en estufas mediante calor seco (aire caliente) es recomendable para
esterilizar recipientes de vidrios secos (pipetas, capsulas de Petri, tubos). En estos casos, 2-
4 horas en estufas a 180-200 °C brindan excelentes resultados.

La mesa de trabajo y las paredes del gabinete deben ser desinfectadas previamente con
etanol al 70%. De la misma manera deben ser desinfectados exteriormente todos los
recipientes (conteniendo medios de cultivo, agua, etc.) que ingresen en el area del aire
estéril.

Los operarios constituyen frecuentemente una importante fuente primaria de
contaminacion, porque es recomendable que, antes de comenzar a trabajar laven sus manos
y antebrazos con abundante agua y jabon y se desinfecten con etanol al 70 %. La
utilizacion de guarda polvos, guantes y mascaras protectoras de la boca y de la nariz, asi
como los gorros protectores de los cabellos, ayudan a reducir sensiblemente los niveles de
contaminacion. Los instrumentos de trabajo (pinzas, pipetas, tijeras, agujas, capsulas de
Petri) deben ser esterilizados antes de su uso. Muchos de estos instrumentos pueden ser
colocados en etanol al 95% y, antes de ser usados, se deben flamear cuidadosamente en la
llama de un mechero. También es necesario flamear la boca de los recipientes que
contienen los medios de cultivo antes y después de cultivar el explante.
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Esterilizacion de medios de cultivo

A continuacion se presenta una tabla sobre la esterilizacion de medios de cultivo utilizando
autoclave a 121 °C:

Volumen de la solucién Tiempo requerido para la esterilizacion
75 mL 25 min
250 mL 30 min
500 mL 30 min
1000 mL 35 min
1500 40- 40 min
2000 45 -45 min

Propagacion de plantas por cultivo in vitro
Micropropagacion

La micropropagacién o propagacion clonal, es una de las aplicaciones mas generalizadas
del cultivo in vitro, a través de la micropropagacion, a partir de un fragmento (explante) de
una planta madre, se obtiene una descendencia uniforme, con plantas genéticamente
idénticas, denominadas clones. El explante mas usado para los procesos de propagacion in
vitro son las yemas vegetativas de las plantas. Los frascos que contienen las plantas se
ubican en estanterias con luz artificial dentro de la cdmara de crecimiento, donde se fija la
temperatura en valores que oscilan entre los 21 y 23°C, ademas de controlar la cantidad de
horas de luz. Por su parte, el medio de cultivo se compone de una mezcla de sales
minerales, vitaminas reguladores de crecimiento, azucar, agua y agar. La composicion del
medio depende de la especie vegetal y de la etapa del proceso de micropropagacion.

Con finalidad puramente descriptiva se puede clasificar los principales factores no
biologicos que afectaran al desarrollo del cultivo in vitro, incluyendo:

Ambiente quimico
— Composiciéon del medio de cultivo
— pH

Ambiente fisico

— temperatura
— luz y fotoperiodo
— humedad

Dentro del proceso de micropropagacion diferenciamos varias fases o etapas:

— 0: Seleccion y Preparacion de la planta madre

— 1: Desinfeccion de las yemas de la planta y/o desinfeccion de semillas
— 2:introduccion del material seleccionado in vitro

— 3: Multiplicacion de brotes

— 4: Enraizamiento

— 5: Aclimataciéon

Esta secuencia de etapas abarca el ciclo completo de la multiplicacion de plantas in vitro;
puede ser aplicada a diferentes especies vegetales, en cada caso se podran incluir
simplificaciones o cambios de acuerdo a las caracteristicas de las plantas, pero en términos
generales son comunes al proceso de propagacion in vitro.
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FASE 0:
Preparacion de la planta madre

Para poder establecer el cultivo en condiciones de asepsia, se deben obtener explantes con
un nivel nutricional y un grado de desarrollo adecuado. Para obtener estos explantes es
recomendable mantener a las plantas madre, es decir la planta donadora de yemas, durante
un periodo de tiempo que puede oscilar entre unas semanas O varios meses en un
invernadero bajo condiciones controladas. En ese ambiente se cultiva la planta en
condiciones sanitarias Optimas y con un control de la nutriciéon y riego adecuados para
permitir un crecimiento vigoroso y libre de enfermedades (Figura 1).

Figura 1. Planta sana y vigorosa.

Recoleccion de explantes (Figura 2)
Para la recoleccion de explantes se utilizo:

Frasco con acido ascorbico

Tijeras de diseccion

Plantas seleccionadas

Frasco de acero inoxidable con alcohol
Frasco de acero inoxidable con agua destilada

Rk =

Se inicia el corte de las ramas de la especies vegetales eliminando sus hojas, dejando yemas
axilares y yemas apicales de 3 cm de largo, segmentados en la parte superior en forma recta
y el corte en bisel por la parte inferior, estos explantes son sumergidos en una solucion de
acido ascorbico a concentracion de 1g/L para evitar la oxidacion fendlica.

FASE 1:
Desinfeccion del material vegetal

Una vez elegida la planta madre, se extraeran los fragmentos a partir de los cuales se
obtendran los explantes. Los explantes pueden ser yemas, trozos de hojas, porciones de
raices, semillas, etc. Antes de extraer los explantes se hard una desinfeccion de los
fragmentos de planta madre para eliminar los contaminantes externos. Los contaminantes
mas comunes son los hongos y las bacterias que habitan en forma natural en el ambiente.
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Una vez desinfectado el material vegetal, se debe mantener en condiciones de asepsia. A
efectos de obtener las condiciones de asepsia, se trabajara en cabinas de flujo laminar para
extraer los explantes a partir del material vegetal. Estos explantes se introducirdn en un
tubo de cultivo conteniendo medio de iniciacion para poder controlar la sanidad y la
viabilidad, luego de realizar la desinfeccion del material con hipoclorito de sodio (agua
clorada comercial), pura o diluida durante un periodo de 5 a 15 minutos, seguido por 3 a 4
enjuagues en agua esterilizada.

Figura 2. Desinfeccion de material Vegetal
FASE 2:

Introduccion del material in vitro (Figura 3)

Luego de la desinfeccion superficial, las semillas o las yemas dependiendo del material
seleccionado, se ponen en medio de cultivo estéril. En un periodo de una semana o quince
dias, comienza el proceso de germinacion o regeneracion de nuevos tejidos vegetales,
iniciando el ciclo de cultivo in vitro.

Figura 3. Introduccion del material in vitro
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Siembra in vitro

En este proceso se utilizan materiales esterilizados como: tubos de ensayo con medios de
cultivo, frasco con alcohol, vaso de Erlenmeyer, vaso de precipitacion, cajas petri, pinzas,
tijeras, bisturi, papel secante, papel de aluminio, mecheros. Ademas el personal debe
ingresar a la cdmara de flujo laminar con ropa quirurgica desinfectada utilizando guantes y
mascarilla.

El proceso realizado fue el siguiente:

1. Los explantes que se reservaron en acido ascorbico luego del proceso de
desinfeccion, se colocaron en cajas petri para secarlos.

2. Luego con la ayuda de una pinza se coloca el explante en el medio de cultivo
procediendo asi a la siembra sin seccionar los explantes, es decir que los explantes
ya pasaron al flujo laminar para la siembra del tamafio deseado.

3. Se rotularon los tubos de ensayo con los explantes sembrados segun el nimero del
tratamiento aplicado pasando luego al 4rea de crecimiento.

FASE 3:
Multiplicacion de los brotes (Figura 4)

Durante esta fase se espera que los explantes que sobrevivieron la FASE 1 y 2 originen
brotes (de procedencia axilar o adventicia) con varias hojas. En la base de cada hoja hay
una yema que se desarrollard luego de ser puesta en contacto con el medio de cultivo.
Periddicamente estos nuevos brotes se deben subcultivar en un nuevo medio mediante
divisiones y resiembras en tubos de cultivo u otros recipientes adecuados. Estas
operaciones se realizan en la cdmara de flujo laminar o en un lugar aislado que nos permita
mantener las condiciones de asepsia. De esta forma aumenta el nimero de plantas en cada
repique o division de las plantas.

El numero de plantas que se obtiene dependera de la especie vegetal y de las condiciones
del medio de cultivo. El numero de plantas que se obtiene por la via de Ia
micropropagacion permite alcanzar incrementos exponenciales, considerando que todos los
factores que afectan el crecimiento hayan sido optimizados.

Figura 4. Multiplicacion de los brotes.
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FASE 4:

Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantos (Figura 5)

Para enraizar los explantes se utilizan principalmente plantines individuales de un tamafo
aproximado de 2 cm. Los brotes obtenidos durante la fase de multiplicacion se transfieren
a un medio libre de reguladores de crecimiento o que solo contenga hormonas del tipo
auxinas. Algunas especies de plantas no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices en
el mismo medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto el proceso de
multiplicacion y enraizamiento transcurren en forma simultanea.

Figura 5. Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantos.

FASE 5:
Aclimatacion de los explantos enraizados (Figura 6)

Los explantes recién enraizados son muy sensibles a los cambios ambientales, de manera
que el éxito o el fracaso de todo el proceso dependen de la aclimatacion. En esta etapa las
plantas sufrirdn cambios de diferente tipo que permitiran la adaptacion de las mismas a
vivir en condiciones naturales. En el momento en que se extraen los explantes o plantines
enraizados de los frascos, estan poco adaptados a crecer en un invernaculo, ya que estos
explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy elevada y
generalmente tienen estomas (estructuras responsables de regular la transpiracion y pérdida
de agua en la planta) que no son completamente funcionales frente a descensos de la
humedad relativa, y por lo tanto demasiado lentos para evitar la desecacion del explante.
Por otra parte, crecer en ambientes tan humedos también suele implicar la falta de una
cuticula con cera bien desarrollada, que representa la barrera fisica para evitar la pérdida de
agua a lo largo de toda la superficie de la planta (Figura 7).

Figura 6. Aclimatacion de los explantos enraizados.
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Proceso de micropropagacion diferenciamos varias fases o etapas

===
CION

MULTIPLICACION

Establecimiento de la propagacion de especies leiiosas, fruticola y herbdcea

Figura 7. Marcha analitica para el establecimiento de la propagacion de especies lefiosas,
fruticola y herbacea
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La siguiente lista presenta una comparacion de las caracteristicas de una planta en
condiciones de laboratorio (in vitro) respecto a una planta en condiciones naturales (in
Vivo):

In vitro

— No realiza fotosintesis

— Crecimiento en condiciones controladas
— Crecimiento en condiciones de asepsia
— Alta humedad relativa

— Estomas no funcionales

— Ausencia de pelos radiculares

— Ausencia de cera en la cuticula

In vivo

— Realiza fotosintesis

— Crecimiento en condiciones no controladas

— Exposicion a los patdgenos y gérmenes del ambiente
— Humedad relativa variable ¢« Estomas funcionales

— Presencia de pelos radiculares

— Presencia de cera en la cuticula

Los plantines enraizados, deben ser aclimatados a las condiciones de humedad del
invernadero disminuyendo progresivamente la humedad relativa e incrementando
progresivamente la intensidad de luz. Estos plantines se plantardn en contenedores
(almacigueras) cubiertos por un pléastico, para mantener la humedad relativa elevada. La
eleccion de un sustrato con buenas caracteristicas fisicas, es clave para el éxito de esta
etapa. Para el trasplante, elegimos un sustrato suelto, poroso, con mezcla de arena turba,
cascara de arroz quemado, para permitir un desarrollo y crecimiento de raices muy rapido.
Las mezclas son diferentes y muy variadas de acuerdo a la especie con la que estamos
trabajando.

Luego de retirar cuidadosamente el agar de las raices para evitar dafiarlas, los plantines se
enjuagan y se colocan en almacigueras con la mezcla de sustratos seleccionada y cubiertos
con nylon. Todos los dias se debe controlar el nivel de humedad en las almacigueras. Si es
necesario, se aplica un riego con una pulverizadora manual, para mantener un ambiente
himedo a nivel del sustrato. A los 15 dias del trasplante, se puede comenzar a levantar la
cobertura de nylon en las horas de menor calor (temprano en la mafiana o en la ultima hora
de la tarde). Al comienzo las plantas se dejan media hora por dia destapadas. A la semana
siguiente se dejan destapadas durante una hora. Al mes del trasplante, se dejan tapadas
durante la noche y si hay crecimiento de nuevas hojas, las plantas pueden permanecer
destapadas. Las condiciones del cultivo in vitro, generan cambios en algunos aspectos
anatomicos y fisioldgicos de las plantas, por esta causa, durante la aclimatacion, los
cambios deben ser muy graduales, para minimizar el estrés y tener mayor tasa de
sobrevivencia.

Propagacion de especies lefiosas

El empleo de clones en programas de reforestacion genera al menos un 10 % de incremento
en ganancia genética en relacion con el empleo de plantas regeneradas por semillas de
arboles selectos. Sin embargo, la maxima ganancia genética puede ser obtenida mediante el
empleo conjunto de propagacion sexual y agdmica. La reproduccion sexual es importante
para la introduccion de genes nuevos, prevenir los efectos de la endogamia y el
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mejoramiento de caracteristicas controladas por efectos aditivos de genes. La reproduccion
asexual, por otro lado, permite la multiplicacion de individuos o grupos de individuos
seleccionados de una poblacion élite, que exhiben una significativa ganancia genética
debida a efectos no aditivos de genes. Tradicionalmente, las especies forestales fueron
propagadas vegetativamente mediante el enraizamiento de estacas, de braquiblastos en
coniferas, asi como también por injertos. La propagacion por estacas de Cryptomeria
japonica (kiri), Populus (4lamo) y Salix (sauce) ha sido llevada a cabo durante siglos en
Asia y Europa. Sin embargo, para la mayoria de los arboles propagados por estacas se
observa una rapida pérdida de capacidad de rizogénesis al aumentar la edad de la planta
donante de las estacas. En este sentido, una de las principales ventajas de la
micropropagacion es la capacidad potencial de desarrollar protocolos de multiplicacion
optimizados para multiplicar arboles adultos que han demostrado ser fenotipicamente
superiores.

Métodos de micropropagacion

Los trabajos pioneros en el cultivo de tejidos cambiales de especies forestales condujeron,
en el afio 1940, a la formacion de yemas adventicias en Ulmus campestris. Durante la
década del 40 se publicaron logros adicionales en la produccion separada de vastagos y
raices en especies latifoliadas. En 1950 se publicé por primera vez la obtencion de
organogénesis en coniferas, con la formaciéon de vastagos a partir de callos de Sequoia
sempervirens. En la década 1970-80 se obtuvieron las primeras plantas de alamo (Populus
tremuloides) y Pinus palustris. En ambos casos la formacion de plantulas se logré via
organogénesis. Luego del afio 1975 la micropropagacion de especies latifoliadas se realizd
a través de la regeneracion indirecta, pasando por una etapa de callo. Actualmente, la
multiplicacion in vitro de coniferas y latifoliadas se logra a través de tres vias, 1) brotacion
de yemas adventicias, 2) produccion de yemas adventicias y 3) embriogénesis somatica. La
brotacion de yemas adventicias emplea apices de vastagos, yemas laterales y microestacas.
Es el principal método utilizado para especies latifoliadas. En las coniferas, la elongacion
de las yemas axilares a partir de braquiblastos de plantas adultas no ha sido muy exitosa.
En latifoliadas de clima templado los mejores explantos los constituyen las yemas y
vastagos en activo crecimiento mas que las yemas en estado de dormicion. Los vastagos se
colectan en primavera y a principios del verano a fin de obtener material con reducido nivel
de contaminacion. Alternativamente, las yemas en dormiciéon pueden ser colectadas y
brotadas en condiciones ambientales controladas. Para la induccion de vastagos, tanto en
gimnospermas como en angiospermas, se requiere el empleo de citocininas. Las mas
usadas son la N6-benciladenina (BA) y el tidiazuron (TDZ).

Los medios basales més usados para angiospermas son el MS (Murashige y Skoog, 1962) o
el WPM (Lloyd y Mccown 1980). Para el caso de gimnospermas, el empleo de medios
reducidos en sales minerales y baja cantidad de nitrogeno resulta mucho mejor que el
empleo de un medio altamente salino y nitrogenado como el MS. La inducciéon de yemas
adventicias es el método mas empleado para gimnospermas y angiospermas. En este caso,
las yemas se inducen directamente sobre el explanto en general sin previo pasaje por una
etapa de callo.

En general, cuanto mas joven es el tejido, tanto mayor es la respuesta a los tratamientos que
conducen a la organogénesis de novo. Los explantos mas frecuentes son embriones
cigdticos maduros, seguidos de cotiledones y epicotilos de plantulas. Generalmente se
utiliza BA a concentraciones mayores o iguales a 5 ppm como Unica fuente de induccién o
en combinacion con otras citocininas. La adicion de auxinas puede ser beneficiosa, aunque
en coniferas se ha encontrado que promueve la formacion de callo y reduce el proceso de
organogénesis. En algunos casos, como en Populus spp., la formacion de yemas
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adventicias se logra a partir de un callo originado a partir de tejido cambial. El método
llamado multiplicacion mediante nddulos meristematicos es un método también utilizado
para pino radiata y dlamo. En este caso se obtiene basicamente un tejido meristematico (no
un verdadero callo) usando relaciones altas de auxina/citocinina para luego inducir la
produccion de vastagos. La disponibilidad de protocolos via embriogénesis somadtica para
especies forestales es aun limitada. En las angiospermas los primeros embriones somaticos
se obtuvieron de Santalum album, donde sin embargo, no fue posible la obtencion de
plantas completas. Veinte afios después pudieron lograrse plantas completas de abeto
(Picea abies), una gimnosperma.

En las gimnospermas los mayores éxitos se lograron empleando como explantos
embriones cigdticos maduros e inmaduros. En la mayoria de los casos los embriones se
originan en forma indirecta a partir de callos embriogénicos o bien, directamente, desde el
explanto. En las coniferas puede ocurrir un proceso de poliembrionia, previa formacion de
callo que conduce a una alta tasa de multiplicacion inicial. En general, los medios de
cultivo mas efectivos para estos fines contienen elevados niveles de sales y suministran
nitrogeno tanto como NH4+ y NO3-. Las auxinas mas comunmente empleadas en el
medio de induccion son el 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) y el ANA (4&cido
naftalenacético), en concentraciones mayores de 2 uM. En algunos casos es necesario
ademas el empleo de alguna citocinina, generalmente en concentraciones mayores a 1M
sisetrata de BAy entre 0.1-1 M en el caso del TDZ.

Condiciones de cultivo

Los explantos jovenes de especies lefiosas, particularmente angiospermas, a menudo
secretan al medio de cultivo polifenoles oxidados, visibles como pigmentos marrones y/o
negros. Se observa también que en los explantos de arboles adultos el problema se acentua.
Por ello se recomienda el empleo de explantos primarios juveniles. Los tipos de explantos
mas utilizados para el establecimiento in vitro son los segmentos nodales de explantos
juveniles, las yemas axilares obtenidas por rejuvenecimiento de plantas adultas, y los
embriones cigéticos y plantulas obtenidas de semillas de origen sexual. La desinfeccion de
los mismos se logra mediante inmersion en etanol al 70 % (1 a 2 minutos) seguido de una
solucion de lavandina comercial conteniendo de 0.8 a 2.4 % de hipoclorito de sodio durante
5-30 minutos. En la mayoria de los casos se emplean agentes tensos activos, tales como
Tritén O y Tween200, adicionados en la solucién de lavandina. En todos los casos los
explantos son lavados finalmente varias veces con agua destilada estéril. Los medios
basales mas empleados son el MS, formulado por Murashige y Skoog (1962), diluido a la
mitad o a un cuarto de su formulacion original o el WPM, formulado por Lloyd y McCown
(1981). Como medios de multiplicaciéon se emplean ademds el BTM (broadleaved tree
medium, Chalupa 1983) y el medio de Périnet y Lalonde (1983). Los reguladores de
crecimiento mas utilizados son el dcido naftale-nacético (ANA) y la benciladenina (BA).
También han sido efectivas auxinas como el &cido indol-butirico (IBA) y el acido 2.,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y citocininas como la 2- isopentil amino purina (2iP), cinetina
(CIN), zeatina (Z) y tidiazurén (TDZ). En general, los cultivos se incuban a 27+2° C con 14
horas de fotoperiodo e intensidades lumi-nicas moderadas. En la Figura 8 se muestran las
etapas de la micropropagacion de plantas de paraiso gigante, Melia azedarach var. gigantea
L. (Olmos et al. 2002).



Figura 8. Etapas de la micropropagaciéon en plantas de paraiso gigante, Melia
azedarach var. gigantea L. (Olmos et al. 2002): A) Huerto semillero de paraiso
gigante con ejemplares de seis afios de edad, provincia de Misiones, Danzer Forestacion
S.A. Las semillas de los genotipos seleccionados fueron empleadas para generar una
poblacién de plantas donantes de explantos. B) Etapa 0, Preparacion del material vegetal:
plantas de origen sexual de 6 meses de edad crecidas en condiciones de invernadero y
utilizadas como donantes de meristemas. C) Etapa 1: Establecimiento del cultivo: vastagos
desarrollados a partir de meristemas luego de 30 dias sobre medio de establecimiento
(Medio basal de Murashige y Skoog, 1962 (MS) suplementado con 2,22 M 6-bencil
amino-purina (BAP) + 0,29 M acido giberélico (GA) + 0,25 M 4cido 3-indolbutirico
(IBA). D) Etapa de Multiplicacion: vastagos luego de 30 dias sobre medio de
multiplicacion (medio MS suplementado con 2,22 M BAP, estos vastagos fueron
empleados como explantos para los subcultivos siguientes o para pasar a la etapa de
enraizamiento. E) Explantos provenientes de la etapa de multiplicacion con problemas de
vitrificacion y presencia de callo. En estos casos, el medio de multiplicacién para los
cultivos subsiguientes fue modificado reduciendo la concentraciéon de BAP a 0,44 M. F)
Viastago enraizado en medio de MS con la concentracion salina reducida a la mitad,
suplementado con 9,89 M IBA durante 2 dias, seguido por el subcultivo en medio
basal durante 30 dias hasta estar listo para pasar a la etapa de aclimatacion.

Problemas asociados a la micropropagacion de especies lefiosas

Es mucho mas dificil propagar material adulto que juvenil ya que los primeros son
recalcitrantes, es decir, dificiles de regenerar. Sin embargo, aun en estos casos es
posible extraer explantos de mayor capacidad regenerativa mediante dos formas: 1)
seleccionando los tejidos més juveniles dentro de un arbol o 2) induciendo el
rejuvenecimiento del arbol donante antes de aislar los explantos. Para seleccionar el
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material mas juvenil en una planta adulta hay que considerar el fendémeno de topofisis.
Este es un proceso por el cual el tipo de crecimiento de un nuevo individuo estéd
determinado por la posicidn que ocupaba en la planta adulta. Esto es ocasionado por
efecto del envejecimiento fisiolégico e implica que los explantos mas reactivos in vitro
se encuentran en las yemas de las areas basales del tronco y raices. A su vez, el
rejuvenecimiento es un proceso de reversion temporaria de las caracteristicas adultas
que permite lograr material vegetal en estado de juvenilidad. En general, a fin de
contrarrestar los efectos debidos a la topofisis, se recomienda emplear tejidos juveniles
y un tamafio de explanto muy pequeio. La juvenilidad puede lograrse por dos métodos.
En primer lugar, mediante el empleo de drganos juveniles separados de plantas adultas,
la utilizacidon de estacas enraizadas o bien de brotes epicormicos. En segundo lugar,
mediante el rejuvenecimiento de partes adultas, la iniciacion de yemas adventicias y
embriones (en este caso se logra un rejuvenecimiento total por el inicio de un nuevo
ciclo ontogénico), del injerto de yemas adultas sobre pies juveniles, de tratamientos con
reguladores de crecimiento (como citocininas como el BA), por la poda severa
(recepado de arboles adultos) y a través del cultivo in vitro de meristemas.

Tanto los atributos de supervivencia a campo, como la tasa de crecimiento, el
plagiotropismo y la susceptibilidad a enfermedades de las plantas, tienen una
correlacion directa con la calidad de los vastagos durante el cultivo in vitro. Un
problema crucial a resolver en cada sistema de propagacion es la calidad diferencial de
las raices de las plantas regeneradas en relacion con aquellas obtenidas por semillas. Por
ejemplo, las plantas regeneradas de Pinus elliotti suelen tener una raiz principal no
ramificada y gruesa. En cambio, las plantas obtenidas a través de semillas tienen raices
mas delgadas y de mayor crecimiento lateral que permiten comparativamente un mejor
anclaje y una mayor resistencia a los vientos.

Propagacion de especies herbaceas

La micropropagacion de especies herbaceas esta orientada a proveer material libre de
patogenos, propagar material seleccionado por su mayor rendimiento o por su mayor
resistencia a enfermedades y estreses ambientales, conservar la diversidad especifica en
bancos de germoplasma, obtener material para estudios fisioldgicos y genéticos y sentar
las bases para la aplicacion de técnicas de ingenieria genética.

Existe una gran variedad de protocolos, desarrollados en funcion de la especie y de los
objetivos de la propagacion. Existen protocolos generales para monocotiledéneas como
en el caso ciertos cereales (trigo, maiz, cebada, avena, arroz), pasturas (pasto bermuda,
festuca alta, raigrds, pasto llorén) y horticolas (cebolla, ajo, puerro); protocolos
generales para dicotiledoneas que incluyen especies horticolas (tomate, papa, pimiento
y zanahoria) y leguminosas forrajeras (alfalfa, mani, trébol blanco) y protocolos para
especies modelo como Arabidopsis y tabaco. En todos los casos, las formas de
propagacion son las mismas. Se emplean vias de regeneracion por formacion de yemas
axilares, yemas adventicias y embriogénesis somatica. En los dos primeros casos, el
sistema de propagacion a través de la organogénesis directa asegura la estabilidad
genética de las plantas regeneradas y se emplean cuando el objetivo es la propagacion
clonal a gran escala. La embriogénesis u organogénesis indirecta, con formacion de
callo, se emplea en cambio para generar variabilidad en programas de mejoramiento.

En el caso de ajo y cebolla, por ejemplo, las etapas de la micropropagacion incluyen
tanto la multiplicacion de yemas axilares por el cultivo de meristemas, la formacion
directa de yemas adventicias en explantos obtenidos a partir de placas basales o
umbelas inmaduras y la formacidon indirecta de yemas adventicias y/o embriones
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somaticos obtenidos a partir de callos que provienen de distintos tipos de explantos
(meristemas, brotes, placa basal ¢ raices). En el caso de alfalfa y otras leguminosas
como soja y mani, la micropropagacion es llevada a cabo por la via de la embriogénesis
somatica, donde los embriones se obtienen utilizando tejidos juveniles (embriones,
cotiledones y peciolos) como explantos. En algunos casos como pasto lloron
(Eragrostis curvula) es posible la regeneracion de plantas mediante embriogénesis,
organogénesis y regeneracion directa a partir de los explantos

Manejo del material trasplantado

Para el trasplante se debe lavar y desinfectar la raiz de la planta para evitar que se
propaguen hongos por residuos del medio de cultivo.

A veces se recomienda en alguna plantas realizar el corte de raices y que sean estas
trasplantadas utilizando enraizador (hormonas de crecimiento radicular).

Se recomienda la seguir el siguiente manejo:

Factor de manejo Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4

Luz 80% sombra 60% sombra  30% sombra 30% sombra

H.R. Alta uso de camara Disminuir Evitar la
nebulizadores ~ hiimeda paulatinamente  nebulizacion,

la nebulizacion  Se eliminan las
bolsas.

Riego (agua Agregar Evitar la Evitar la Evitar la
soluciéon MS al solucion solucién MS soluciéon MS.
50% en el MS.
riego

Sustrato Peat-mos aireacion drenaje, etc.

Trasplante y adaptacion bajo condiciones de invernadero

Después de la fase de aclimatacion las plantitas son trasplantadas en bolsas de polietileno
con sustrato adecuado que permite el buen desarrollo de las plantas. Este proceso dura de 7
a 9 meses, después de este periodo esta listas para ser sembradas en campo definitivo.

Metodos de propagacion vegetal (ex vitro)

La propagacion vegetativa constituye un conjunto de técnicas agronomicas utilizadas
desde hace mucho tiempo y se considera un método de reproduccion asexual en vegetales.

Tipos de Propagacion

Se indican dos tipos de propagacion de plantas que se observan en la naturaleza: sexual o
gamica y asexual o agamica, en las cuales se puede lograr una diversidad de técnicas de
siembra dependiendo del tipo de especie que se vaya a propagar.

Propagacion Asexual

También conocida como propagacion indirecta o agamica. Se efectiia con partes de una
planta, provista de yemas y con capacidad de enraizamiento para originar nuevos
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individuos o insertando dichas yemas a otras plantas afin y capaces de soldar sus
tejidos para proseguir su desarrollo normal. De esta manera puede asegurarse la
plena transmisiéon de los caracteres fijos de una variedad vegetal (Saenz y Séachez
1993).

Este tipo de propagacion consiste en la reproduccion de individuos a partir de
porciones vegetativas de las plantas cuyos organos vegetales tienen la capacidad de
regenerarse (Chamba 2002). La propagacion asexual o vegetativa es la reproduccion de
las plantas sin intervencion de las semillas; y la procedencia de las plantas no es otra
cosa que la propagacion de esta (Cuculiza 1985).

La propagacion vegetativa o clonaciéon se define como la reproduccion de una
planta a partir de una célula, un tejido, un Organo (raices, tallos, ramas,
hojas). En teoria, cualquier parte de una planta puede dar origen a otra de
iguales caracteristicas, segin sean las condiciones de crecimiento como luz,
temperatura, nutrientes, sanidad, etc. (Rojas et al. 2004)

Propagacion Sexual

Algunos autores afirman que la reproduccion sexual de los arboles, donde la semilla
es el medio principal, constituye el método mas importante por cuanto se producen
plantas mas vigorosas, adaptables y sanas. El método segun estos autores, presenta
una serie de eventos de tipo bioldgico cuya comprension y entendimiento permiten
establecer los procedimientos a seguirse en el campo silvicultural, sobre todo en el
manejo de semillas.

La reproduccion sexual en los arboles aporta diversidad genética a la poblacion, que
favorece a los individuos forestales para su adaptacion futura a condiciones ambientales
cambiantes.

El uso de semillas es la forma méas comun de propagacion forestal. Generalmente la
propagacion de plantas por medio de semillas se caracteriza por: a) permite almacenar el
material reproductivo para tener disponibilidad en época apropiada, b) permite producir
grandes cantidades de material plantable, ¢) o se requiere de personal especializado
para la produccion.

La propagacion vegetativa se justifica en casos de:
1. Establecer huertos semilleros.

2. Establecer bancos clonales, donde se efectian trabajos de polinizacion dirigida, por la
facilidad de tener flores a poca altura.

3. Propagar especies amenazadas de extincidon, que no tienen capacidad de producir
semillas.

4. Conservacion del germoplasma amenazado a desaparecer.
Propagar plantas seleccionadas a gran escala. Su utilidad depende entre otros factores de:

— Facilidad de manipulacion de las especies: muchas son dificiles de propagar
vegetativamente, mientras que otras son muy faciles.

— Control del desarrollo de las partes propagadas: En algunos casos se presenta el
fenomeno de la TOPOFISIS, es decir el desarrollo de la parte propagada, es
influenciada por la parte del arbol de donde proviene.

A través de la propagacion de estacas se pueden iniciar muchas plantas en un espacio
limitado, partiendo de unas pocas plantas madres, este es un método poco costoso,
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rapido y sencillo; puesto que no necesita de técnicas especiales a emplear.

Ademas, lo importante de este tipo de propagacion es la homogeneidad de las
nuevas plantas obtenidas, no se presentan problemas de incompatibilidades en la
propagacion, y se conservan las caracteristicas genéticas .

Fases del ciclo asexual

El ciclo asexual se inicia desde que se separa una porcion de la planta y se regenera de
ella una nueva planta. Cualquier parte de una planta, en cualquier fase de su ciclo, puede
escogerse como material inicial.

— Fase vegetativa: Comprende el crecimiento de la planta por alargamiento de raices,
tallos, ramas y hojas. Las plantas de este tipo, cuando llegan a su fase adulta,
responden con facilidad a los estimulos de floracion.

— Fase reproductiva: Finaliza el crecimiento de los tallos y raices y los puntos de
crecimiento se diferencian en yemas florales, que finalmente producen flores, frutos
y semillas

Propagacion por estacas

En la propagacion por estacas, una parte del tallo, de la raiz o de la hoja se separa de la
planta madre, se coloca bajo condiciones ambientales favorables y se le induce a
formar raices y tallos, produciendo asi una nueva planta independiente, que en la mayoria
de los casos es idéntica a la planta de la cual procede.

La propagacién por estacas consiste en cortar brotes, ramas o raices de la planta,
las cuales se colocan en una cama enraizadora, con el fin de lograr la emision de raices y
brotacion de la parte aérea, hasta obtener una nueva planta (Rojas et al. 2004) .

Seleccion del material de propagacion
Condicion fisiologica de la planta madre:

El vigor de la planta madre, ejerce una gran influencia en el desarrollo radicular de las
estacas hijas, porque estas plantas contienen abundante carbohidratos.

Plantas pobres en carbohidratos, son suaves y flexibles, mientras que las ricas son firmes
y rigidas. El contenido de carbohidratos se puede determinar mediante la prueba de yodo,
sumergiendo el extremo de las estacas por un tiempo de 2 min en una solucion de 0.2% de
yoduro de potasio. En especies dificiles de enraizar, se puede emplear diversos
tratamientos para alterar las condiciones fisiologicas y/o nutricionales de la planta madre.

La planta donante debe ser fertilizada con regularidad y mantener por lo menos
una rama con hojas que pueda continuar fotosintetizando y que de esta manera sirva
como brote alimentador para la planta donante. En lo posible la planta donante debe
mantenerse en la sombra, al menos por unas semanas, evitando el estrés hidrico, lo
cual favorecera el futuro enraizamiento de las estacas.

Edad de la planta madre

Las estacas tomadas de plantas jovenes (Fase de crecimiento juvenil), enraizan con mayor
facilidad que aquellas tomadas de plantas viejas (Fase de crecimiento adulto). Los
tratamientos para mantener la fase juvenil, sera de mucho valor para evitar la declinacion
del potencial de enraizamiento de la planta madre.

La relacion entre el estado juvenil y el enraizamiento puede explicarse a que la
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produccion de inhibidores se incrementa a medida que la planta aumenta en edad. Las
estacas de tallos jovenes de varias especies de eucaliptos enraizan con facilidad, pero a
medida que las plantas madres envejecen el enraizamiento disminuye considerablemente.

En especies dificiles de enraizar, resulta util inducir el rejuvenecimiento en plantas
adultas, podando las plantas madres, injertando formas adultas sobre formas
juveniles, aplicaciones de giberelinas.

Propagacion vegetativa

La propagacién vegetativa con la utilizacion de hormona enraizante es una de las
técnicas que ha demostrado gran utilidad, en la propagacion agédmica de plantas
lefiosas, por la uniformidad que presentan sus plantas. Ademas como ventajas de la
propagacion clonal se cita que se puede propagar en periodos de tiempos
relativamente cortos en comparacion con el método magico y ademas no se necesitan
grandes cantidades de individuos para tomar las yemas puesto que se parte de arboles
seleccionados (Montequis 1998, Ramos 2000). Esta via puede ser una alternativa vélida
para reproducir genotipos en peligro de extincion.

La propagacion vegetativa de arboles forestales es ventajosa puesto que captura en su
totalidad lo genético y produce répidos resultados con mejoramiento en los rasgos,
aditivos y no aditivos. Es una forma de multiplicar fuentes seleccionadas de semillas.

En la multiplicacion por estacas solo es necesario que un sistema de raices
adventicias se desarrolle, ya que la estaca posee yemas latentes, con aptitud potencial para
desarrollar nuevos vastagos.

Reguladores de Crecimiento

Went y Timan citado por (Bidwell 1979), definieron a las hormonas de crecimiento como
sustancias que siendo parte de un organismo son transferidos a otro y en esta influyen un
proceso fisiologico especifico. Asi pues, en las plantas se desarrollo en un alto grado el
principio de la regulacion hormonal. La integracion de las actividades de unos
organos con las de otros se realiza en gran parte gracias a la sintesis, transporte y
utilizacion de mensajeros quimicos particulares y especificos que son las hormonas del
crecimiento.

Fitohormonas

Llamadas también hormonas vegetales, son sustancias naturales que se forman en
diversos tejidos u 6rganos de las plantas y luego son transportadas por la sabia a otros
tejidos u arganos del propio vegetal, donde en pequefias cantidades cumplen una funcion
importante, ya sea acelerando o retardando el efecto de algin estimulo fisico - quimico.
Hay hormonas vegetales que promueven o favorecen el desarrollo bésico de los cultivos,
tales como las auxinas, giberalinas, citoquininas y también el etileno, igualmente se
encuentran otras que retrasan o inhiben ciertas funciones, como la abcisina y los
inhibidores fenolicos terpénicos.

Auxinas

Las auxinas son un grupo de fitohormonas que funcionan como reguladoras del
crecimiento vegetal. Esencialmente provocan la elongacion de las células. Se sintetizan en
las regiones meristematicas del apice de los tallos y se desplazan desde alli hacia otras
zonas de la planta, principalmente hacia la base, estableciéndose asi un gradiente de
concentracion. Este movimiento se realiza a través del parénquima que rodea a los haces
vasculares.
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Las auxinas en efecto intervienen en el control de crecimiento del tallo y de la raiz, en la
inhibicion de las yemas laterales, en la abscision de las hojas y de los frutos, en el
crecimiento de estos y en una veintena de actividades fisiologicas vegetales. Las
sustancias mas utilizadas para estimular el crecimiento radicular de brotes son el Acido
Indol Butirico AIB y el Acido Naftalen Acético ANA, segun Valarezo (1984), citado por
(Garcia 2008).

Se conoce que la mayor parte o la totalidad de la actividad fisiologica de las plantas esta
determinada por los reguladores de crecimiento vegetal, las auxinas (del griego auxein,
crecer). Estas auxinas se encuentran en muchisimas especies vegetales, principalmente en
las plantas superiores de forma natural. Las concentraciones mas altas de auxinas se
encuentran en los dpices de crecimiento, sin embargo, se pueden encontrar ampliamente
distribuidas por toda la planta.

Las pruebas que se han realizado indican que las auxinas son transportadas dentro de las
raices, desde la base hasta el apice radical, esto es en direccion basipetala, hecho
confirmado en raices de muchas especies forestales (Torrey 1976). La hormona es
transportada hacia abajo por un mecanismo especial denominado sistema de transporte
polar. El 4cido indolbutirico se mueve a través de los tejidos estrictamente en direccion
basal, sin importar orientacion, influencia externa de luz y gravedad.

Por otra parte, es conocido que de acuerdo a las reservas alimenticias que tiene la raiz y la
acumulacién de AIB, se dispondra en mayor o menor grado la brotacion de raices y el
crecimiento de planta. Cuando se elabora la pseudoestaca se realiza una poda de raices y
hojas que permiten el trasplante de estas al lugar definitivo. De alli que es importante
conocer el efecto del AIB en la produccion de raices que definird el éxito en el
crecimiento de las unidades experimentales.

El efecto de las auxinas en las raices ha resultado ser de gran valor horticola en la
propagacion de plantas por estacas. El tratamiento de estas en la €poca de su preparacion
con auxinas del tipo AIB (Acido Indolbutirico), es ahora una practica generalizada, con
ella se aumenta tanto el nimero de raices formadas, asi como el porcentaje de brotes. Se
incrementa asi mismo el vigor y el rendimiento total de la descendencia obtenida por
métodos vegetativos.

Existen varias auxinas llamadas naturales, que incluyen acido indol acético, indol-3-
acetonitrilo, carboxialdehido, acetaldehido, entre otros grupos hormonales. De esta la mas
empleada es el AIA (4cido indol acético), pero existen otras hormonas sintéticas que
cumplen con los mismos propdsitos y son de mas facil obtencion.

También se utiliza ampliamente en un buen nimero de sustancias que provocan un efecto
fisiologico similar y que se han producido sintéticamente; son las llamadas auxinas
sintéticas, entre las cuales el 2,4 D, el ANA (4cido indol acético) y el AIB (4cido
indolbutirico), se encuentra ampliamente disponible y se utiliza normalmente.

En la practica, el uso de las auxinas es un arte. No es posible establecer una concentracion
particular de las auxinas que se debe utilizar en un solo caso. Sin embargo, en particular
se utiliza el ANA en concentraciones que varian de 0.001 a 10 mm por litro, con un punto
optimo que va desde 1 a 5 mg/L. El AIB generalmente se utiliza en concentraciones
levemente mayores de 1 a 10 mg/L (Rocay Mroginski 1991). El papel central de las
auxinas es el desencadenamiento hormonal de la rizogénesis, que viene sugerido a la vez
por las aplicaciones de auxinas exdgenas y por las dosificaciones de la hormona.
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Citoquininas

Las citoquininas son el grupo de hormonas vegetales menos conocidas, la falta de éxitos
en este campo se debe principalmente a la imposibilidad de realizar estudios genéticos ya
que por el momento no se han obtenido mutantes con defectos en la biosintesis de
citoquininas.

Las citoquininas son sustancias que promueven la division celular y ejercen otras
funciones reguladoras del desarrollo de las plantas de forma similar a las quinetinas. En
las plantas, la citoquininas se encuentra como bases libres. Por el momento se desconoce
el mecanismo de accion de la citoquininas, aunque se asume que la unioén a un receptor
especifico, ain no esta totalmente caracterizado (Joaquin y Bieto 1982).

Enraizamiento

Wise y Calwell (1992), fueron los primeros en concluir que la capacidad para formar
raices y las estacas de tallo, declina rapidamente después de los tres afios de edad de la
planta. Ellos probaron 21 especies, entre éstas siete coniferas incluyendo cuatro de pinos;
los cuales incluso en aquel tiempo fueron considerados muy dificiles de propagar por
estacas. Con un afio de edad estos pinos enraizaron razonablemente bien (46 — 98%), y
muy pobremente dos afios después (0 - 12%). Los mismos autores afirman que el
enraizamiento estd mas relacionado con la fase de estaca lignificada que con la edad de la
planta donante, por tanto la capacidad de enraizamiento varia con la posicion de la estaca
en el arbol. El medio de enraizamiento se obtiene con arena gruesa, grava fina o tierra de
sembrado, debe estar desinfectado, humedo y bien aireado. Su capacidad de
retencion es baja y puede mejorar adicionando aserrin.

Los esquejes de diversas especies de plantas enraizan con facilidad en gran variedad de
medios, pero en las plantas de dificil enraizamiento el sustrato influye en el porcentaje de
enraizamiento y en la calidad de las raices (Hartmann y Kester 2002).

Se manifiesta que el mejor sustrato lo constituye la arena, y la edad 6ptima de los brotes
para el proceso de propagacion vegetativa es de 45 dias. Recomiendan utilizar arena como
sustrato en la propagacion de especies forestales, que facilita el drenaje, ya que el
exceso de agua alrededor de la base de las estacas o brotes obstruyen el paso del oxigeno
para el desarrollo de las raices iniciales (Pettao 2007).

Preparacion de las concentraciones hormonales de AIB
Se utilizan los siguientes materiales:

— Hormona acido indol 3 butirico (AIB).

— Talco industrial.

— Balanza de precision.

— Alcohol potable.

— Matraz Erlenmeyer de 100 y 250 ml.

— Estufa.

— Espatula, agitador de cristal, colador y frascos de 100 ml
con tapa rosca

Antes de iniciar la preparacion de las distintas concentraciones hormonales de AIB, se
debe calcular los pesos exactos de cada concentracion hormonal a preparar mediante una
regla de tres simple (Figura 9).
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Figura 9. Hormonas para preparacion.

Una vez que obtenidos los pesos exactos, se continia con el proceso de la
preparacion:

1. En una balanza de precision se pesa el talco industrial, el cual se utiliza unos
25g. El talco se tamiza utilizando un colador pequefio y se lo deja reposando
en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, para su posterior uso.

2. Se realiza el pesado de cada concentracion hormonal y se la diluye en un matraz
Erlenmeyer de 100 mL, utilizando 3 mL de alcohol, quedando lista para ser
utilizada.

3. Luego se procede a verter la hormona al talco que estaba en reposo en el matraz
de 250 mL, agregando 15 mL de alcohol y agitando constantemente por varios
minutos hasta revolver bien, consiguiendo asi una pasta uniforme y
quedando lista para ser secadas.

4. Las distintas concentraciones hormonales fueron llevadas en su respectivo matraz
a la estufa y permanecen dentro de ella por un espacio de 6 horas a una
temperatura de 40°C.

5. Luego de las 6 horas se procede a sacar los matraces de la estufa, a los cuales ya
se le habia evaporado el alcohol quedando nuevamente el talco en su estado
natural pero con la diferencia de que en cada matraz tiene una concentracion de
hormona preparada.

6. Se procede a retirar la hormona de los matraces y se las deja reposando en un
frasco con tapa rosca de 100 mL, quedando asi lista parara su utilizacion.

Conclusiones

La biotecnologia vegetal permite la transferencia selectiva de una mayor variedad de
informacion genética de una forma precisa y controlada mediante la utilizacion de técnicas
que permiten desarrollar variedades con caracteres especificos deseables y sin incorporar
los que no lo son.

Las caracteristicas desarrolladas en las nuevas variedades protegen a las plantas de
insectos, enfermedades, malas hierbas, etc.; e incorporar mejoras en la calidad, aumento del
valor nutritivo, lo que conlleva a producir en abundancia, saludable y proteger el medio
ambiente. En el cultivo de tejidos las separaciones de explante y las operaciones
relacionadas con su incubacién in vitro, depende en gran medida del tipo de explante y del
sistema de cultivo empleada; por lo cual las técnicas que se empleen, no son exactamente
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las mismas para meristemos. Los cultivos en vitro requieren técnicas heterogéneas donde
los explante requieren condiciones contraladas y asépticas.

Las técnicas de la manipulacion genética son importantes en el contexto general de la
agricultura moderna; donde la biotecnologia agricola conecta aéreas como: Biologia
Molecular y Celular con practicas agricolas tradicionales produciendo nuevas variedades
de plantas y técnicas de multiplicacion que se utilizaran a futuro.

Laboratorio de cultivo de tejidos del centro de biotecnologia de la Universidad
Estatal del Sur de Manabi (UNESUM)

Desde el afio 2011, el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del centro de Biotecnologia de la
UNESUM, localizado en el Campus los Angeles, ha estado trabajando en el ajuste de
sistemas de multiplicacion in vitro para diversas especies. El objetivo de estos trabajos de
investigacion es incorporar la micropropagacion, como herramienta a los programas de
mejora genética de UNESUM, en diferentes especies para acelerar y optimizar los
procesos de evaluaciéon a campo. Las especies vegetales estudiadas han sido: citricos,
especies aromaticas, especies de platano, banano, café, especies forestales y otras

A través de la propagacion in vitro se ha podido disponer de material vegetal en diversas
especies para su evaluacion rapida. En especie como Cordia alliodora, esta técnica esta
incorporada al esquema de seleccion y propagacion del programa nacional forestal, La
multiplicacion in vitro, permite la obtencion de material con condiciones de sanidad
superiores a los obtenidos por via convencional. Las especies lefiosas como los frutales de
hoja caduca y especies forestales, en general necesitan medios de cultivo mas complejos,
la respuesta a las condiciones de cultivo resulta mas lenta que en las especies herbaceas.

Desde el afio 2012 se estan llevando a cabo diversas investigaciones que agrupan a
estudiantes de grado, y posgrado obteniéndose resultados experimentales, a escala piloto de
produccion, muy importantes tanto para el avance de los proyectos de investigacion como
para el desarrollo de nuevas capacidades productivas, utilizando biotecnologias.

Como respuesta tecnoldgica se ha evaluado diferentes alternativas para aumentar la
disponibilidad de plantas a muy corto plazo, lo que es imposible de obtener en nuestro
medio con métodos convencionales (propagacion por estacas), pero si es posible mediante
el cultivo “in vitro, cuyo objetivo es contribuir a difundir una herramienta aplicable en
forma eficiente a la propagacion de variedades de platano, y otras especies en apoyo al
desarrollo de la tecnologia de micropropagacion in vitro. La tecnologia de cultivo in vitro
permite mejorar el acceso a una gran cantidad de plantas a partir de cantidades minimas de
material vegetal, y su desarrollo productivo representa una oportunidad de crecimiento y
diversificacion a nivel del sector hortifruticola del pais.

En la actualidad la biotecnologia tiene aplicaciones que van desde las mas sencillas como
la fabricacién de compostaje para incrementar la fertilidad y la proteccion del suelo, a partir
de la implementacion de la agricultura organica, hasta otras mucho mas complejas como la
produccion de vacunas destinadas a prevenir enfermedades en humanos y animales. Otros
usos de la biotecnologia estdn dirigidos a las investigaciones en biologia celular y
molecular, las cuales pueden ser implementadas en cualquier proceso productivo que
utilice microorganismos o células vegetales y animales. Los principales sectores donde se
aplica de forma amplia y exitosa la biotecnologia como procesos productivos son: la
agricultura, la industria energética, en la produccion de productos quimicos y farmacéuticos
y en el manejo de residuos o desechos.
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Elementos para una reflexion de futuro

El uso de lo que podemos llamar Biotecnologia Vegetal en sentido amplio estd en la base
de la transformacion de las plantas que hemos llevado a cabo para desarrollar lo que
conocemos como agricultura. Estos desarrollos se aceleraron con la aplicacion sistematica
de la Genética y de la Biologia Molecular que ha dado lugar a la Biotecnologia Vegetal
moderna con sus nuevas aplicaciones y sus debates intensos. En 2014 estos debates
mantienen su intensidad sobretodo en Europa, lo no quiere decir que no haya conflictos en
otros paises. En Estados Unidos hay una fuerte batalla politica en diferentes estados
entorno al etiquetado de los alimentos que contienen GMOs, en Africa o la India la
discusion sobre el tema sigue siendo activa, en Rusia se legisla en contra, en Brasil se
apuesta a favor y en China hay una cierta vacilacion.

La situacion en Europa viene dictada por factores distintos que tienen un impacto diferente
en los distintos paises miembros. Se trata de factores econdmicos, socioldgicos,
econdmicos o incluso ideologicos. En la literatura cientifica van apareciendo estudios sobre
los efectos de las modificaciones genéticas y de forma perioddica aparece algiin estudio que
crea una cierta alarma.

Analizar la importancia de los resultados es trabajo de las comisiones de bioseguridad de
los diferentes paises o del panel de GMOs de la EFSA. Sin embargo, el impacto de los
costes regulatorios va a seguir siendo decisivo para el desarrollo de nuevas GMPs. Se ha
propuesto que en algunos casos, como cuando se usan secuencias de la misma especie o de
una especie cercana, lo que se ha llamado cisgénesis o intragénesis, podria ser necesario un
menor numero de datos para su aprobacion. Lo mismo se ha dicho en el caso de que se
usen metodologias que permiten una modificacion genética de forma maés dirigida.

Todo ello implicaria un coste inferior, pero la presion de algunos estados miembros puede
hacer dificil que esto ocurra. En cualquier caso, la presion de los grupos opositores a estas
metodologias y la ejercida por algunos paises miembros hace que el analisis cientifico, base
de los sistemas regulatorios, se vuelva cada vez mas complejo y que se aleje de criterios
objetivos por la necesidad de responder a preguntas muy hipotéticas o carentes de toda
base.

La realidad es que las compafiias de semillas, incluso las europeas, estan trasladando sus
laboratorios de investigacion a paises como Estados Unidos, donde la investigacion no
tiene las barreras existentes en Europa, sobre todo para la experimentacion en el campo.
También algunas compaiias han desistido en sus intentos por conseguir la aprobacion del
cultivo de sus semillas modificadas en Europa, mientras que si la tienen para su
importacion para alimentacion humana o animal. En este sentido, Europa sigue importando
millones de toneladas de grano de GMPs cuyo etiquetado no plantea problemas insolubles,
sobre todo para piensos y usos industriales, y que ademés necesita, como es el caso de la
soja en la alimentacion de animales de granja por su alto aporte proteico. Junto a estos
temas se estan planteando también otros ligados a los procedimientos de proteccion de la
propiedad intelectual. En plantas ha existido desde mediados del siglo pasado un sistema de
proteccion de las variedades agricolas basadas en el convenio UPOV. Sin embargo, en los
tiempos recientes algunas compafiias han utilizado el sistema de proteccion mediante
patentes tanto en genes como en plantas con caracteristicas especificas que han creado una
discusion intensa incluso en las mismas compafiias de semillas.

Por otra parte, todo el interés que puedan tener las GMPs, que en un contexto global puede
considerarse un éxito extraordinario, no hay que olvidar que la Biotecnologia Vegetal
ofrece unas perspectivas muy amplias. Cualquier aplicacion nueva de la Mejora de Plantas
requiere disponer de una variabilidad genética lo méas amplia posible y de herramientas
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para aprovecharse de ella. Las técnicas moleculares estan permitiendo las dos cosas de
forma creciente. El espectacular incremento en el conocimiento de los genomas vegetales
(Michael y Jackson 2013) estd permitiendo acumular una informacién sobre las bases
gendmicas de las plantas cultivadas en una cantidad enorme y de un interés que ird
extrayéndose en los proximos afos. Se desarrollan al mismo tiempo metodologias que
permiten correlacionar estos datos con datos de andlisis masivo de metabolismo o
fenotipado y metodologias para la identificacion de caracteres genéticos complejos. Con
estos datos se han desarrollado aproximaciones de mejora asistida por mercadores
moleculares cada vez mas precisos y por seleccion gendmica. Esta se esta ya usando en la
mejora animal y puede ir desarrollindose también en plantas. Si juntamos las
aproximaciones de secuenciacion masiva de conjuntos de variedades de plantas con la
creacion de nueva variabilidad por ejemplo por mutagénesis al azar o dirigida, tenemos un
conjunto de perspectivas que evitan el uso de las técnicas de modificacion genética con sus
polémicas y sus costes. Es probable que estas alternativas sean las mas empleadas para
cultivos como los horticolas o fruticolas en los que no tiene sentido hacer las inversiones
que si son factibles en los grandes cultivos.

El conjunto de metodologias que dan lugar a la moderna Biotecnologia Vegetal ya esta
respondiendo a la demanda de innovacién de sector agroalimentario. Lo estd haciendo
utilizando aproximaciones de modificacion genética, que probablemente seguiran siendo
importantes para los grandes cultivos, y las basadas en gendémica y marcadores
moleculares, que irdn siendo utilizadas en la mayoria de cultivos. Con ello las nuevas
aproximaciones moleculares ayudaran a responder a los retos que se presentan en el
proximo futuro. La demanda de alimentos para una poblaciéon creciente y con una
demanda cualitativamente mas exigente, el cambio climatico y la necesidad de desarrollar
una agricultura lo menos agresiva posible con el medio ambiente implican la necesidad de
aplicar cualquier aproximacion eficaz para responder a estos retos.

Las distintas aproximaciones de la Biotecnologia Vegetal estaran sin duda presentes en las
respuestas que deben y vayan a darse.

Todas estas cuestiones han sido objeto de reflexiones a diferentes niveles en los ultimos
afos. Algunas instituciones, como la Royal Society de Londres (2009), el Comité Asesor
de las Academias de Ciencias Europeas (EASAC) (2013) o el Grupo Europeo de Etica de
las Ciencias y las Nuevas Tecnologias (2008), han formulado reflexiones sobre las
condiciones en que se puede utilizar el conjunto de tecnologias que se derivan del enorme
progreso en el conocimiento que estamos adquiriendo sobre los procesos biologicos, en
particular de los que tienen relacion con las especies vegetales y animales en las que
basamos nuestra alimentacion. El debate va a continuar estando presente por razones
economicas o ideologicas entre otras. La funcion del cientifico es estar presente en ellos y
proporcionar a los ciudadanos y a quienes los representan los datos y los analisis que
pueden permitir a todos tomar las decisiones que definiran la agricultura del préoximo
futuro.

Referencias

George EF.; Hall MA. De Klerk, G. 2008. Plant Propagation by Tissue Culture. 3ra Ed.
Springer, The Netherlands. 501 p.

Murashige T, Skoog F (1962) A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiol. Plant 15: 473-497.



39

Navarro L (1979) Microinjerto de apices caulinares in vitro para la obtencion de plantas de
agrios libres de virus. Bol Serv.Plagas 5: 127-148.

Serrano Garcia, Manuel. Madrid Sintesis D.L. Cultivo in Vitro de la planta superiores.
Pierik, R.L.M. Madrid MP

Rey HY, Mroginski LA, Scocchi AM (1995) Embriogénesis somadtica en especies
citricas por cultivo de nucelas. Hort. Arg., 14 (36): 54-64.

Windhol JM (1972) The wuse of fluorescei diacetate and pheo safranine for
determining viability of cultured plant cells. Stain Technol 47: 189-194

Reproduccion sexual y ciclos de vida. Hipertextos del area de la biologia. Universidad
Nacional del Nordeste. Argentina. Incluye ilustraciones y animaciones del ciclo de las
plantas. http://fai.unne.edu.ar/biologia/reproduccion/sexual. htm#INDICE

Curtis H y Barnes NS (2000) Biologia. 6° Ed. en espaiiol.

Echenique V, Rubinstein C, Mroginski L (eds.) (2004) Biotecnologia y mejoramiento
vegetal. INTA, Buenos Aires, Argentina.

Extension de la Universidad de Illinois (2017) “El gran escape de la planta”Sitio con
recursos para enseflar a nifios pequefios acerca de las plantas, su estructura y ciclo de vida.
Disponible en: http://www.urbanext.uiuc.edu/gpe sp/index.htmlL

Muiioz de Malajovich MA (2007) Biotecnologia. Editorial Universidad Nacional de
Quilmas.

European Initiative for Biotechnology Education (2017) Plantas transgénicas. Disponible
en: http://www.ipn.uni-kiel.de/eibe/UNIT09ES.PDF.

European Initiative for Biotechnology Education (2017) Microbios y moléculas; Apéndice
2. Técnicas microbioldgicas. Incubacién de cultivos. Tratamiento y esterilizacion del
material utilizado. Disponible en: http://www.ipn.uni-kiel.de/eibe/UNITO1ES.PDF.

Barthelemy R, Dawson J, Lee A (1999) Técnicas para el laboratorio de biologia.
Compainia Editorial Continental.

Devlin R (2009) Fisiologia vegetal. Editorial Omega, Madrid, Espaia.
Pierik RLM (2007) In vitro culture of higher plants. Editorial Martinus Nijhoff Publishers.
Strasburger E (2007) Tratado de Botanica. Editorial OMEGA, Barcelona, Espaia.



40

Tema 2

Propagacion de platano barraganete (Musa paradisiaca) mediante desinfectantes y
urea a diferentes profundidades de cortes

Cooper Marcillo I, Blanca Indacochea G y Yhony Valverde L

La explicacion de los hechos, ahora reducidos a sus términos reales, consiste en el
establecimiento de una relacion entre varios fenomenos particulares y unos cuantos hechos
generales, que disminuyen en numero con el progreso de la ciencia”

Auguste Comte

Resumen

La tesis de Propagacion Vegetativa de Platano Barraganete (Musa paradisiaca) mediante la
aplicacion de varias concentraciones de desinfectantes y urea a diferentes profundidades
de cortes, tuvo como objetivos determinar la mejor concentracion de desinfectante a
emplearse en la fase de establecimiento en la propagacion vegetativa de platano
barraganete (Musa paradisiaca); definir las mejores concentraciones del regulador de
crecimiento en la fase de establecimiento de los cormos e Identificar las mejores
concentraciones y mejor profundidad de cortes cruzados a los cormos y determinar el costo
unitario de las plantas de platano en la fase de multiplicacion vegetativa. El Disefo
metodologico estuvo basado en un disefio experimental de bloques completos ala zar en
arreglo factorial 4 x 4 x 3, dando un total de 48 tratamientos cada uno con cuatro
repeticiones. El factor A estaba constituido por los Protocolos de desinfeccion, el factor B
por la Dosis de Urea (nitrogeno 46%) utilizada y el factor C por la Profundidad de corte
en el cormo. Los resultados indican que la mejor concentracién de desinfectante utilizada
en la fase de establecimiento de la propagacion vegetativa de platano barraganete (Musa
paradisiaca), es donde se utilizd6 Cobre Nordox en dosis de 2g/L de agua, con 20 minutos
de tiempo de inmersion y Benlate en dosis de 1 g/Litro de agua por un tiempo de inmersion
de 45 minutos. Las mejores concentraciones y mejor profundidad de cortes cruzados a los
cormos se presentd como mejores tratamientos donde se utilizd6 10. Gramos de urea por
litro de agua sumergidos en un tiempo de 3 horas a los cormos. La profundidad de corte
que dio mejor resultado fue donde se realizé a 1.5 cm.

Palabras clave: Cobre Nordox, platano, cormos, urea, agua

Summary

Propagation of Banana Barraganete (Musa paradisiaca) by disinfectants and urea
with different cutting depths

The Vegetative Propagation of Banana Barraganete (Musa paradisiaca) thesis, by means of
the application of several concentrations of disinfectants and urea with different cutting
depths, aimed to determine the best concentration of disinfectant to be used in the
establishment phase of the vegetative propagation of Barraganete banana (Musa
paradisiaca); to define the best concentrations of the growth regulator during the corms
establishment phase; to identify the best concentration and best cross-cutting depth to the
corms and, to determine the unit cost of the banana plants in the vegetative multiplication
phase. The methodological design was based on an experimental design of complete
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random blocks in a 4 x 4 x 3 factorial arrangement, giving a total of 48 treatments each
with four replicates. Factor A, was made up by disinfection protocols, factor B by Urea
Dose (46% nitrogen) and factor C by cutting depth in the corm. Results indicate that the
best concentration of disinfectant used in the vegetative propagation establishment phase of
Barraganete banana (Musa paradisiaca) is where Copper Nordox was used in doses of 2
g/L of water, with 20 minutes of immersion time and Benlate in doses of 1 g/Liter of water
for a time of 45 minutes of immersion. The best concentrations and best cross-cuttings
depth to the corms were presented as the best treatments, where 10 grams of urea per liter
of water submerged in a time of 3 hours to the corms was used. The cutting depth giving
the best result was the one performed at 1.5 cm.

Key words: Copper Nordox, banana, corms, urea, water.

Introduccion

El cultivo de platano (Musa AAB), representa un importante sostén para la socio-economia
y seguridad alimentaria del pais. Desde el punto de vista socioecondmico, el platano genera
fuentes estables y transitorias de trabajo, ademas de proveer permanentemente alimentos
ricos en energia a la mayoria de la poblacion campesina. Actualmente se reportan en el pais
un total de 144981 ha de platano, de las cuales 86712 ha estdn bajo el sistema de
monocultivo y 58269 ha se encuentran asociadas con otros cultivos (INEC 2011).

La mayor zona de produccion de esta musacea es la conocida como el triangulo platanero,
la cual abarca las provincias de Manabi, Santo Domingo y los Rios con 52612, 14249 y
13376 ha, respectivamente. Las principales variedades explotadas en estas zonas son el
“Dominico”, que se le destina principalmente para el auto-consumo y el “Barraganete” que
se lo destina en su mayor parte a la exportacion, estimandose que anualmente se exportan
alrededor de 90000 TM de este cultivo (Sotomayor 2013).

El rendimiento promedio de platano reportado en el pais es de 5 t/ha/ano (MAGAP 2011),
lo cual es relativamente bajo comparado con los rendimientos obtenidos en Colombia,
donde oscilan alrededor de 10 t/ha/afio en sistemas tradicionales y mas de 20 t/ha/afio en
sistemas tecnificados. La baja productividad registrada en el pais es consecuencia de
problemas bidticos (Sigatoka negra, Nematodos, Picudo negro, Virosis, etc.), abidticos
(sequia) y tecnoldgicos (bajas densidades, riego, nutricion, control de plagas, etc.), pues de
la superficie total sembrada, solo el 14%, 33% y 34%, reciben riego, fertilizacion y control
de plagas, respectivamente. Es decir que, mas del 60% de la superficie nacional no tiene
acceso a la tecnologia, de ahi que es facil deducir el porque de los bajos rendimientos
obtenidos (INEC 2011).

El platano se propaga a partir del rizoma de una planta adulta o de brotes laterales
(hijuelos). De manera tradicional, las familias productoras implementan sus nuevos
cultivos de platano utilizando rizomas o hijuelos. Lamentablemente este sistema no asegura
una plantacion de buena calidad y libre de enfermedades o plagas. El picudo negro es la
plaga de mayor impacto en plantaciones de platano y, facilmente, podra ser diseminada en
los rizomas utilizados durante la implementacion de la nueva plantacion (Zonta et al.
2013).

La regeneracion natural también limita la cantidad de material de siembra, debido a bajas
tasas de multiplicacion, puesto que la dominancia apical que ejerce la planta madre sobre
los hijuelos, inhibe la activacion y brotacion de las yemas laterales (Singh et al. 2011). Sin
embargo con las diversas técnicas de macropropagacion utilizadas en musaceas es posible
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obtener gran cantidad de plantulas a partir de poco material de siembra inicial, en un corto
periodo de tiempo (Dzomeku et al. 2014).

Por lo anterior y considerando que en la actualidad no se dispone de informacion
relacionada con desinfectantes y urea a diferentes profundidades de cortes de plantulas de
platano barraganete propagadas con desinfectantes y ureas, se planted como objetivo del
presente trabajo, determinar la eficiencia de la propagacion vegetativa de platano
Barraganete (Musa Paradisiaca) mediante la aplicacion de varias concentraciones de
desinfectantes y Urea (nitrogeno al 46%) a diferentes profundidades de cortes

Materiales y métodos
Localizacion

El experimento se realizd en el canton Jipijapa en el vivero del laboratorio de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad Estatal del Sur de Manabi ubicado en el campus
los Angeles en el km 1,5, parroquia Jipijapa, provincia de Manabi, Ecuador. El area
experimental se localizéo a 300 msnm, ubicada geograficamente en las coordenadas: 1° 17'
40" Sy 80°37' 00" O.

Material vegetal
Se utilizaron cepas o cormos de platano variedad Barraganete (Musa paradisiaca
Reactivos

Dosis de Urea (nitrégeno 46%), Cobre Nordox, Benlate, procediendo a suministrar una
cantidad por cada cepa de la concentracion inicial de cada tratamiento.

Disefio experimental, Factores estudiados y tratamientos

Se utiliz6 un disefio completamente al azar (DCA), con cuarenta y ocho tratamientos y
cuatro repeticiones, (48 X 4).

Protocolo de desinfeccion

e Al.- Cobre Nordox 2g/L; 45 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 20 min de
tiempo de inmersion.

e A2.- Cobre Nordox 2g/L; 60 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de
tiempo de inmersion.

e A3.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de
tiempo de inmersion.

e A4.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de
tiempo de inmersion.

Dosis de Urea (nitrogeno 46%)
B1. 8. g/L. Urea/3 hora
B2. 10. g/L Urea/3 hora
B3. 12. g/L.. Urea/3hora
B4. 14. g/L. Urea/3hora
Profundidad de corte
Cl.-1.5 cm
C2.-3.0 cm
C3.-4.5 cm.
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Datos registrados y método de evaluacion

Alos 15, 30,45y 60 dias después de la siembra se registraron las siguientes variables:
Numero de brotes por cepa, Longitud de brotes (cm), Diametro de brotes (cm).

Manejo del experimento

Construccién de vivero: El area total del vivero tenia una dimension de 18.72m’ ,
constituido por cuatro camas 1.30m de ancho y 3.60m de longitud, y el riego se aplico
diariamente con intervalos de 1 en 24 horas.

Fase de Campo: Se seleccionaron los mejores hijos de platano, por lo que las plantas
madres presentaban optimas caracteristicas morfologicas, fitosanitarias; tales como como
el porte caracteristico del cultivar, la calidad, el tamafo y la produccion de dedos en la
racima. Se extrajo de las fincas de los agricultores ubicados en Caifiita, Mis Baque de la
parroquia El Anegado perteneciente al canton Jipijapa.

Fase de limpieza y desinfeccion de los colinos: Se eliminaron las raices y partes de
necroticas que poseia el colino con ayuda de un cuchillo y un machete, y asi se fue
eliminando capa por capa las vainas del pseudotallo, luego de haber realizado las practicas
culturales de la limpieza se procedid a preparar los desinfectantes en sus respectivos
recipientes y asi fueron adecuados los cormos para dejarlo por los tiempos establecidos en
procedimiento de cada tratamiento.

Tiempo de reposo: Una vez desinfectados los cormos se dejaron en reposo bajo sombra
por el lapso de un dia, para que los desinfectantes actuaran adecuadamente en los
tratamientos y evitar la aparicion de infecciones.

Aplicacion de los tratamientos: Se prepard cada tratamiento en recipientes de 200 L por
lo que cada uno tuvo dosis distintas, segiin los tratamientos, la urea comercial al 46%, el
primero de 8 g/L de agua, el segundo de 10g /L de agua, el tercero 12g /L de agua, y el
ultimo 14g /L. Se dejaron en los recipientes sumergidos por 3 horas para que se adhiera el
compuesto en cada cormo y reaccionara adecuadamente.

Eliminacién de la dominancia apical: Se realiz6 a través de la eliminacion de la yema
apical, a un centimetro bajo la corona que une el colino bajo el pseudotallo, esto se realizd
para romper la dominancia apical, a continuacion se realizaron los cortes que indica cada
tratamiento, con cuchillo y machete sobre el corte apical.

Siembra: Se colocaron los colinos enteros en los orificios que contenia cada platabanda de
cada tratamiento. El sustrato se habia preparado previamente para que facilitara la
brotacion de las yemas axilares.

Analisis estadistico
Analisis de varianza (ADEVA)

El experimento se condujo a través de un disefno experimental al Azar (DCA), con 48
tratamientos y cuatro repeticiones (48 x 4). Cada unidad experimental estaba constituida
por 1 cormo. Para determinar diferencias entre medias de los tratamientos se utiliz6 la
prueba de rangos multiples de Tukey al 0.05% de probabilidad.
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Resultados

Promedios de numero de brotes de cepas registrados en la propagacion vegetativa de
platano alos 15, 30, 45 y 60 dias después de la siembra

la (Tabla 1), se presenta el analisis de varianza que se realizd para la variable nimero de
brotes realizada a los 15, 30, 45 y 60 dias después de la siembra, en este se puede observar
que las fuentes de variacion Factor A: Protocolo de desinfeccion; Factor B: Dosis de Urea
(nitrogeno 46%); Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de
Urea (nitrogeno 46%); Factor C: Profundidad de corte; Interaccion Factor A: Protocolo de
desinfeccion x Factor C: Profundidad de corte; Interaccion Factor B: Dosis de Urea
(nitrégeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte y la Interaccion Factor A: Protocolo de
desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte
no presentan diferencia estadistica. El Coeficiente de Variacion es 21.16 % y el promedio
general 1.16 brotes en los primeros 15 dias.

Tabla 1. Promedios de nimero de brotes de cepas registrados en la propagacion vegetativa
de Platano a los 15, 30,45 y 60 dias después de la siembra.

T  Numeros de Numeros de Numeros de Numeros de brotes a
brotes a los 15 brotes a los 30 brotes a los 45 los 60 dias
dias dias dias

1 1.3718ns 0.6390ns 1.2661ns 3.9980**

2 0.6882ns 2.0862ns 2.0209ns 1.3234ns

3 1.0124ns 0.6185ns 0.8270ns 2.6761ns

4 2.6406ns 1.2164ns 1.0439ns 4.0258**

5 0.5205ns 1.3165ns 3.339%* 6.8661**

6 1.2742ns 0.6284ns 1.8106ns 3.5385**

7 1.4256ns 0.4328ns 1.1720ns 3.5846**

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de la UNESUM

** = Diferencias estadisticas altamente significativas

* = Diferencias estadisticas significativas

ns = no significativo

Para la variable numero de brotes realizado a los 30 dias después de la siembra, se puede
observar que no existe diferencia estadistica alguna para las fuentes de variacion
estudiadas. El coeficiente de variacion establecido fue 26,17% y el promedio general
estuvo en 1.52 brotes en promedio.

Para el analisis de varianza realizado para el nimero de brotes de datos tomados a los 45
dias después de la siembra, se puede observar que existen diferencias estadisticas altamente
significativas para la Interacciéon Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor C:
Profundidad de corte, las otras fuentes de variacion que corresponde a Factor A: Protocolo
de desinfeccion, Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%), Interaccion Factor A: Protocolo
de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%), Factor C: Profundidad de
corte, Interaccion Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de
corte y la Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea
(nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte, no presentaron diferencia estadistica
alguna.

El coeficiente de variacion es 26.04 % y el promedio general 1.63. Los valores promedios
y la prueba de Tukey realizada, se puede indicar que la Interaccion Factor A: Protocolo de
desinfeccion x Factor C: Profundidad de corte presenta cuatro rangos de significacion
estadistica, el mayor corresponde al tratamiento A4.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo
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de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de inmersion x C3.- 4.5 cm, con 2.039; y el
rango mas bajo se presento en los tratamientos Al.- Cobre Nordox 2g/L; 45 min tiempo de
inmersion; Benlate 1 g/L; 20 min de tiempo de inmersion x C3.- 4.5 cm, con 1.402; A3.-
Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de tiempo de
inmersion x C2.- 3.0 cm con 1.481; A3.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion;
Benlate 1 g/L; 60 min de tiempo de inmersion x C3.- 4.5 cm con 1.559 y A4.- Cobre
Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de inmersion x
C2.-3.0 cmcon 1.484.

Para el analisis de varianza de la evaluacion de ntmero de brotes efectuada a los 60 dias
después de la siembra, en este se puede ver que las fuentes de variacion Factor A:
Protocolo de desinfeccion; Factor C: Profundidad de corte; Interaccion Factor A:
Protocolo de desinfeccion x Factor C: Profundidad de corte; Interaccion Factor B: Dosis de
Urea (nitrégeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte y Interaccion Factor A: Protocolo
de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de
corte presentan diferencias estadisticas altamente significativas y el Factor B: Dosis de
Urea (nitrogeno 46%) y la Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B:
Dosis de Urea (nitrogeno 46%), no presentan diferencia estadistica alguna.

El Coeficiente de variacion es 24.95% y el promedio general 1.71. Los valores promedios
y la prueba de Tukey efectuada, aqui se puede observar que el Factor A: Protocolo de
desinfeccion presenta cuatro rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a
A4.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de
inmersion con 1.887 a y el rango mdas bajo se presentd en el tratamiento A3.- Cobre
Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de tiempo de inmersion
con 1.625 en promedio. El Factor C: Profundidad de corte presenta tres rangos de
significacion estadistica el mayor corresponde a C3.- 4.5 cm con 1.823 y el rango mas bajo
se presento en el tratamiento C2.- 3.0 c¢cm con 1.613 de profundidad de corte.

La Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor C: Profundidad de corte,
presenta tres rangos de significacion estadistica el mayor corresponde al tratamiento A4.-
Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de
inmersion x C3.- 4.5 cm con 2.442 y el rango mas bajo se presentd en los tratamientos
Al.- Cobre Nordox 2g/L; 45 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 20 min de tiempo de
inmersion x C1.- 1.5 c¢m con 1.732; Al.- Cobre Nordox 2g/L; 45 min tiempo de inmersion;
Benlate 1 g/L; 20 min de tiempo de inmersion x C2.- 3.0 cm con 1.739; Al.- Cobre
Nordox 2g/L; 45 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 20 min de tiempo de inmersion x
C3.- 4.5 cm con 1.427; A2.- Cobre Nordox 2g/L; 60 min tiempo de inmersion; Benlate 1
g/L; 45 min de tiempo de inmersion x C1.- 1.5 cm con 1.645; A2.- Cobre Nordox 2g/L; 60
min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de inmersion x C2.- 3.0 cm con
1.629; A3.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de
tiempo de inmersion x C1.- 1.5 cm con 1.698; A3.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de
inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de tiempo de inmersion x C2.- 3.0 cm con 1.527; A3.-
Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de tiempo de
inmersion x C3.- 4.5 cm con 1.651; A4.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion;
Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de inmersion x Cl.- 1.5 cm con 1.662 y A4.- Cobre
Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min de tiempo de inmersion x
C2.-3.0 cmcon 1.558.

La Interaccion Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte,
presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde al tratamiento B4.
14. g/L. Urea/3hora x C3.- 4.5 cm con 2.124 y el rango mas bajo se presentd en el
tratamiento B4. 14. g/L. Urea/3hora x C2.- 3.0 cm con 1.362. La Interaccion Factor A:
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Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) x Factor C:
Profundidad de corte, presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor rango
corresponde al tratamiento A4.- Platano barraganete (Musa paradisiaca) 2g/L /20 min.+
2g/L /45 min. Utilizando 14 g/L. Urea/3hora con corte de 4.5 cm y que tiene un promedio
de 4.140; el rango mas bajo corresponde al resto de los tratamientos objetos del presente
estudio.

Tabla. 2: Promedios de longitud de brotes de cepas registrados en la propagacion
vegetativa de Platano a los 30, 45 y 60 dias después de la siembra y diametros de brotes a
los 60 dias.

T Longitud de Longitud de Longitud de Diametros de
brotes a los 30 brotes a los 45 brotes alos 60  brotes a los 60 dias
dias dias dias
1 0.5003ns 0.9458ns 0.7599ns 1.5272ns
2 1.2241ns 3.1964* 2.5237ns 4.0454**
3 2.0401ns 1.4629ns 1.7453ns 2.7787*
4 0.8604ns 1.4667ns 1.3343ns 0.7362ns
5 0.8347ns 1.1876ns 1.2306ns 0.6255ns
6 0.4488ns 0.9885ns 0.9032ns 0.8414ns
7 0.5460ns 0.6032ns 0.4725ns 0.6809ns
Fuente: Laboratorio de Biotecnologia de la UNESUM
** = Diferencias estadisticas altamente significativas
* = Diferencias estadisticas significativas
ns = no significativo

En la (Tabla 2) el anélisis de varianza realizado para longitud de brote a los 30 dias después
de la siembra, se puede apreciar que las fuentes de variacion estudiadas que a continuacion
se detallan Factor A: Protocolo de desinfeccion; Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%);
Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno
46%); Factor C: Profundidad de corte; Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x
Factor C: Profundidad de corte; Interacciéon Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) x
Factor C: Profundidad de corte y la Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x
Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte, no presentaron
diferencia estadistica alguna. El Coeficiente de variacion es 57.16% y el promedio general
2.33.

El andlisis de varianza realizado para la variable longitud de brotes realizada a los 45 dias
después de la siembra, se puedo apreciar que el Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%)
presenta diferencias estadisticas significativas, las otras fuentes de variacion que se
mencionan continuacion  Factor A: Protocolo de desinfeccion, Interaccion Factor A:
Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%), Factor C:
Profundidad de corte, Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor C:
Profundidad de corte, Interaccion Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) x Factor C:
Profundidad de corte e Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis
de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte, no presentaron diferencia
estadistica alguna. El Coeficiente de Variacion es 36.78 % y el promedio general 3.84. Los
valores promedios y prueba de Tukey realizada, se puede ver que el Factor B: Dosis de
Urea (nitrogeno 46%) presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor
corresponde a B2 10 g/L Urea/3 hora, con 4.187 y el rango més bajo se presentd en el
tratamiento B4 14. g/L. Urea/3hora con 3.337.
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El andlisis de varianza realizado para la longitud de brotes a los 60 dias después de la
siembra, se observa que las fuentes de variacion Factor A: Protocolo de desinfeccion;
Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%); Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion
x Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%); Factor C:

Profundidad de corte; Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor C:
Profundidad de corte; Interaccion Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) x Factor C:
Profundidad de corte y la Interaccién Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B:
Dosis de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte, no presentan diferencia
estadistica alguna. El Coeficiente de Variacion es 34.92% y el promedio general 5.35 cm.

El analisis de varianza efectuado para el didmetro de colino efectuado a los 60 dias después
de la siembra, se puede apreciar que las fuentes de variacion presentan diferencias
estadisticas altamente significativas para Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) y
diferencias estadisticas significativas para Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion
x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%), las otras fuentes de variacion como son Factor
A: Protocolo de desinfeccion, Factor C: Profundidad de corte, Interaccion Factor A:
Protocolo de desinfeccion x Factor C: Profundidad de corte, Interaccion Factor B: Dosis de
Urea (nitrégeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte e Interaccion Factor A: Protocolo
de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno 46%) x Factor C: Profundidad de
corte no presentan diferencia estadistica alguna. El Coeficiente de Variacion es 32.77% y el
promedio general 5,49 cm. Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, en este
se puede ver que el Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) presenta tres rangos de
significacion estadistica, el mayor corresponde al tratamiento B2 10 g/L Urea/3 hora con
6.021 cm y el rango mas bajo se presentd en el tratamiento B4 14 g/L. Urea/3hora con
4.769 cm.

La Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno
46%) presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a Al.- Cobre
Nordox 2g/L; 45 min tiempo de inmersion; Benlate 1g/L; 20 min de tiempo de inmersion x
B1. 8. g/L. Urea/3 hora con 6.905 cm y el rango més bajo se presentd en el tratamiento
A3.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 60 min de tiempo de
inmersion x B1. 8. g/L. Urea/3 horas con 4.550.

Discusion y Conclusiones

En la variable nimero de brotes se observd que el Factor A: Protocolo de desinfeccion, el
tratamiento A4.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min
de tiempo de inmersion con 1.887.

El Factor C: Profundidad de corte, C3.- 4.5 cm con 1.823 de profundidad de corte; La
Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor C: Profundidad de corte
tratamiento A4.- Cobre Nordox 2g/L; 20 min tiempo de inmersion; Benlate 1 g/L; 45 min
de tiempo de inmersion x C3.- 4.5 cm con 2.442.

La Interaccion Factor B: Dosis de Urea (nitrégeno 46%) x Factor C: Profundidad de corte
al tratamiento B4. 14. g/L. Urea/3hora x C3.- 4.5 cm con 2.124.

La Interaccion Factor A: Protocolo de desinfeccion x Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno
46%) x Factor C: Profundidad de corte, tratamiento A4.- Platano barraganete (Musa
paradisiaca) 2g/L /20 min.+ 2g/L /45 min. Utilizando 14 g/L. Urea/3hora con corte de 4.5
cm y que tiene un promedio de 4.140 mostraron los mayores promedios superando a las
otras concentraciones, (CONAM, 2005) indica que en la poblacion de una especie vegetal
no existen individuos que tengan la misma informacién genética (ADN), lo que es
conocido como variabilidad genética, lo que influye a la variacién de las concentraciones
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hormonales en la regeneracion de brotes, coincidiendo con Bidweell (1993), quien expresa
que las hormonas provocan una gran variedad de efectos en las plantas, siendo uno de
estos, estimular la emision de brotes.

En la variable Longitud de brote se logrd6 que el Factor B: Dosis de Urea (nitrogeno
46%), B2.10. g/L Urea/3 hora con 4.187cm, alcanzara el mayor promedio, esto se
debe a la producciéon de un brote, favoreciendo a su desarrollo, debido a la alta
disponibilidad de nutrientes, coincidiendo con Ramos (2000), que obtuvo resultados
similares al usar esas concentraciones en teca, donde los explantes tratados con el polvo
enraizador de 1000 mgkg-1 de ANA + 1000 mgkg-1 de AIB fueron los que presentaron el
mayor porcentaje de enraizamiento (92.5%) en el comportamiento del enraizamiento en
vitro de teca en sustrato de zeolita a los 30 dias.

El didmetro de brote, en lo que concierne a Dosis de Urea (nitrégeno 46%), el mayor
tratamiento B2. 10. g/L Urea/3 hora con 6.021 cm. En cuanto al protocolo de desinfeccion
el mayor tratamiento Al.- Cobre Nordox 2g/L; 45 min tiempo de inmersion; Benlate 1
g/L; 20 min de tiempo de inmersion x B1. 8. g/L. Urea/3 hora con 6.905 cm, esto se
relaciona con lo indicado por Alvarez y Varona (1988), quienes expresan que existen
especies que necesitan ser estimuladas con sustancias auxinicas.

Conclusiones

La concentracion de desinfeccion del tratamiento A2; Cobre Nordox en dosis de 2g/L de
agua, con 20 minutos de tiempo de inmersion; Benlate en dosis de 1 g/Litro de agua por un
tiempo de inmersion de 45 minutos influyeron positivamente en el protocolo de
desinfeccion. Las mejores concentraciones y mejores profundidad de cortes cruzados a los
cormos se presentaron en el tratamiento B2; 10 gramos de urea por litro de agua
sumergidos en un tiempo de 3 horas a los cormos con promedio de 6.021 cm. La
profundidad de corte donde se obtuvieron los mejores resultados fue a 1,5 cm en el cormo.
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Tema 3

Micropropagacion in vitro de banano orito (Musa acuminata AA.) para la produccion
y la seguridad alimentaria

Jhonny Indacochea G y Blanca Indacochea Ganchozo

“La oportunidad es el instante preciso en que debemos recibir o hacer una cosa.”

Platon

Resumen

El presente trabajo titulado micropropagacion in vitro de banano orito (musa acuminata
aa.) para la produccion y la seguridad alimentaria se llevo a cabo en el laboratorio de
biotecnologia vegetal de la universidad estatal del sur de manabi durante el afio 2012. Se
lo realizo con el objetivo de Mejorar la eficiencia de produccion en las diferentes fases de
la micropropagacion del cultivo de banano orito. Los objetivos del presente trabajo fueron
los siguientes; Determinar la mejor concentracion de desinfectante a emplearse en la fase
de establecimiento in vitro de banano orito (Musa acuminata AA.); Determinar la
concentracion o balance hormonal 6ptimos para el establecimiento in vitro de banano orito
(Musa acuminata); Determinar el costo unitario de las plantas en la fase de introduccion El
trabajo se realizdO con un Disefio Completamente al Azar (DCA), con cinco
tratamientos y ocho repeticiones en base a la combinacién de los factores en estudio
resultaron 40 unidades experimentales. Para la desinfeccion se utilizé cloro y bicloruro de
mercurio en diferentes concentraciones y para la etapa de induccion se utilizo las
fitohormonas Acido indol acético (AIA) y Bencilaminopurina (BAP) en diferentes
concentraciones. Las variables que se evaluaron fueron: frascos Contaminados, Aparicion
de callos Aparicion de brotes. porcentaje de sobrevivencia. Los resultados obtenidos
determinaron que la especie probada presentd buen compartimiento en el desarrollo del
proceso de desinfeccion, sobrevivencia, aparecimiento de callos y brotes, lo que
determina que es factible producir plantas invitro de esta especie para programas de
seguridad alimentaria. En base a los resultados obtenidos y para futuras investigaciones
relacionadas con el cultivo in vitro de Musa acuminata, banano orito y para
aumentar las probabilidades de éxito en la Fase de Introduccion, se recomienda: utilizar
dosis de 8mg/l de 6-Bencilaminopurina (BAP) y 0,30mg/l de Acido indo acético
(AIA) para la reproduccion de otras especies de Musas.

Palabras clave: Callos, brotes, desinfeccion, fitohormonas
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Summary

In vitro micropropagation of banana orito (Musa acuminata AA.) for production and
food security

During the year 2012, the present work titled “In vitro micropropagation of banana orito
(musa acuminata AA.) for production and food security was carried out in the Plant
Biotechnology Laboratory of the State University of Southern Manabi. It was carried out
with the aim to improve the production efficiency in different phases of the
micropropagation of banana orito crop. The objectives of the present study were as follows:
To determine the best concentration of disinfectant to be used in the in vitro establishment
stage of banana orito (Musa acuminata AA.); to determine the optimum concentration or
hormonal balance for the in vitro establishment of banana orito (Musa acuminata); to
determine the unit cost of the plants in the introduction phase. The work was performed
with a Completely Randomized Design (CRD), with five treatments and eight replications.
Based on the combination of the factors under study, it resulted in 40 experimental units.
For disinfection, chlorine and mercury bichloride were used in different concentrations and
for the induction stage, phytohormones Indole Acetic Acid (IAA) and Bencilaminopurine
(BAP) were used in different concentrations. The evaluated variables were: contaminated
vials, appearance of calluses, sprouts appearance and percentage of survival. The results
obtained determined that tested species showed good behavior in the development of the
disinfection process, survival, appearance of calluses and sprouts, determining that it is
feasible to produce in vitro plants of this species for food security programs. Based on the
results obtained and for future researches related to the in vitro crop of Musa acuminata,
banana orito and for increasing the chances of success in the Introduction Phase, it is
recommended to use doses of 8mg/l of 6-Benzylaminopurine (BAP ) and 0.30mg / 1 of
indole acetic acid (IAA) for the reproduction of other Muses species.

Key words: Callus, sprouts, disinfection, phytohormones.
Introduccion

La biotecnologia es "toda aplicacion tecnoldgica que utiliza sistemas biologicos y
organismos vivos o sus derivados para la creaciéon o modificacion de productos o procesos
para usos especificos

Uno de los ejemplos de uso de biotecnologia por el hombre es la propagaciéon masiva de
plantulas in vitro de cultivos de mayor importancia econdomica para el pais.

El banano es el cultivo de mayor importancia econdomica del pais, teniendo el 30% de
mercado a nivel mundial. Este cultivo sufre considerables perjuicios debido a la incidencia
de una enfermedad que ataca a nivel foliar provocando alteraciones en la fotosintesis de la
planta conocida como Sigatoka negra (AEBE 2011).

Los cambios climdticos severos experimentados en las ultimas décadas y los ataques de
numerosas plagas y enfermedades, han afectado los rendimientos del banano en el Ecuador.
El uso de pesticidas quimicos para contrarrestar sus efectos, conduce a disminuir la
rentabilidad de la produccion y elevan la contaminacion ambiental con riesgos sobre la
biodiversidad y la salud humana (AEBE 2011).

La mejor solucidn al problema seria obtener nuevas variedades resistentes a los ataques
de numerosas plagas y enfermedades mediante la transformacion genética, para mejorar o
introducir nuevas caracteristicas. (AEBE 2011).
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La carencia de material de alta calidad es uno de los factores que limitan el buen
desarrollo de las plantaciones de banano. La propagacion vegetativa consiste en la
estimulaciéon y proliferacion de brotes mediante la aplicacion de reguladores de
crecimiento en in vitro.

La propagacion vegetativa es un método utilizado para multiplicar partes vegetativas,
utilizdndose tejidos vegetales que conserven las caracteristicas hereditarias de planta
donadora y asi generar nuevos individuos. La investigacion permitira  proporcionar una
alternativa que facilite la disponibilidad de un material de siembra en 6ptimas condiciones
(caracteristicas deseables, excelente calidad genética y aspecto fitosanitario, entre otros)
que simplifique la instalacion de un sistema de produccion, obteniendo plantas uniformes y
permite realizar labores de cosecha de la manera mas eficiente (Méndez 2003).

Materiales y métodos
Material vegetal

El material vegetal utilizado para el desarrollo de la investigacion, fueron obtenidas de la
hacienda Basurto ubicado en el Canton Valencia Provincia de los Rios. Se eligieron
las plantas que demostraron las mejores caracteristicas

Manejo especifico del experimento

La parte inicial del trabajo fue encontrar el protocolo de desinfeccion apropiado para
los segmentos de yemas apicales. El trabajo tuvo una permanencia de tres meses
comprendido entre Abril y junio del 2012, en el que se experimentaron con varios
compuestos quimicos con propiedades desinfectantes, que cumplieron con la condicion
de ser facilmente disponibles y econdmicamente viables.

La segunda parte del trabajo se ejecutdé en Junio 2012. Consistid en experimentar
las diferentes dosis de las hormonas auxina y citoquinina , que tuvo una duraciéon de
noventa dias. Pasado ese tiempo, los segmentos de yemas apicales fueron trasladados
a un medio fresco, para evitar su deterioro por la decadencia de nutrientes.

Resultados

Los resultados alcanzados en los pre-ensayos (Primera Parte) y en en los ensayos
concluyentes (Segunda Parte) fueron los siguientes:

Primera parte

Determinar la mejor concentracion de desinfectante a emplearse en la fase de
establecimiento in vitro de banano orito (Musa acuminata AA.)

Los resultados se indicaron en numero de frascos contaminados y presentan la
eficiencia de desinfeccion durante los pre-ensayos realizados hasta encontrar el protocolo
de desinfeccion = mas adecuado para los segmentos de yema de apice de Musa
acuminata

Eficiencia de los protocolos de desinfeccion

Los resultados alcanzados en las distintas pruebas para cada uno de los protocolos de
desinfeccion se los detallan:
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Tabla 1. Numero de frascos contaminados en la Etapa Preparatoria

Tratamiento de Frascos contaminados Eficiencia de Desinfecciéon
desinfeccion (%)
PROTOCOLO 1 1 99
PROTOCOLO 11 2 98
PROTOCOLO III - 100
PROTOCOLO 1V - 100
PROTOCOLO V 1 99

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 2. Numero de frascos necrosis en la Etapa Preparatoria

Tratamiento frascos con necrosis Eficiencia de desinfeccion
de Desinfeccion (%)
PROTOCOLO 1 1 99
PROTOCOLO 11 4 96
PROTOCOLO 111 2 98
PROTOCOLO 1V 1 99
PROTOCOLO V - 10
Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM
Tabla 3. Numero de tubos fenolizado en la Etapa Preparatoria.
Tratamiento Frascos con fenolizacion Eficiencia de desinfeccion
de desinfeccion (%)
PROTOCOLO 1 - 10
PROTOCOLO 11 - 10
PROTOCOLO 111 - 10
PROTOCOLO 1V - 10
PROTOCOLO V - 10

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

En la tabla 1, se puede observar que el Protocolo IIIy IV, lograron una eficiencia del
100%, no hubo contaminaciéon en ninguno de los frascos de ensayo

En la tabla 2 se puede verificar que los frascos con necrosis se mostraron en los
protocolo I, IT , Il y IV con el 1- 4 -2-1% y el protocolos V logro una eficiencia de
desinfeccion del 100%.

En la tabla 3, se puede ver que en ninguno de los protocolos hubo fenolizacion en el cual
se manifiesta que los protocolos alcanzaron una eficiencia del 100%
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El material vegetal se lo obtuvo de la empresa bananera “Bazurto”, el cual no contaba,
con medidas sanitarias de acceso, tenia una estructura abierta en los extremos, lo
que daba lugar al ingreso de agentes contaminantes, e insectos.

Los explantes contaminados por hongos, bacterias, fueron retirados y separados; sin
embargo, segun Ortega (2011), estos pueden ser utilizados nuevamente efectuando una
desinfeccion con fungicidas comerciales

La contaminacion puede  reducirce aun mas, incrementando las medidas de asepsia
dentro y cerca de la sala de traspaso, tanbien garantizando una esterilizacion minuciosa de
instrumentos, medios de cultivo, envases y la desinfeccion del area de transferencia y del
operario.

La fenolizacion o0 necrosis (oscurecimiento de las paredes del cormo) de los
explantes, se observo claramente este fendmeno, pero las pérdidas de explantes no
fueron de mayor magnitud, ya que solamente hubo un porcentaje 2- 4%

El  Protocolo III  y IV cumplieron con las condiciones adecuadas de
desinfeccion para este trabajo experimental, por lo que fueron estos los utilizados
en el ensayo definitivo.

Segunda parte

Definir las mejores concentraciones de reguladores de crecimiento acido naftalenacético
(ANA) y Dbencil amino purina (BAP) en la fase de establecimiento de apices.

Numero de frascos contaminados.

En las siguientes tablas se detallan los  valores relacionados al numero de frascos
contaminados y los porcentajes calculados a los 7, 14, 21, 28, 35, 42,49,56 dias durante
la fase de Introduccion.

Tabla 4. Porcentaje de contaminacion de yemas apicales de Musa acuminata.

Tratamientos Dias
7 14 21 28 35 42 49 56

Bl - - - - - - - -
04 - - 125 125 375 63 63 63
05 - - 25 375 50 375 63 63
06 - - 375 50 75 75 75 75
07 - - 37.5 50 25 75 75 75
08 - - 375 50 50 50 50 63

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM
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Tabla 4b: Numero de frascos contaminados por tratamiento.

Tratamientos Dias

7 14 21 28 35 42 49 56

Bl - - - - - - - -
04 - - 1 1 3 3 5 5
05 - - 2 3 4 4 5 5
06 - - 3 4 6 2 6 6
o7 - - 3 4 6 2 6 6
08 - - 3 4 4 4 4 5

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 5. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayo contaminados.

Valor ValorMedio
4 10.870
5 10.870
6 10.460
7 10.050
8 9.230

La prueba de tukey al 5% para tratamientos (Tabla 5), mostro la presencia de cuatro
promedio. En el primer promedio se ubico el valor encontrado en el tratamiento 4, en el
segundo el tratamiento 5 el tercero en el tratamiento 6 y el cuarto en el tratamiento 8
que fueron evaluados el nimero de frascos contaminados.

Los resultados alcanzados, indican que a medida que trancurre el tiempo, se
incrementa el nimero de frascos contaminados.

Hastael momento se puede decir que la contaminacion fue causada por hongos,
hubo la presencia de micelio. La contaminacion estaen que el material vegetal
empieza a tener necrosis en la cicatriz de corte, en el cual se observo la contaminacion.

Tabla 6. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 7 dias de la Fase.

Trat 1 2 3 4 5 6 7 8 > X % %
Desinfeccion Contaminacion

04 4 5 8 7 5 7 5 5 8 1 100
05 5 8 6 6 4 8 4 4 8 1 100
06 6 7 7 8 8 4 8 7 8 1 100
07 7 6 5 4 7 6 7 6 8 1 100
08 8 4 4 5 6 5 6 8 8 1 100
4 5
0N

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM
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Tabla 7. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos libres de contaminacion a los 7 dias de la Fase de Introduccion.

Valor Valor
Medio

11.280
11.280
11.280
11.280
11.280

03N Dn A

La prueba de tukey al 0.05% para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 6), hubo la presencia de 1 solo promedio. En el primer promedio
se ubico el valor encontrado en los T4, TS, T6 T 7, T 8 que fueron evaluados el
numero de frascos de ensayo libres de contaminacion. De los resultados alcanzados, se
establece 1 solo promedio, siendo el T4, TS5, T6, T 7, T8 como los mejores tratamientos
libres de contaminacion

Tabla 8. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 14 dias de la Fase de
introduccion.

Trat 1 2 3 4 5 6 7 8 3 X % %
Desinfeccion Contaminacion

04 4 5 & 7 5 7 5 5 8 1 100 -

05 58 6 6 4 8 4 4 8 1 100 -

06 6 7 7 8 8 4 8 7 8 1 100 -

07 7 6 5 4 7 6 7 6 8 1 100 -

08 8 4 4 5 6 5 6 8 8 1 100 -
40 5

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 9. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos
de ensayos libres de contaminacion a los 14 dias de la Fase de Introduccion

Valor 2 - Valor Medio
4 11.280
5 11.280
6 11.280
7 11.280
8 11.280
La prueba de tukey al 0.05% para las variables de frascos de ensayos libres de

contaminacion (Tabla 11), hubo la presencia de 1 solo promedio. En el primer
promedio se ubico el valor encontrado en los T4, T5, T6 T 7, T8 que fueron
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evaluados el numero de tubos de ensayo libres de contaminacion. De los resultados
alcanzados, se establece 1 solo promedio, siendo el T4, T5, T 6, T 7, T 8 como los
mejores tratamientos libres de contaminacion.

Tabla 10. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 21 dias de la Fase de

introduccidén
Trat 1 2 3 4 56 7 8 > X % %
Desinfeccion Contaminacion
04 4 5 0 7 5 7 5 5 7 0.87 87.5 12.5
05 58 0 0 4 8 4 4 6 0.75 75 25
06 6 7 7 0 0 4 8 0 5 0.62 62.5 37.5
07 06 0 0 7 6 7 6 5 0.62 62.5 37.5
08 8 4 4 0 0 5 6 0 5 0.62 62.5 37.5
28 3.48

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 11. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos libres de contaminacion a los 21dias de la Fase de
Introduccion

Valor Valor medio

10.870
10.460
10.050
10.050
10.050

O3 ON »n B~

La prueba de tukey al 0.05%  para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 11), hubo la presencia de 3 promedios  que fueron
evaluados el numero de frascos de ensayo libres de contaminaciéon. De los resultados
alcanzados, se establece 3 promedio, siendo el T4 y T5 como los mejores tratamientos
libres de contaminacion

Tabla 12. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 28 dias de la
fase de introduccion

Trat 1 2 3 4 5 6 7 8 > X % %
Desinfecci Contaminac
on ion
04 4 5 0 7 5 17 5 5 7 0.87 87.5 12.5
05 58 0 0 4 o0 4 4 5 0.62 62.5 37.5
06 6 7 7 0 0 O 8 0 4 0.50 50 50
07 00 O 0 7 6 7 6 4 0.50 50 50
08 8 4 0 0 0 5 6 0 4 0.50 50 50
24 299

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM
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Tabla 13. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos
de ensayos libres de contaminacion a los 28dias de la Fase de Introduccion

Valor Valor medio
4 10.870
5 10.050
6 9.640
7 9.640
8 9.640

La prueba tukey al 0.05%  para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 13), hubo la presencia de 3  promedios que fueron
evaluados el niimero de frascos de ensayo libres de contaminaciéon. De los
resultados alcanzados, se establece 3 promedio, siendo el T4 y T5 como los
mejores tratamientos libres de contaminacion

Tabla 14. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 35 dias de la
Fase de introduccion.

Trat 1 2 3 4 5 6 7 8 > X % %
Desinfecci Contaminac
on ion

04 45 0 7 5 0 5 0 5 0.62 62.5 37.5

05 08 0 0 4 0 4 4 4 0.50 50 50

06 07 7 0 0 0 0 0 2 0.25 25 75

07 00 0 0O O 6 0 6 2 0.25 25 25

08 84 0 0 0 5 6 0 4 0.50 50 50
17 2.29

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 15. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos, libres de contaminacién a los 35 dias de la Fase de Introduccion

Valor Valor medio

4 10.050
5 9.640
6 9.640
7 8.820
8 8.820

La prueba de tukey al 0.05%  para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 15), hubo la presencia de 3 promedio que fueron evaluados
el numero de frascos de ensayo libres de contaminacion. En los resultados adquiridos, se
establece 3 promedio, siendo el T4, TS y T8 como los mejores tratamientos libres de
contaminacion.
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Tabla 16. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 42 dias de la
Fase de Introduccion.

Trat 1 2 3 4 5 6 7 8 > X % %
Desinfecci Contaminac
on ion
04 o5 0 7 0 0 5 0 3 0.37 37 63
05 0O 8 0 0 4 0 4 4 4 0.50 62.5 37.5
06 o7 7 0 0 0 O 0 2 0.25 25 75
o7 O 0 0 0 0 6 0 6 2 0.25 25 75
08 8 4 0 0 0 5 6 0 4 0.50 50 50
15 1.87

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 17. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos libres de contaminacion a los 42 dias de la Fase de Introduccion

Valor Valor medio
8 10.460
5 10.050
6 9.640
7 9.640
4 9.230

La prueba de tukey al 0.05%  para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 17), hubo la presencia de 3 promedio que fueron evaluados
el numero de frascos de ensayo libres de contaminacion. De los resultados alcanzados, se
establece 3 promedio, siendo el TS y T8 como los mejores tratamientos libres de
contaminacion

Tabla 18. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 49 dias de la Fase de
Introduccion.

Trat I IO I Imv VvV VI vl vil Y X % %
Desinfeccio Contaminaci
n on
04 0 5 0 7 0o o0 5 0 3 0.37 37 63
05 0 8 0 o 0 o0 4 4 3 0.37 37 63
06 0 0 7 0 8 0 0 0 2 0.25 25 75
07 0 0 0 0o o0 6 0 6 2 0.25 25 75
08 8 4 0 0o o0 5 6 0 4 0.50 50 50
14 1.74

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 19. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos libres de contaminacion a los 49 dias de la Fase de Introduccion.
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Valor Valor medio

10.460
10.050
9.640
9.640
9.230

e N NV o)

La prueba tukey al 0.05% para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 19), hubo la presencia de 4 promedio, que fueron evaluados
el nimero de frascos de ensayo libres de contaminacion.

De los resultados alcanzados, se establece 3 promedio, siendo el T8 como los mejor
tratamientos libres de contaminacion.

Tabla 20. Frascos de ensayos libres de contaminacion a los 56 dias de la
Fase de Introduccion.

Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 > X % %
Desinfecci6  Contaminaci

n on

04 o 5 0 7 0 O 5 0 3 037 37 63

05 0O 8 0 0 0 O 4 4 3 037 37 63

06 6 0 7 0 8 O 0 0 2 025 25 75

07 O 0 0 0 0 6 0 6 2 025 25 75

08 8 4 0 0 0 5 6 0 3 037 37 63

13 1.61

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 21. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos libres de contaminacion a los 56 dias de la Fase de Introduccion.

Valor Valor medio

10.870
9.230
9.230
8.820
8.410

03N B~ W

La prueba de tukey al 0.05%  para las variables de fracos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 21), hubo la presencia de 4 rangos que fueron evaluados el
nimero de frascos de ensayo libres de contaminacion. De los resultados alcanzados, se
establece 4 promedios, siendo el T5, T4 y T8 como los mejores tratamientos libres de
contaminacion.



61

Tabla 22. Sobrevivencia.

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 > Explante
vivos (%

04 o5 o 7 0 O 5 0 3 37

05 08 0 0 O0 O 4 4 3 37

06 6 0 7 0 8 0 0 0 3 37

07 00 0 0 0 6 0 6 2 25

08 8 4 0 0 0 5 0 0 3 37

15

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM

Tabla 23. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable sobrevivencia

Valor Valor medio

10.870
9.230
9.230
8.820
8.230

03N B~ W

El porcentaje de sobrevivencia en los tratamientos de la variedad en estudio
presentaron los siguientes promedios de sobrevivencia en el (Tabla 23), para T4, TS,
T6, T8 fue de 37% de sobrevivencia. Es significativo notar que a pesar de que el
tratamiento 06, fue el que se le observo con mayor porcentaje de
contaminacion, logro el 25% de sobrevivencia. Con esto se puede afirmar que la
contaminacion, al estar presente en tejido necrosado de la cicatriz de corte, ubicada
fuera del medio basal, no afecto6 a la yema en crecimiento ubicada en la parte
central del segmento.

Por el contrario, en trabajos realizados por Pierick (1960), la contaminacion del
medio y la mala desinfeccion, provocd la muerte de los explantes, debido a su
deficiente capacidad de absorcion de nutrientes

Tabla 24. Aparicion de callos.

Tratamientos 1 2 3 4 5 6 7 8 > X
04 o5 o0 7 0 0 5 0 3 0.37

05 0 0 0 0 0 O 0 4 1 0.12

06 6 0 7 0 8 0 0 0 3 0.37

o7 0 0 0 0 0 O 7 0 1 0.12

08 0 4 0 0 0 O 0 0 1 0.12

9 1.1

Fuente: Laboratorio de Biotecnologia vegetal UNESUM
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Tabla 25. Prueba de rango multiple de tukey de los promedios de la variable aparicion de
callos.

Valor Variable media
4 9.230
6 9.230
5 8.410
7 8.410
8 8.410

La prueba de tukey al 0.05%  para las variables de frascos de ensayos libres de
contaminacion (Tabla 25), hubo la presencia de dos promedio. En el primer
promedio se ubico el valor encontrado en los T4y T6, en el segundo el TS5, T7 T8 y
el que fueron evaluados el nimero de frascos de ensayo libres de contaminacion. El
resultados alcanzado, se establece dos promedio, siendo los T4y T6 como los
mejores tratamientos en aparecimiento de callos.

Discusion

El desarrollo de los resultados estadisticos solo pudo hacerse mediante la influencia
que el medio ejerce entre la especie y la hormona. Para llegar a obtener conclusiones
validas y reflexivas se debe mencionar que en la micropropagacion in vitro de banano

orito (musa acuminata) no existe mayor investigacion lo que determiné realizar esta
investigacion.

En este ensayo, la especie investigada demostrdé buen comportamiento en el desarrollo
del proceso de desinfeccion, sobrevivencia, aparecimiento de callos y brotes, lo que
determino que si factible producir plantas invitro de esta especie para la propagacion de
plantas resistentes a enfermedades.

Para obtener  resultados positivos en la fase de desinfeccion en la especie Musa
acuminata, es necesario que se seleccionen protocolos de desinfeccion adecuado asi lo
demuestran los resultados obtenidos en el proceso de establecimiento.

En lo que respecta al nimero de frascos contaminados el T4 , TS y T8 obtuvo el
menor porcentaje de contaminaciébn en comparacion con los otros tratamientos, debido
a que no existi0 necrosis en la cicatriz de corte, sitio donde se presentd la
contaminacion causadas por por hongos propios del material vegetal muerto.

Es significativo notar que a pesar de que el tratamiento O6, fue el que se le observo
con mayor porcentaje de contaminacion, logré el 25% de sobrevivencia.
Con esto se puede afirmar que la contaminacion, al estar presente en tejido
necrosado de la cicatriz de corte, ubicada fuera del medio basal, no afectd a la
yema en crecimiento ubicada en la parte central del segmento Por el contrario, en
trabajos realizados por Pierick (1960), la contaminacion del medio y la mala
desinfeccion, provocd la muerte de los explantes , debido a su deficiente capacidad de
absorcion de nutrientes.
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Para garantizar una mejor desinfeccion inicial de los cormos de banano orito, se
concuerda con (Cassells, 1991). Que  recomienda utilizar cloro al 40% en vez de
hipoclorito de sodio al 5%, asi mismo aumentar de 15 a 20 minutos, el tiempo de inmersion
de los explantes en el desinfectante.

El mayor aparecimiento de brote se lo alcanzo con 8mg/l de  6- Benzilaminopurina
(BAP) y 0.30mg/l de Acido indolacético (AIA), correspondientes a T8 a siendo este
tratamiento el que presento el 87% de contaminacién, lo que concluye que la
contaminacion de los segmentos apicales no interviene en su desarrollo, cuando esta no
sea proveniente del medio o por una mala desinfeccion de los segmentos apicales. El
tratamiento de mayor aparecimiento de callo se obtuvo con los tratamientos T4 y TS,
consiguiendo la formacion de una vitroplanta, en lo que concuerda. (Pierik, 1990). Que las
auxinas y citoquininas utilizadas en dosis bajas generalmente producen: elongacion celular
y expansion de los tejidos, division celular (formacion de callo), y formacion de raices
adventicias, inhibicion de la formacion de vastagos axilares y adventicios, formando asi
una nueva planta.

Conclusiones

Las dos hormonas utilizadas las citoquinina y las auxinas en la fase de
introduccion  del banano orito. Musa acuminata, bajo condiciones in  vitro
promovieron el crecimiento de las yemas trayendo consigo la formacion de una vitro-
planta.

En los pre ensayos el protocolo de desinfeccion que dio mejor resultado
pertenecié a la segunda desinfeccion, en la que se procedio a eliminar las hojas al
explante. Los segmentos de yemas fueron sumergidos por un minuto en alcohol de
70, se agitd y se enjuagd por tres veces con agua estéril. Los segmentos de tallo de
meristemo se colocaron en bicloruro de mercurio 0.8% durante 7 minuto se agitdé y
se enjuagd tres veces con agua estéril durante dos minutos, luego se le empleo cloro
40% durante 15 minuto, Se realiz6 un corte transversal utilizando la yema apical, para
obtener un segmento con su respectiva yema , con una longitud 1.5 cm , para
evitar su deterioro como fue evidenciado en los pre-ensayos anteriores.

Se logré la mayor aparecimiento de brote con 8mg/l de 6- Benzilaminopurina (BAP)
y 0.30mg/l de Acido indolacético (AIA), correspondientes a T8 a pesar que fue el
tratamiento que presentd el 87% de contaminacion, con esto seconcluye que la
contaminacion de los segmentos apicales no influye en su desarrollo, cuando esta no sea
proveniente del medio o por una mala desinfeccion de los segmentos apicales.
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Tema 4

Influencia del balance hormonal en la multiplicacion in vitro del platano barraganete
Musa paradisiaca en el canton jipijapa

Santiago Alvarez, Blanca Indacochea, Marcos Manobanda, Carlos Castro

La ciencia y la tecnologia, en la sociedad evolucionaria, deben estar al servicio de la
liberacion permanente de la humanizacion del hombre.

Paulo Freire

Resumen

El objetivo del presente trabajo fue establecer un protocolo para el cultivo inicial del
platano barraganete., mismo que consiste en obtener la desinfeccion adecuada, para los
segmentos de meristemos y observar la respuesta de estos sometidos a diferentes dosis de
fitohormonas para realizar la micropropagacion in vitro. La investigacion se desarrolld
durante el afo 2012, en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad
Estatal del Sur de Manabi. El trabajo comprendi6 dos partes. En la primera se determind el
protocolo de desinfeccion para segmentos de yema de dpices o meristemos. En la segunda
parte, se probaron 6 tratamientos en dosis combinadas de la auxina acido
indolacético (AIA) y la citoquinina 6-bencilaminopurina (BAP) en diferentes
concentraciones incluyendo el testigo sin fitohormonas. Se utilizd el Disefio
Completamente al Azar (DCA) para evaluar las variables: Aparecimiento de callos.
Aparecimiento de brotes y porcentaje de sobrevivencia y el Disefio Bloque Completo
al Azar (DBCA) para la variable nimero de frascos contaminados. Se realizaron ocho
repeticiones 'y cinco frascos de ensayo por unidad experimental. Cuando se
encontraron diferencias significativas se utilizd la prueba de Tukey al 5%. Se
recomienda utilizar el Protocolo de desinfeccion desarrollado, para estudios de
multiplicacion in vitro de Musa paradisiaca y otras Musas; probar el aparecimiento
raices de los segmentos de yemas apicales para el proceso de incubacion; evaluar el
comportamiento de la vitroplanta en las fases de micropropagaciéon y acondicionamiento
ex vitro.

Palabras clave: Callos, incubacion, tratamiento, auxina, apice.
Summary

Influence of hormonal balance on in vitro multiplication of Barraganete banana Musa
paradisiaca in the Canton Jipijapa

The objective of the present work was to establish a protocol for the initial crop of the
Barraganete banana, which consists in obtaining adequate disinfection for the meristem
segments and to observe the response of these which are subjected to different doses of
phytohormones for performing the in vitro micropropagation. The research was developed
during the year 2012, in the Plant Biotechnology Laboratory of the State University of
Southern Manabi. The work was divided into two parts. In the first one, the disinfection
protocol was determined for apex bud segments or meristems. In the second part, 6
treatments were tested in combined doses of auxin Indoleacetic Acid (AIA) and cytokinin
6-benzylaminopurine (BAP) in different concentrations including the witness without
phytohormones. The Completely Randomized Design (DRA) was used to evaluate the
variables: Appearance of callus, appearance of sprouts and survival percentage and the
Completely Randomized Block Design (CRBD) for the variable number of contaminated
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vials. Eight replicates and five test vials, per experimental unit, were performed. When
significant differences were found, the Tukey test at 5% was used. It is recommended to
use the developed disinfection protocol for in vitro multiplication surveys of Musa
paradisiaca and other Muses; to test the appearance of roots of apical bud segments for
incubation process; to evaluate the vitroplant behavior in micropropagation phases and ex
vitro conditioning.

Key words: Callus, incubation, treatment, auxin, apex.
Introduccion

El platano es un producto de gran importancia econémica a nivel nacional, debido a que es
uno de los principales productos en la canasta familiar, su explotaciéon y comercializacion
genera ingresos y empleo. La calidad externa del platano es uno de los factores que motiva
la compra y entre ellos la presentacion de los frutos puede ser afectada por el latex que
segregan ¢éstos después del corte y que se adhiere a la céscara, dandoles un mal aspecto
(manchado del fruto). La adecuacién del platano para su comercializacion en fresco incluye
procesos de cosecha, seleccion, desmanes, lavado, secado, rotulado y empaque (Diaz et al.
2004), El proceso de lavado de frutos de Banano y Platano en zonas de exportacion ha
obedecido al tratamiento de los gajos o dedos, por inmersién en una solucion de agua mas
alumbre al 1% durante 15 min. (Rodriguez et al. 1998). Al alumbre se le atribuye la
propiedad de flocular o precipitar el latex, evitando el manchado y el posterior deterioro de
la condicidn fisica de los frutos (Rodriguez 1999).

En las zonas de exportacion se dispone de infraestructura eficiente para Ia
adecuacion del platano, la cual, incluye tanques de lavado donde es depositado el alumbre
y el agua fluye de manera permanente; situacion contraria al sistema de adecuacion del
platano en la zona cafetera que por las condiciones fisiograficas se recurre a la utilizacion
de tanques moviles de plastico sin que haya renovacion del agua durante el lavado en cada
cosecha; de alli que el uso de alumbre sea poco efectivo, creando la necesidad de usar
productos alternos como: detergentes (Fab), jabon x 20 (base alcalina); lonlife + merteck y
steol (shampoo Aleman) (AGROTROP 2002).

La propagacion vegetativa para (Diaz et al. 2000), es un método utilizado para multiplicar
partes vegetativas, utilizdndose tejidos vegetales que conserven las caracteristicas
hereditarias de planta donadora y asi generar nuevos individuos. La investigacion permitira
proporcionar una alternativa que facilite la disponibilidad de un material de siembra en
Optimas condiciones (caracteristicas deseables, excelente calidad genética y aspecto
fitosanitario, entre otros) que simplifique la instalacion de un sistema de produccion,
obteniendo plantas uniformes y permite realizar labores de cosecha de la manera mas
eficiente.

La carencia de material de alta calidad es uno de los factores que limitan el buen
desarrollo de las plantaciones de platano. La propagacion vegetativa in vitro consiste en
la estimulacion y proliferacion de brotes mediante la aplicacion  de reguladores de
crecimiento.

Materiales y métodos

El presente trabajo experimental se realizo en el laboratorio de Biotecnologia
vegetal de la Universidad Estatal del Sur de Manabi. Ubicada en el Km. 1 via a los
Angeles - Noboa. La duracién del ensayo abarco el periodo comprendido entre Mayo a
Agosto del 2012.
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Material experimental
Segmentos de yemas de apices platano barraganete (Musa paradisiaca.)

Medio de cultivo Murashige - Skoog (MS) mas diferentes dosis de 6-
Bencilaminopurina (BAP) y Acido Indoacético (AIA)

Métodos

El método que se utiliz6 en esta investigacion es el experimental Bloque completamente al
azar de 5 x 8, se analizaron los resultados obtenidos en el disefio de la especie
utilizada con los distintos  niveles de dosis de hormona comparandolos con sus
testigos. Se complementd el trabajo con la utilizacion de otros métodos como el
hermenéutico el método inductivo y deductivo.

En la Investigacion todos los instrumentos empleados fueron esterilizados en la autoclave
a 121 °Cy 15 libras de presion.

La investigacion comprendié dos partes:
Primera parte: Protocolo de desinfeccion.
Segunda parte: Iniciacion o introduccion
Manejo especifico del experimento

La primera parte del trabajo consisti6 en encontrar un protocolo de
desinfeccion  apropiado para los segmentos de yemas apicales. El trabajo
demand6 un periodo de tres meses comprendido entre Abril 2012 y Junio 2012, en
el que se probaron diferentes compuestos quimicos con propiedades
desinfectantes, que cumplieron con la condicion de ser facilmente disponibles y
econdmicamente accesibles.

La segunda parte del trabajo se realizd en Junio - Agosto 2012. Consistid en
probar las diferentes dosis de fitohormonas, tomando un tiempo de noventa dias.

Transcurrido ese tiempo, los segmentos de yemas apicales fueron transferidos a un
medio fresco, para evitar su deterioro por el desgaste de nutrientes

Preparacion del material vegetal

Las plantas utilizadas para el desarrollo de la investigacion, fueron obtenidas de la
hacienda Bazurto ubicado en el Cantén Valencia Provincia de los Rios. Se
eligieron las plantas que demostraron las caracteristicas fenoldgicas tipo. Se ejecuto
el protocolo que resultd ser el mas apropiado para este trabajo de conformidad
con los resultados obtenidos en los pre-ensayos.

El proceso continuo fue el siguiente:

« Se prepararon segmentos de meristemo, se hizo la primera
reduccion de meristemo entre 2.5 - 5 cm, provenientes de las plantas madre.

» Se procedio a eliminar las hojas al kolino.

* Los segmentos de tallo fueron lavados y sumergidos con agua
corriente y detergentes hasta que salga el detergente, se coloca en una
solucion de 3% NaOCI mL/L + Tween 80 durante 20 minutos, se realizo
3 enjuagues.

* Los segmentos de tallo fueron sumergidos con Bicloruro de mercurio
0.05% durante 5 minutos, se realizo 5 enjuagues. Luego se realizo
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la segunda reduccion de meristemo de 1.5 cm de base y 3 cm total, se dejo
en cisteina y se traslado al 4rea de siembra.

* Se colocaron los segmentos de tallo en Tween80, en la dosis de
15ml/litro, durante 20 minutos y se agité ocasionalmente.

* Se sumergieron los segmentos de tallo en solucion Captan 80%, DF a
una concentracion de 1 g/L, durante 15 minutos.

 Los segmentos de tallo fueron lavados tres veces, por dos minutos,
con agua estéril.

Preparacion de los medios de cultivo para la Investigacion.

» Se prepar6 los Stocks I, II, III, IV, y vitaminas

* Se prepar6 el medio Murashige Skoog (MS), 200ml para cada
tratamiento utilizando los siete stocks, sacarosa y agar.

* Se adicionaron las fitohormonas; 4cido indolacético (AIA)
y  6- Bencilaminopurina (BAP) en dosis diferentes excepto el
testigo

* Se reguldo el pH a 5.5 con é&cido sulfurico (H2SO4) en una
concentracion de 0.0001ppm, e hidréxido de sodio (NaOH) en la
misma concentracion.

* El medio de cultivo fue calentado para luego adicionar el
agar a una concentracion de 7.5g/1.

*  Elmedio de cultivo se reparti6 en 40 frascos de ensayo SmL/frasco.

 Los frascos de ensayo se sellaron con tapa tipo rosca y se
esterilizacion en el autoclave a 15 libras de presion durante quince
minutos.

* Los frascos fueron llevados al almacén de medio de cultivo y
permanecieron en ¢l durante 24 horas previo a su utilizacion.

* Los segmentos de yemas de apice se colocaron en el medio de cultivo.

* Los frascos de ensayo se sellaron con tapa tipo rosca, con el fin
de evitar contaminacion y deshidratacion de los segmento de yema de
apices.

 Los frascos asi preparados fueron trasladados al cuarto de
incubacion o crecimiento con una humedad relativa del 60% y una
temperatura de 24°C, con un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de
oscuridad

Resultados y discusion

Los resultados obtenidos tanto en los pre-ensayos (Primera Parte) como en los
ensayos definitivos (Segunda Parte) fueron los siguientes:
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Tabla 1. Numero de frascos contaminados en la Etapa Preparatoria.

Desinfeccion Frascos Eficiencia de
contaminados desinfeccion (%)
PROTOCOLO 1 3 62.5
PROTOCOLO 11 1 87.5
PROTOCOLO 111 1 87.5
PROTOCOLO IV 2 75.0
PROTOCOLO V 5 37.5

Tabla 2. Numero de frascos fenolizado en la Etapa Preparatoria.

Tratamiento de Frascos fenolizados Frascos no fenolizado (%)
desinfeccion

PROTOCOLO 1 3 62.5

PROTOCOLO 11 1 87.5

PROTOCOLO III - 100

PROTOCOLO 1V - 100

PROTOCOLO V 4 50.0

En la tabla 1, se puede apreciar que el Protocolo IIl y IV alcanzo una eficiencia del
100% de no fenolizacion. En la tabla 2, se puede apreciar que los frascos fenolizados se
presentaron en los protocolo I, Il y V, con la presencia 8 frascos de ensayos fenolizados
de los 40 utilizados del ensayos.

A pesar que se partid de explantes obtenidos de la empresa bananera “Bazurto”, el cual
no contaba, por un lado, con medidas sanitarias de acceso, tenia  una estructura
abierta en los flancos, lo que daba lugar al ingreso de agentes contaminantes,
incluso de insectos; y, por otro lado, el riego por aspersion, provocaba salpicaduras
y dispersion de potenciales agentes patdgenos. Sin embargo, el porcentaje de
contaminacion apenas fue 12,5 -37.5%, Incluyendo la causada por hongos y bacterias,
con lo que reafirma el éxito obtenido en esta etapa del presente estudio.

Los explantes contaminados tanto por hongos, bacterias o por ambos, fueron retirados y
descartados, sin embargo, segun Vuylsteke (1989), Estos pueden ser utilizados
nuevamente efectuando una desinfeccion con antibidticos comerciales del tipo
Cefotaximun (Cefaloxporina) y Carbenicillin (Sal sédica de A-arboxibencil penicilina)
a concentraciones de 150mg/L y 1000mg/respectivamente.

La contaminacion puede disminuirse aun mas, aumentando las medidas de asepsia dentro y
cerca de la sala de transferencia, asi como garantizando una esterilizaciéon mas cuidadosa
de instrumentos, medios de cultivo, envases y la desinfeccion del area de transferencia y
del operario (técnico que realiza la siembra); también es aconsejable emplear explante
de menor tamafio para la siembra inicial.



70

Para garantizar una mejor desinfeccion inicial de los cormos Fitchet & Winnaar (1988),
recomiendan utilizar hipoclorito al 10% en vez de hipoclorito de sodio al 5%, asi mismo
aumentar de 10 a 20 minutos, el tiempo de inmersion de los explantes en el desinfectante.

En cuanto a la fenolizacion o necrosis (oscurecimiento de las paredes del cormo) de los
explantes, a pesar de que se observd claramente este fenomeno, las pérdidas de material
(explantes) no fueron considerables, puesto que solamente hubo un porcentaje en tres
tratamiento que presentaron  porcentaje de contaminacion de 12.5- 37.5% vy fueron
descartados por esta causa.

Un aspecto que se debe considerar es que el Tween 80, por ser un bactericida
eficaz y por lograr la mejor adherencia de los productos quimicos de desinfeccion
(Gutiérrez y Chen-Han 1994), fue utilizado en todos los tratamientos de esta fase. Su
dosis y tiempo de aplicacion fueron incrementados gradualmente y sus resultados
fueron més  promisorios. La desinfeccion se complementd con los fungicidas
protectante Captan 80 DF, Cobre Nordox, Cymoxopac, Amistar.

Se encontr6 que el Protocolo Il yIV cumplieron con las condiciones
apropiadas de desinfeccién en este trabajo experimental, por lo tanto fue el utilizado
en el ensayo definitivo.

Tabla 3. Porcentaje de contaminacion de yemas de apicales Musa paradisiaca

Dias

Tratamientos

7 14 21 28 35 42 49 56
T1 - - - - - - - -
T2 25 25 37.5 375 50 50 50 50
T3 12.5 12.5 12.5 125 25 25 25 25
T4 12.5 12.5 12.5 12,5 50 50 50 50
T5 N.C 25 37.5 375 375 37.5 37.5 375

T6 N.C 25 375 375 25 375 375 375
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Tabla 4. Prueba multiple de Tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayo contaminados.

Valor 2 Valor 12
Medio
1.307
1.256
1.205
1.205
1.051

[V, IRVS o) RN SN 9}

La prueba Tukey al 5% para tratamientos (Tabla 4), detecto la presencia de tres variables.
En el primer promedio T2, en el segundo los T 4, 6 y 3 y en el tercero el TS en que fueron
evaluados el numero de frascos contaminados. De los resultados obtenidos, se puede
sefialar que a medida que transcurre el tiempo, también se incrementa el nimero de
frascos contaminados.

Bésicamente, hasta el momento se puede afirmar que la contaminacion fue causada
por hongos, pues se evidencid6 la presencia de micelio. Esta contaminacion
estaria atribuida a que el material vegetal empieza a necrosarse en la cicatriz de corte,
sitio en el cual se observo la contaminacion. El tratamiento con menor contaminacion
corresponde al T3 con un valor de 25%. Los valores registrados, pueden atribuirse
a que el material vegetal utilizado provino de distintas plantas madre en diferente
estado fisiologico y posiblemente en este tratamiento se incluyd material vegetal
proveniente de una planta madre joven, donde la respuesta in vitro es adecuada y las
posibilidades de contaminacion por deterioro del explante disminuyen, debido a
que los tejidos estan en plena division celular y crecimiento, a diferencia de
las plantas viejas, como reportd Krikorian (1991b), quien indica que entre  los
factores que afectan la micropropagacion se encuentra el estado fisiologico de las plantas,
en especial el factor juvenilidad.
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Tabla 5. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable frascos libres de
contaminacion a los 7 dias de la Fase de Introduccion.

Valor 2 Valor 3
Medio
1.359
1.359
1.307
1.256
1.151

DN AN WN

La prueba Tukey al 0.05% para las variables de frascos libres de contaminacion (Tabla 5),
detectd6 la presencia de cuatro variables. En el primer lugar se ubicaron los T2y T3,
en el segundo el T4, en el tercero T 6,y en el cuarto T 5 que fueron evaluados el numero de
frascos libres de contaminacion. De los resultados obtenidos, se establece que el TS5y T6
son los mejores tratamientos libres de contaminacion.

Tabla 6. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable frascos de
ensayos libres de contaminacion a los 14 dias de la Fase de Introduccion.

Valor 2 Valor 4
Medio
1.462
1.359
1.359
1.307
1.154

AN AW

La prueba Tukey al 0.05% para las variables de frascos libres de contaminacion (Tabla
6), detectd la presencia de cuatro promedios. En el primero se ubicé el T2, en el
segundo T 3 y T4, en el tercero TS5, y en el cuarto T6, que fueron evaluados el
namero de frascos libres de contaminacién. De los resultados obtenidos, siendo los T3 y
T4, los mejores tratamientos libres de contaminacion.
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Tabla 7. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable frascos
libres de contaminacion a los 42 dias de la Fase de Introduccion.

Valor 2 Valor 8
Medio

1.307
1.256
1.205
1.205
1.102

AN NN W

La prueba Tukey al 0.05% para las variables de frascos libres de contaminacion (Tabla
7), detectdé la presencia de tres variables. En el primer caso se ubico el T3, en el
segundo los T4, T2 y TS y el tercer T6, que fueron evaluados el nimero de frascos
libres de contaminacion. De los resultados obtenidos, se establece que el T3 es el mejor
tratamiento libre de contaminacion a los 42 dias de la Fase de Introduccion alcanzaron los
resultados.

Tabla 8. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable frascos
libres de contaminacion a los 49 dias de la Fase de Introduccion.

Valor 2 Valor 9
Medio
1.307
1.256
1.205
1.205
1.051

NN W

La prueba Tukey al 0.05%  para las variables frascos libres de contaminacion (Tabla
8), detectd la presencia de tres variables. En el primer caso se ubicé el T3, en el
segundo los T2, T4 y T5 y en el tercer T6  que fueron evaluados el nimero de
frascos libres de contaminacion a los 49 dias de la Fase de Introduccion. De los resultados
obtenidos, se establece el T3 como mejor tratamiento libre de contaminacion.
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Tabla 9. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable frascos libres
de contaminacion a los 56 dias de la Fase de Introduccion.

Valor 2 Valor 11
Medio
1.307
1.256
1.205
1.205
1.051

N BN LW

La prueba Tukey al 0.05% para las variables de frascos libres de contaminacion (Tabla
9), detectd la presencia de cuatro promedios. En el primer se ubicod el T3, en el
segundo el TS5, tercer lugar los T2, T4 y en el cuarto T6, que fueron evaluados el
numero de frascos libres de contaminacion. De los resultados obtenidos, se establece  al
T3 como el mejor tratamiento libre de contaminacion a los 56 dias de la Fase de
Introduccion.

Tabla 10. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable
Aparicion de callo.

Var 2 Valor 13
Medio

1.205
1.205
1.051
1.051
1.102

AN DN AW

La prueba Tukey al 0.05% para las variables aparicion de callos (Tabla 10), detectd
la presencia de tres promedios. El primero ubica a los T2y T3, el segundo los
T4, TS y el tercer T6 que fueron evaluados el nimero de frascos con aparicion de callos.
De los resultados obtenidos, se establece los T2 y T3  como los mejores
tratamientos de aparecimiento de callos en la Fase de Introduccion.
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Tabla 11. Prueba de rango multiple de Tukey de los promedios de la variable Aparicion
de brotes.

Valor 2 Valor 14
Medio

1.154
1.102
1.102
1.051
1.000

()N \S LV, RRVUS NN

La prueba Tukey al 0.05%  para las variables de frascos con aparicion de brotes
(Tabla 11), detectd la presencia de cuatro variables. En el primer lugar se ubica el
T4, el segundo los T3, TS, el tercer T2 y el cuarto T6 que fueron evaluados el numero
de frascos con aparicion de brotes. De los resultados obtenidos el T4 obtuvo el mejor
tratamiento con aparicion de brotes de la Fase de Introduccion.

Sobrevivencia

En esta variable se hizo una evaluacion porcentual de los segmentos de yemas de apices
al término de la Fase de Introduccion. Los datos se obtuvieron a los 56 dias de
terminada fase de introduccion.

Tabla 12. Porcentaje de sobrevivencia en la Fase de Introduccion.

Tratamientos Medias (%)
T1 -
T2 37.5
T3 75.0
T4 75.0
T5 50.0
T6 12.0

De cuerdo a porcentaje de sobrevivencia en los tratamientos de la variedad en estudio
presentaron los siguientes promedios de sobrevivencia para T3 y T4 fue de 75% de
sobrevivencia (Tabla 12).

Es importante notar que a pesar de que T6, fue el tratamiento con mayor porcentaje de
contaminacion, alcanzé6 el 12% de sobrevivencia. Se puede afirmar que la
contaminacion, al estar presente en tejido necrosado de la cicatriz de corte, ubicada fuera
del medio basal, no afecto a la yema en crecimiento ubicada en la parte central del
segmento nodal, la cual se desarroll6 normalmente.
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Por el contrario, en trabajos realizados por Pierick (1960), la contaminacién del medio
y la mala desinfeccion, provocd la muerte de los explantes de Cymbidium sp., debido a su
deficiente capacidad de absorcion de nutrientes.

Discusion

La base de este trabajo de investigacion, fue la busqueda de un protocolo eficiente para la
produccion de plantas de platano barraganete mediante micropropagacion. El cultivo in vitro,
permite la multiplicacion de plantas a gran escala, especialmente en el ambito de la produccion

comercial, lo que determino hacer este ensayo sobre Influencia del balance hormonal en
la multiplicacion in vitro del platano barraganete Musa paradisiaca en el canton Jipijapa.

Los resultados del experimento uno en la fase de establecimiento mostré que el tratamiento 3
en bicloruro 0,05% durante 20 minuto se agitdé ocasionalmente y se enjuagd tres veces con
agua estéril durante dos minutos, luego se le empleo 30% durante 5 minuto, y luego se utilizo
cobre nordox 0,5% +Amistar 0,5% durante 15 minutos. Obtuvo un promedio de
contaminacion por hongos y bacterias fue de 12.5%, lo que permiti6 una sobrevivencia del
87.5%. Esto demuestra que el uso de bicloruro, cloro, combinado con cobre nordox 0.5%
+Amistar 0.5%, puede controlar este tipo de microorganismos, al menos durante los 28 dias que
permanecieron en el medio de cultivo inicial. También corroboran dichos resultados los
obtenidos por Fitchert & Winnaar (1988), quienes determinaron que la contaminacién por
hongos es uno de los principales problemas que limitan el establecimiento aséptico de segmentos
nodales.

En cuanto al tratamiento de mayor aparecimiento de callo se obtuvo con los tratamientos
T2 y T3, La produccion de callo se vio incrementada por la presencia de reguladores de
crecimiento en el medio de cultivo, aunque la presencia de citoquininas aumenta los niveles
de oxidacién en lo que se concuerda con (Mroginski y Roca 1993), ya que una vez que
comienza la division celular la oxidacion se reduce debido a que el proceso de exudado de
sustancias fendlicas se ve inhibido. Existia también una relacion negativa entre la presencia de
oxidacién y la produccion de callo. Esto puede confirmar la teoria sugerida anteriormente acerca
de la inhibicion del crecimiento del callo por la presencia de oxidados fendlicos.

El empleo de la citoquininas bencilaminopurina (BAP) hace que en los explantes regeneren
mayor numero de plantas y de menor tamafio a medida que aumenta la concentracion de la
citoquininas en el medio de cultivo ya que el BAP actia como inhibidor de la dominancia apical
y potencia la formacion de brotes laterales (Flores 1998).

El objetivo de esta fase fue establecer una mejor concentracion de citoquininas (BAP) para la
proliferacion de brotes de platano barraganete, luego de los 56 dias de haber sido transferido los
explantes al medio con diferentes concentraciones de citoquininas, no se observd diferencias
significativas, el tratamiento T4 (4mg/l de 6- Benzilaminopurina (BAP) y 0.60mg/l de Acido
indolacético (AIA), sin embargo present6 el promedio més alto en supervivencia con un 75%
de explantes vivos. Por lo tanto queda aceptada nuestra hipotesis, estos resultados son
similares a la investigacion realizada por (Ortega 2010) quien con explantes evaluados a las
nueve semanas observaron que la proliferacion de brotes con BAP al 0,5 mg L-1 fue el mejor
tratamiento en cuanto a la aparicién nuevas yemas, brotes con mayor longitud en comparacion
con los otros tratamientos.

La micropropagacion mediante la induccion de yemas axilares y apicales derivados de
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plantulas de Crescentia cujete, ha sido efectiva presentando un 98% de brotacion a partir de
plantulas germinadas in vitro. Sin embargo, la induccién de brotes a partir de tallos y hojas
hasta ahora no ha dado resultados positivos. Asimismo para esta especie resultd una limitante
significativa el alto indice de contaminacidén por bacterias en los explantes empleados (Estopa
2005). Esta investigacion coincide con el presente estudio, donde se utilizo meristemos de
yemas tampoco obtuvimos el mayor porcentaje de supervivencia requerido en todos los
tratamientos, que permita a lo posterior su enraizamiento, al igual que investigaciones
anteriores tuvimos un limitante que fue la contaminacion.

Conclusiones

* En la desinfeccion de los explantes de platano barraganete (Musa paradisiaca) en la fase
de establecimiento se obtuvo el mayor porcentaje de supervivencia fue con la
concentracion de bicloruro 0,05% durante 20 minutos, cloro 30% durante 5
minutos, cobre nordox 0,5% +Amistar 0,5% 15 minutos, se obtuvo un promedio de
contaminacion por hongos y bacterias de 12.5%, lo que permiti6 una
sobrevivencia del 87,5%.

* Para la proliferacion de brotes y callos en platano (Musa paradisiaca.), se obtuvo con
4mg/l de Bencilaminopurina (BAP) y 0.60, Omg/l de Acido indoacético (AIA).

« El tratamiento T4 (4mg/l de 6- Benzilaminopurina (BAP) y 0.60mg/l de Acido
indolacético (AIA), presentd el promedio mas alto en supervivencia con un 75% de
explantes vivos.
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Tema 5

Propagacion vegetativa de platano (Musa paradisiaca), dominico (Musa sapientum) y
banano (Musa cavendish), mediante el uso de hormonas de enraizamiento ANA y BAP,
en el laboratorio de biotecnologia vegetal

Paul Choez Indacochea, Blanca Indacochea G, Marcos Manobanda

Ayudar al que lo necesita no solo es parte del deber, sino de la felicidad

Jose Marti

Resumen

La investigacion Propagacion vegetativa del platano (Musa Paradisiaca), dominico (Musa
Sapientum) y banano (Musa Cavendish), mediante el uso de hormonas de enraizamiento (ANA y
BAP), fue realizado en el laboratorio de biotecnologia vegetal, de la Universidad Estatal del Sur
de Manabi, los objetivos fueron: i) determinar el comportamiento agrondémico en la
multiplicacion vegetativa de platano y banano con la aplicacion de 4cido naftilacético (ANA) y
Benzilaminopurina (BAP), ii) evaluar los porcentajes de sobrevivencia en los tratamientos de
induccion de raices del platano y banano; ademas de establecer el costo unitario de las plantas en
la fase de introduccion. Se utilizo el disefio experimental de bloques Completamente al azar en
arreglo factorial 3 x 9 con tres repeticiones. Los factores estudiados fueron el A variedad de
platano que consistia en Platano barraganete, Dominico y Guineo seda y el B Hormonas Acido
a-naftalen acético (ANA) y Benzilaminopurina (BAP), que consistia en las mezclas de sin
Hormona (testigo), 30 mg L-1 ANA, 40 mg L-1 ANA, 50 mg L-1 ANA, 60 mg L-1 ANA, 30
mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP, 40 mg L-1 ANA + 12 mg L-1 BAP, 50 mg L-1 ANA + 14 mg
L-1 BAPy 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP. Las conclusiones indican que la mayor longitud
de brotes se presentd en Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP con 8.73 cm
en promedio y el mayor didmetro de brotes se dio Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg
L-1 BAP con 2.67 mm en promedio. El mayor numero de brotes por cepa se presentd en Platano
barraganete x 30 mg L-1 ANA con 2.47 brotes. El nimero de raices por cepa fue el mejor
tratamiento a Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP con 7.77 cm. El Vigor
presenta de acuerdo a la escala arbitraria realizada como mejor tratamientos a  Platano
barraganete x 30 mg L-1 ANA; Platano barraganete x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP;
Platano barraganete x 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP; Platano Dominico x 40 mg L-1
ANA; Platano Dominico x 60 mg L-1 ANA y Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg
L-1 BAP con 1.40 de vigor cada uno respectivamente.

Palalabras clave: Brotes, tratamiento, raices, vigor, didmetro.
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Summary

Vegetative propagation of banana (Musa paradisiaca), Dominican (Musa sapientum) and
banana (Musa cavendish), through the use of ANA and BAP rooting hormones in the Plant
Biotechnology Laboratory

The Vegetative Propagation of banana (Musa Paradisiaca), Dominican (Musa Sapientum) and
banana (Musa Cavendish) research, through the use of rooting hormones (ANA and BAP), was
carried out in the plant biotechnology laboratory of the State University of Southern Manabi. The
objectives were: 1) to determine the agronomic behavior in banana vegetative multiplication and
banana with the application of naphthylacetic acid (NAA) and Benzylaminopurine (BAP), ii) to
evaluate the survival rates in the induction treatments of banana roots; in addition, to establishing
the unit cost of the plants in the introduction phase. The experimental design of blocks
completely randomized in factorial arrangement 3 x 9 with three replicates was used. The factors
studied were the A banana variety which consisted of banana Barraganete, Dominican and Silk
Guineo and the B Hormones A-naphthalene acetic acid (ANA) and Benzylaminopurine (BAP),
which consisted of mixtures without Hormone (witness), 30 Mg L-1 ANA, 40 mg L-1 ANA, 50
mg L-1 ANA, 60 mg L-1 ANA, 30 mg L-1 ANA+ 10 mg L-1 BAP, 40 mg L-1 ANA + 12 mg L-1
BAP, 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP and 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP. The conclusions
indicate that the highest length of sprouts was presented in Dominican Banana x 30 mg L-1 ANA
+ 10 mg L-1 BAP with 8.73 cm in average and the largest sprouts diameter was given in
Dominican Banana x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP with 2.67 mm on average. The highest
number of sprouts, per strain, was reported in barraganete banana x 30 mg L-1 ANA with 2.47
sprouts. The number of roots, per strain, was the best treatment for banana barraganete x 60 mg
L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP with 7.77 cm. The Vigor is presented according to the arbitrary scale
performed as the best treatment to Banana barraganete x 30 mg L-1 ANA; Banana barraganete x
30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP; Banana barraganete x 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP;
Dominican banana x 40 mg L-1 ANA; Dominican banana x 60 mg L-1 ANA and Dominican
banana x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP with 1.40 of vigor each, respectively.

Key words: Sprouts, treatment, roots, vigor, diameter.

Introduccion

La presente investigacion tuvo como proposito utilizar colinos de una planta madre de Platano
(Musa paradisiaca), ejecutando diferentes dosis de reguladores de crecimiento haciendo
comparacion y probar que dosis actia mas rapido en el proceso de enraizamiento. La carencia
de material de alta calidad es uno de los factores que limitan el buen desarrollo de las
plantaciones de platano y banano. La propagacion vegetativa consiste en la estimulacion y
proliferacion de brotes mediante la aplicacion exdgena de reguladores de crecimiento. La
propagacion clonal o vegetativa es un método utilizado para multiplicar partes vegetativas,
utilizdndose tejidos vegetales que conserven las caracteristicas hereditarias de planta donadora y
asi generar nuevos individuos. (Vasquez, 2000)

La propagacion vegetativa o asexual se utiliza para producir una planta que posea el mismo
genotipo que la planta madre (planta donadora) y esto es posible porque todas las células de una
planta poseen la informacion necesaria o suficiente para reproducir la planta entera. Llas auxinas
influyen en el crecimiento de 6rganos vegetales estimulando la elongacion o alargamiento de
ciertas células e inhibiendo el crecimiento de otras, en funcion de la cantidad de auxina en el
tejido vegetal y su distribucion. (Maluenda y Reyes, 2003)
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En la mayoria de los procesos en que estan implicadas las citoquininas ésta a su vez participa
junto con otras hormonas, especialmente auxinas. La investigacion tuvo como fin proporcionar
una alternativa que facilite la disponibilidad de un material de siembra en Optimas condiciones
(caracteristicas deseables excelente calidad genética y aspecto fitosanitario, entre otros) que
simplifique la instalacion de un sistema de produccidn, obteniendo plantas uniformes y permita
realizar labores de cosecha de la manera mas eficiente. La propagacion vegetativa o asexual es
posible ya que los drganos vegetativos de muchas plantas tienen la capacidad de reproducirse
(Hartmann y kester, 1988)

La via de multiplicacion sexual en muchas especies vegetales tarda gran cantidad de tiempo hasta
obtener la joven planta que luego sera trasplantada previo la obtencion de un tamafio adecuado
como: longitud de tallo, grosor de tallo, numero de hojas, cantidad de raices; factores que
incurren en altos costos de produccion debido a la relacion tiempo/gastos, esto determina que se
recurra a otro método de multiplicacion vegetativa como es la asexual, a través de acodos aéreos,
terrestres, obteniéndose resultados muchos mas satisfactorios y en menor tiempo. (Arismendi J,
2002) en el presente trabajo de investigacion se planted el objetivo Evaluar la propagacion
vegetativa del platano (Musa paradisiaca), dominico (Musa sapientum) y banano (Musa
cavendish), con la aplicacion de acido naftilacético (ANA) y benzilaminopurina (BAP).

Materiales y métodos
Disefio experimental.

a) Factores en estudio.

Factor A: Variedad de platano

V, Platano barraganete (Musa Paradisiaca)
V, Platano Dominico (Musa Sapientum)
V3 Guineo seda (Musa Cavendish)

Factor B: Hormonas: Acido- naftilacético (ANA) y Benziladenina (BAP).

CO0 = Sin Hormona (testigo)

Cl= 30mgL-1 ANA

C2=40mgL-1 ANA

C3=50mgL-1 ANA

C4=60mgL-1 ANA

C5=30mgL-1 ANA + 10 mg L-1 BAP
C6=40mgL-1 ANA + 12 mg L-1 BAP
C7=50mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP
C8=60mgL-1 ANA + 16 mgL-1 BAP

Disefio experimental

Se utiliz6 el disefio experimental de bloques Completamente al azar en arreglo factorial 3 x 9 con
tres repeticiones. Se utilizd el Disefio Completamente al Azar (DCA), con 27 tratamientos
y tres repeticiones (27 x 3). Cada unidad experimental estuvo constituida por 1 cepa, para
determinar diferencias entre medias de los tratamientos se utilizo la prueba de rangos multiples
de Tukey al 0.05% de probabilidad.
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Metodologia

Manejo del experimento

Area de estudio: El presente trabajo experimental se realizd en el cantén Jipijapa que se
encuentra localizado en la parte sur de la provincia de Manabi entre las coordenadas 80° 37° 00’
de longitud y 1° 17’ 40°’S en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Estatal
del Sur de Manabi, Ubicado en el Km. 1 via Noboa, la duracién del ensayo abarcé el periodo
comprendido entre Mayo a Agosto del 2013

Material biologico: El material fue extraido de las fincas de los agricultores ubicados en la
Parroquia la Unidn, recinto San Eloy y el recinto Andil perteneciente al cantdén Jipijapa un dia
antes de realizar el ensayo

Preparacion del sustrato empleado: el sustrato utilizado fue arena de rio, tierra negra y
estiércol de ganado bovino la tierra negra fue coleccionada en los cafetales del recinto Cabo de
Hacha y se utilizaron 60 sacos quintaleros por las 3 platabanda 20 por cada una, 7 sacos de
estiércol de ganado y 7 sacos de arena de rio aplicando una relacion de 3-1-1 tres de tierra
negra, uno de arena de rio y uno de estiércol de ganado para la elaboracion del sustrato.

Desinfeccion del material vegetativo: Para la desinfeccion de las 81 cepas se utilizd un
recipiente de 60 litros de agua con 30 gramos del fungicida cobre de nordox durante 20 minutos
sumergieron los colinos (10 gramos por cada 20 litros de agua).

Preparacion y siembra del material vegetativo: Se procedi6 a lavar y eliminar las raices y
pseudotallos viejo. Se cortd transversalmente el pseudotallo de cada yema a 2 cm del cuello del
rizoma, luego se elimin6 la yema central o dpices meristematicos (romper la dominancia apical),
a una profundidad de 4 cm, dejando una cavidad de 2 cm de didmetro aproximadamente. A
continuacion se realiz6 un corte en forma de cruz al segmento inyectando con una jeringuilla las
diferentes concentraciones de hormonas por cada variedad de platano una vez concluido este paso
se lo llevo a su lugar definitivo.

Establecimiento en vivero: El 4rea total tuvo una dimension de 63m” constituido por tres camas
3m de ancho y 9m de longitud.

Preparacion de concentraciones hormonal: Para la preparacion de las concentraciones
hormonales 4cido naftilacético (ANA) y Benziladenina (BAP) se las realizo en el laboratorio de
biotecnologia vegetal en la que se utilizo una balanza analitica, esta a su vez era encerada cada
vez que se iba a pesar. Aplicando una regla de 3 para sacar los miligramos ese uso papel aluminio
con el que se elabor6 recipientes pequefios que se usaban en cada pesado de hormona ya
distribuidos las concentraciones en sus respectivos frascos se usé hidroxido de sodio para
disolver las hormonas y se enrazo a 25 con agua ionizada.

Riego: se aplico diariamente riego en frecuencia de 2 veces al dia con un intervalo de 1 hora
daria.

Resultados
Longitud de brote

La Tabla 1, presenta el analisis de varianza realizado para la longitud de brote, en este se puede
observar que el factor A variedad de platano y el Factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA)
y benzilaminopurina (BAP), presentan diferencias estadisticas altamente significativas, la
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interaccion Variedad de platano x Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP),
presenta diferencia estadisticas significativas. El Coeficiente de variacion es 55.21 % y el
promedio general 4.21 cm.

Los valores promedios y la aprueba de Tukey realizada, se puede observar que el factor A o
variedad de platano presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a
platano dominico con 6.32 cm y el mas bajo se presentd en guineo de seda con 1.80 cm.

El factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), presenta dos rangos de
significacion estadistica, el mayor corresponde al tratamiento 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1
BAP con 6.71 cm y el rango mas bajo corresponde al resto de tratamientos.

La interaccion presenta cuatro rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a 30 mg
L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP con 8.73 cm y el rango mas bajo se presentd en el tratamiento Sin
Hormona, 40 mg L-1 ANA, 50 mg L-1 ANA, 60 mg L-1 ANA, 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1
BAP, 40 mg L-1 ANA + 12 mg L-1 BAPy 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP con 1.00 cm
cada uno respectivamente.

Tabla 1. Anadlisis de varianza de longitud de brotes.

FUENTES DE GRADOS DE SUMA DE CUADRADOS F F DE TABLA
VARIACION LIBERTAD CUADRADO MEDIOS CALCULADA 0.05 0.01
Repeticion 2 0.68 0.34 0.06 3.18 5.06
Variedad de 2 278.90 139.45 25.88%* 3.18 5.06
platano
Hormonas: (ANA) 8 138.14 17.27 3.20%* 2.13 2.88
y (BAP).
Variedad de 16 173.17 10.82 2.01%* 1.85 2.39
platano x
Hormonas: (ANA)
y (BAP).
Error 52 280.23 5.39
Total 80
Promedio 4.21

C.V.% 55.21
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Promedios de longitud de brotes
10,0

E il H
o
L :
2
illil
=
o
) 11111
PFFIFIFLILRLRLRRATITITIIFLRLRLLREIITITITITIFLR LR LR
QL
S © N @\ YS\\ vs\\ VS\I\Q)VI\Q’Y,\Q,Y,\QV \‘QO(\\ @\ @\ VS\\ ?§5@v>©v>%vb®v \‘(\O(\\ Y?\ ‘;\\ VS\\ v?:\@‘?‘r\q,v“:\@?‘ !\Q??.
ININGINGINGING @%\'@%\'&V@%\’-@o NGINGNGNG @%V@QV@%V@@V@Q‘O NPNGNGNG @9\'@‘?\'&\'@@\'
Ny AN AN
2 Qé\@é\@é\@& Ot et 42 ,50@@@60@@& O AN ,506\59@(00&@@@ NN
Fot T T FF ot T T T T T e Fot e o o
< < < < .0 .0 O O Q2 2 2 2
L & & & & ) @\@\@0&\ & F @ ) ‘?*e,\?e P S SR ©
@ 3 > & NO RS SN N NN @ @ NS
F & O S N o S FTFTFTF VY IV SLLLL YN N
R I P T QO LLSLSFICT I IFNVOO RS CELEEETLO O
& I SIS L LT T P P o oo E
o O O A R P DX P B P D O PO X S N
X é\(‘%@ @\fb %{b + o+ \be\'b \be\fb +° 4+ .9 + + +%
QT QT QTN ‘\é@, P o?’@ 3 JEC \(-\\(,0 & PR ee?"b @
&& & \@0?\@& 00&\00@\00@ 06.\\0 00%009» & zoe
&P F RN 000 & 0&‘0&«\
O O O & NP S
R QT T8

Figura 1. Presenta los valores de longitud de brotes, se puede ver que la mayor longitud se
presenta en el tratamiento 9 (Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP) y 15
(Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP) con 8,57 y 8.73 cm., cada uno
respectivamente.

Diametro de brotes

La Tabla 2, presenta el andlisis de varianza de la variable didmetro de brotes, en este se puede
observar que el Factor A o variedades de platano presentan diferencias estadisticas altamente
significativas, el Factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanina (BAP), presentan
diferencias estadisticas significativas, las otras fuentes de variacion no presentan diferencia
estadistica alguna. El Coeficiente de Variacion es 31.25 % y el promedio general 1.74 mm.

Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, en el que se puede notar que el Factor A
o variedades de platano presenta tres rango de significacion estadistica, el mayor corresponde a la
variedad Platano Dominico con 2.11 mm y el rango mas bajo se presentd en guineo de seda con
1.14 mm. El Factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), presenta
tres rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1
BAP con 2.13 mm y el rango mas bajo se presentd en Sin Hormona (testigo) con 1.32 mm.
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Tabla 2. Anélisis de varianza de diametro de brotes.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrados F Calculada F de tabla
Libertad Cuadrado medios 0.05 0.01

Repeticion 2 0.09 0.04 0.15 3.18 5.06

Variedad de platano 2 14.76 7.38 25.00%* 3.18 5.06

Hormonas: (ANA) y 8 5.92 0.74 2.51* 2.13  2.88

(BAP).

Variedad de platano x 16 5.12 0.32 1.08ns 1.85 239

Hormonas: (ANA) y

(BAP).

Error 52 15.35 0.30

Total 80

Promedio 1.74

C.V. % 31.25

Diametro de brotes.

Figura 2. Presenta los valores promedios de diametro de brotes donde se puede observar que el
mayor diametro se presento en los tratamientos 6 (Platano barraganete x 30 mg L-1 ANA + 10
mg L-1 BAP), 9 (Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP) y 15 (Platano
Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP) con 2.6, 2.6 y 2.7 cada uno en su orden
respectivamente.

Numero de brotes por cepa

La Tabla 3, presenta el analisis de varianza de la variable brotes por cepa, aqui se puede ver que
el Factor A o Variedades de Platano presenta diferencias estadisticas altamente significativas, el
Factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), presenta diferencias
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estadisticas significativas, las otras fuentes de variacion no presentan diferencia estadistica
alguna. El Coeficiente de variacion es 32.57 % y el promedio general 1.64 brotes por cepa.

Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, aqui se puede ver que el Factor A o
Variedades de Platano presenta tres rango de significacion estadistica, el mayor corresponde al
platano dominico con 1.91 brotes y el rango més bajo corresponde al guineo de seda con 1.17
brotes. El Factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), presenta tres
rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP
con 2.08 brotes y el mas bajo se presentd en Sin Hormona (testigo) con 1.20 brotes.

Tabla 3. Andlisis de varianza de brotes por cepa.

Fuentes de variacion Grados Suma de Cuadrados  F Calculada F de tabla

de Cuadrado medios 0.05 0.01
Libertad

Repeticion 2 0.03 0.02 0.06 3.18 5.06

Variedad de platano 2 8.89 4.45 15.57** 3.18 5.06

Hormonas: (ANA) y (BAP). 8 6.40 0.80 2.80* 2.13  2.88

Variedad de platano x 16 3.73 0.23 0.82ns 1.85 2.39

Hormonas: (ANA) y (BAP).

Error 52 14.85 0.29

Total 80

Promedio 1.64

C.V. % 32.57

Numero de brotes por cepa
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Figura 3. Presenta los valores promedios de numero de brotes por cepa, aqui se puede ver que
los valores mas altos se presentan en los tratamientos 2 (Platano barraganete x 30 mg L-1
ANA), 9 (Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP) y 15 (Platano Dominico x
30mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP) con 2.5, 2.4 y 2.4 brotes cada uno respectivamente.

Numero de raices por cepa

La Tabla 4, presenta el andlisis de varianza de raices por cepa, aqui se puede observar que el
Factor A Variedad de platano y el Factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) 'y
Benzilanino (BAP), presentan diferencias estadisticas altamente significativas, las otras fuentes
de variacion no presentan diferencia estadistica alguna. El Coeficiente de variacion es 36.42 % y
el Promedio General 3.20 raices por cepa.

Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, aqui se puede ver que el Factor A
Variedad de platano presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a
platano dominico con 3.74 raices por cepa y el rango mas bajo corresponde a guineo de seda con
2.16 raices por cepa. El Factor B presenta tres rangos de significacion estadistica el mayor
corresponde a 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP con 4.50 raices por cepa y el mas bajo se
presentd en Sin Hormona (testigo) con 2.19 raices por cepa.

Tabla 4. Andlisis de varianza de raices por cepa.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrados F Calculada F de tabla
Libertad Cuadrado medios 0.05 0.01

Repeticion 2 0.992 0.496 0.366 3.18 5.06

Variedad de platano 2 43.890 21.945 16.20** 3.18  5.06

Hormonas: (ANA) y 8 33.349 4.169 3.08%* 2.13 2.88

(BAP).

Variedad de platano x 16 31.484 1.968 1.45ns 1.85 239

Hormonas: (ANA) y

(BAP).

Error 52 70.455 1.355

Total 80

Promedio 3.20

CV.% 36.42
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Numero de raices por cepas

Figura 4. Presenta los valores promedios obtenidos de nimero de raices por cepas, aqui se puede
observar que los mayores promedios se presentaron en los tratamientos 9 (Platano barraganete x
60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP) y 15 (Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1
BAP) con 5,7 y 5,1 raices en su orden cada uno respectivamente

Longitud de raices

La Tabla 5, presenta el andlisis de varianza para longitud de raices, aqui se puede observar que el
Factor A o variedades de platano presenta diferencias estadisticas altamente significativas, el
factor B Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), y la interacciéon Variedad
de platano x Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), presentan diferencias
estadisticas significativas. El Coeficiente de variacion es 38.57 % y el promedio general 4.73 cm.

Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, aqui se puede ver que el factor A o
variedades de platano presentan tres rangos de significacion estadistica el mayor corresponde a
platano dominico con 5.83 cm y el rango mas bajo corresponde a guineo de seda con 2.94 cm.

El Factor B Hormonas, presenta tres rangos de significacion estadistica, el mayor corresponde a
60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP con 6.69 cm y el mas bajo se presentd en Sin Hormona
(testigo) con 3.49 cm.

La interacciéon Variedad de pladtano x Hormonas, presenta cuatro rangos de significacion
estadistica, el mayor corresponde a 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP con 7.77 cm y el rango
mas bajo corresponde a los tratamientos Sin Hormona, 50 mg L-1 ANA, 40 mg L-1 ANA + 12
mg L-1 BAP y 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP con 1.00, 1.73, 1,57 y 2.03 cm cada uno
respectivamente.
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Tabla 5. Analisis de varianza de longitud de raices

Fuentes de variacion Grados Sumade Cuadrados F F de tabla

de Cuadrado medios Calculada 0.05 0.01
Libertad

Repeticion 2 1.72 0.86 0.26 3.18 5.06

Variedad de platano 2 132.08 66.04 19.82** 3,18 5.06

Hormonas: (ANA) y 8 63.27 7.91 2.37* 2.13 2.88

(BAP).

Variedad de platano x 16 103.40 6.46 1.94ns 1.85 2.39

Hormonas: (ANA) y

(BAP).

Error 52 173.22 3.33

Total 80

Promedio 4.73

CV.% 38.57

Longitud de raices
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Figura 5. Presenta los valores promedios de longitud de raices, aqui se puede ver que los
tratamientos que presentan la mayor longitud son el 9 (Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA +
16 mg L-1 BAP) y el 15 (Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP) con 7.8 y 7.5

cada uno en su orden respectivamente.

Vigor

La Tabla 6, presenta el andlisis de varianza para vigor de planta, aqui se puede ver que el factor
A o Variedad de platano presenta diferencias estadisticas altamente significativas, la interaccion
Variedad de platano x Hormonas: Acido Naftilacético (ANA) y Benzilanino (BAP), presenta
diferencias estadisticas significativas, las otras fuentes de variacion no presentan diferencia
estadistica alguna. El Coeficiente de variacion es 10.18 % y el promedio general 1.59 de vigor

segun la tabla establecida para el efecto.
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Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, en este se puede observar que el Factor A
o Variedad de platano presenta tres rangos de significacion estadistica, el rango mas elevado
corresponde a Guineo seda con 1.77 de vigor y el rango mas bajo se presentdé en Platano
Dominico con 1.47 de vigor.

La interaccion Variedad de platano x Hormonas: presentan tres rangos de significacion
estadistica, el mayor corresponde a Sin Hormona con 2.00 de vigor y el rango mas bajo se dio en
los tratamientos 30 mg L-1 ANA, 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP, 50 mg L-1 ANA + 14 mg
L-1 BAP, 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP, Sin Hormona, 40 mg L-1 ANA, 60 mg L-1
ANA y 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP con 1.40 de vigor cada uno respectivamente.

Tabla 6. Andlisis de varianza de Vigor.

Fuentes de variacion Grados de Suma de Cuadrados F Calculada F de tabla
Libertad Cuadrado medios 0.05 0.01
Repeticion 2 0.02 0.010 0.38 3.18 5.06
Variedad de platano 2 1.34 0.67 25.62%%* 3.18 5.06
Hormonas: (ANA) y 8 0.32 0.04 1.52ns 2.13 2.88
(BAP).
Variedad de platano x 16 1.18 0.07 2.82%* 1.85 239
Hormonas: (ANA) y
(BAP).
Error 52 1.36 0.03
Total 80
Promedio 1.59
CV.% 10.18
Vigor de planta
2,5

1,71,71,7

1,4 1.5 1414141414 15 1,41,4 151515
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Figura 6. Presenta los valores promedios de Vigor de Planta, aqui se puede ver que el mejor
vigor se presento en los tratamientos 1 (Platano barraganete x Sin Hormona), 22 (Guineo seda x
50 mg L-1 ANA), 25 (Guineo seda x 40 mg L-1 ANA + 12 mg L-1 BAP) y 26 (Guineo seda
x 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP) con 2.0, 1.9, 1.9 y 1.9 cada uno en su orden
respectivamente.

Discusion

En la determinacion del comportamiento agrondémico en la multiplicacion vegetativa de platano y
banano con la aplicacion de acido a-naftalen acético (ANA) y Benzilanino (BAP). se indica que
la mayor longitud de brotes se present6 en variedades de platano con Dominico con 6.32 cm, en
cuanto a hormonas la mejor dosis fue 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP con 6.71 cm y para la
interaccion variedades de platano x hormonas el mejor tratamiento fue Platano Dominico x 30
mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP con 8.73 cm en promedio y el mayor diametro de brotes se dio
para variedades de platano con Dominico con 2.11 mm y en cuanto a las hormonas 60 mg L-1
ANA + 16 mg L-1 BAP con 2.13 mm y en la interaccion de variedades de platano x hormonas
se presentd en el tratamiento Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP con 2.67
mm en promedio. Esto es corroborado por Albany et al. (2004), quienes indican que evaluando el
acodo aéreo como técnica de propagacion vegetativa del guayabo; en un primer ensayo se estudid
la aplicacion de acido naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico (AIB) a 5.000 mg kg-1 cada
uno y una combinacién de ambos (2.000 y 1.000 mg kg-1, respectivamente). En un segundo
experimento, se aplico 5.000 mg kg-1 de ANA y se evaluaron dos sustratos: abono de rio y la
mezcla de abono de rio+espuma fendlica (3:1 v/v). Entre los reguladores de crecimiento, 5.000
mg kg-1 de ANA indujo los mayores porcentajes de acodos aéreos enraizados (96.43%), nimero
(7.89) y longitud (4.13) de raices. La mezcla de abono de rio+espuma fendlica favorecié el mayor
porcentaje de acodos enraizados (92.07%). Basado en el porcentaje de acodos aéreos enraizados,
nimero y longitud de raices primarias; se concluye que el ANA a 5.000 mg kg-1 fue el mejor
estimulante para la formacion de raices en acodos aéreos de guayabo usando la mezcla de
sustratos.

En la evaluacion de los porcentajes de sobrevivencia de los tratamientos de induccidn de raices
del platano y banano se tiene que el mayor nimero de brotes por cepa se presentd en variedad de
platano con Dominico con 1.91 brotes, en hormonas la mejor dosis fue 60 mg L-1 ANA + 16
mg L-1 BAP con 2.08 brotes y la interaccion variedades de platano x hormonas presenta como
mejor alternativa a Platano barraganete x 30 mg L-1 ANA con 2.47 brotes. El nimero de raices
por cepa presenta como mejor tratamiento a Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1
BAP con 5.67 raices por cepa. En la longitud de raices se presenta como mejor tratamiento a
Platano barraganete x 60 mg L-1 ANA + 16 mg L-1 BAP con 7.77 cm. El Vigor presenta de
acuerdo a la escala arbitraria realizada como mejor tratamientos a Platano barraganete x 30 mg
L-1 ANA; Platano barraganete Musa paradisiaca, x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP;
Platano barraganete x 50 mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP; Platano Dominico x 40 mg L-1
ANA; Platano Dominico x 60 mg L-1 ANA y Platano Dominico x 30 mg L-1 ANA + 10 mg
L-1 BAP con 1.40 de vigor cada uno respectivamente. Esto es corroborado por Chicaiza Arreaga
(2004), quien indica que en el ensayo realizado con el fin de obtener en la zona de Balzar un
protocolo para la propagacion vegetativa de Teca a través de estacas enraizadas, usando
hormonas de enraizamiento (acido naftalenacético ANA y acido indolbutirico AIB), a partir de la
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cuarta semana se evalud el porcentaje de enraizamiento, numero de raices, longitud de raiz
mayor, numero de brotes y sobrevivencia. El mejor tratamiento fue 1500 mg/Kg ANA + 1500
mg/Kg AIB para las variables enraizamiento con 91.66%, numero de raices con 6.42, longitud de
raiz mayor con 11.11 cm y sobrevivencia con 85.42%.

Conclusiones

En la determinacién del comportamiento agrondémico en la multiplicacion vegetativa de platano y
banano con la aplicacion de acido a-naftalen acético (ANA) y Benzilanino (BAP), se indica que
la mayor longitud de brotes se presentd en Platano Dominico Musa sapientum x 30 mg L-1
ANA + 10 mg L-1 BAP con 8.73 cm en promedio y el mayor didmetro de brotes se dio Platano
Dominico Musa sapientum x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP con 2.67 mm en promedio.

En la evaluacion de los porcentajes de sobrevivencia de los tratamientos de induccion de raices
del platano y banano se tiene que el mayor numero de brotes por cepa se presentd en Platano
barraganete Musa cavendish x 30 mg L-1 ANA con 2.47 brotes. El nimero de raices por cepa
presenta como mejor tratamiento a Platano barraganete Musa cavendish x 60 mg L-1 ANA + 16
mg L-1 BAP con 7.77 cm. El Vigor presenta de acuerdo a la escala arbitraria realizada como
mejor tratamientos a Platano barraganete Musa cavendish x 30 mg L-1 ANA; Platano
barraganete Musa cavendish x 30 mg L-1 ANA + 10 mg L-1 BAP; Platano barraganete x 50
mg L-1 ANA + 14 mg L-1 BAP; Platano Dominico x 40 mg L-1 ANA; Platano Dominico Musa
sapientum x 60 mg L-1 ANA y Platano Dominico Musa sapientum x 30 mg L-1 ANA + 10 mg
L-1 BAP con 1.40 de vigor cada uno respectivamente.
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Tema 6

Micropropagacion de arboles superiores de Cordia alliodora (Ruiz & Pav) Oken, en la
microrregion sur de Manabi

Blanca Indacochea G, Maurilio Garcia L, Rogelio Sotolongo S

Nuestro arte de observar se compone, en general, de tres procedimientos diferentes: primero,
observacion propiamente dicha, o sea, examen directo del fenomeno tal como se presenta
naturalmente; segundo, experimentacion, o sea, contemplacion del fenomeno mas o menos
modificado por circunstancias artificiales que intercalamos expresamente buscando una
exploracion mas perfecta, y tercero, comparacion, o sea, la consideracion gradual de una serie
de casos andlogos en que el fenomeno se vaya simplificando cada vez mas”

— Auguste Comte

Resumen

La especie Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken (laurel), es un arbol maderable de la familia
Boraginaceae, que ha sido sobreexplotada por el valor comercial de la madera y por actividades
de conversion del uso de la tierra para el desarrollo de sistemas agroforestales, pero ademas ha
sido evaluada e identificada como especie clave para la restauracion de estos bosques. Con el fin
de establecer un programa de mejora forestal de Cordia alliodora se desarrollaron protocolos
para la propagacion vegetativa in vitro, a partir de material vegetal proveniente de la seleccion de
fenotipos superiores de la especie. Para ello se establecid una metodologia de micropropagacion a
partir de segmentos nodales, tomados de brotes epicormicos y de plantas de dos meses de vivero
que se desinfectaron con NaCLO 2,5%, 2 min. + alcohol 75%, 1 min. + Gentamicina 80 mg/L, 1
min. + Povidyn 2,5%, 5 min. + Acido ascorbico 150 mg/L, en un medio MS con un balance
hormonal: KIN 2,5 mg/L + AIB 0,8 mg/L, donde se mantuvieron 28 dias para inducir la
multiplicacion y se subcultivaron 3 veces. En esta etapa, se evalud a las tres semanas el numero
de brotes por explantes y para el enraizamiento en un medio de cultivo MS, suplementado con
sacarosa 15 g/L + carbon activado 1,0 g/L + AIB 1,0 mg/L, durante 30 dias. En este documento,
se propone una metodologia para la propagacion in vitro de Cordia alliodora.

Palabras clave: Protocolos, vivero, brotes, hormona, especie.
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Summary

Micropropagation of superior trees of Cordia alliodora (Ruiz & Pav) Oken, in the southern micro-
region of Manabi

The species Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken (laurel) is a timber tree of the Boraginaceae family, that
has been overexploited by the commercial value of wood and land use conversion activities for the
development of agroforestry systems, but also it has been evaluated and identified as a key species for the
restoration of these forests. With the aim of establishing a forest improvement program of Cordia
alliodora, protocols for in vitro vegetative propagation were developed, as from plant material from the
selection of higher phenotypes of the species. For this purpose, a micropropagation methodology was
established from nodal segments, taken from epicormic sprouts and from two months nursery plants,
which were disinfected with NaCLO 2.5%, 2 min. + 75% alcohol, 1 min. + Gentamicin 80 mg /L, 1 min.
+ Povidyn 2.5%, 5 min. + Ascorbic acid 150 mg / L, in a MS medium with a hormonal balance: KIN 2.5
mg /L + AIB 0.8 mg / L, where 28 days were maintained to induce multiplication and were subcultivated
3 times. At this stage, the number of sprouts per explants and for rooting in an MS medium was evaluated
after three weeks, supplemented with sucrose 15 g/ L + activated charcoal 1.0 g/ L + IAB 1.0 mg /L, for
30 days. In this document, a methodology for the in vitro propagation of Cordia alliodora is proposed.

Key words: Protocols, nursery, sprouts, hormone, species.
Introduccion

La Cordia alliodora (Ruiz& Pav.) Oken o laurel, es un arbol maderable de la familia
Boraginaceae, que ha sido sobreexplotada por el valor comercial de la madera y por actividades
de conversion del uso de la tierra y transformacion del paisaje para el desarrollo de sistemas
agroforestales; al mismo tiempo esta especie ha sido evaluada e identificada como especie clave
para el mantenimiento de la integralidad ecoldgica. En la actualidad la especie estd reconocida
entre las 10 especies prioritarias para la reforestacion, proteccion, conservacion y creacion de
plantaciones comerciales (Grijalva et al. 2012).

La especie se reproduce naturalmente via semilla con tasas de germinacion regularmente bajas,
menores del 30% Hartmann y Kester (1996). Fundamentalmente por la pérdida de su viabilidad
entre los 2 a 3 meses, y con mucha irregularidad de las producciones de semilla. Por estas
razones no se cuenta con un origen de material estable y en cierta medida superior, ya sea por el
escaso desarrollo de fuentes de semillas asi como por la inexistencia de metodologias para la
micropropagacion y/o macro propagacion que impulsen la conservacion de la especie.

Considerando que el sistema agroforestal cafetalero de Jipijapa, ha sido pobremente descrito en
su diversidad y en su estructura, es preciso conocer este tipo de bosque para contribuir a la
informacion acerca de la riqueza de especies en estos tipos de vegetacion, para una mejor
toma de decisiones en la realizacion de actividades de manejo y conservacion, asi como la
identificacion de especies claves que permitan el desarrollo de los sistemas y faciliten la
reconversion al bosque original.

Por ello se realiz6 un estudio ecoldgico en siete localidades del canton Jipijapa, Provincia de
Manabi, Republica del Ecuador, con la finalidad de determinar la estructura horizontal y vertical
de los bosques secundarios; asi, como diversidad alfa, beta y estructura por clases diamétricas de
las especies forestales.
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Se selecciond la especie Cordia alliodora (Ruiz & Pav) Oken, presente en todas las localidades,
por su valor bioldgico y econdmico, pero que como se ha venido diciendo es considerada como
especie clave para la restauracion de estos bosques, con el fin de establecer un programa de
mejora forestal de Cordia alliodora, vegetal proveniente de la seleccion de fenotipos superiores
de la especie. Se desarrolld un protocolo y se establecié una metodologia de micropropagacion, a
partir de yemas apicales de plantas de dos afios de edad (vivero) y brotes epicormicos inducidos
de los arboles seleccionados. Los mejores resultados se obtuvieron con explantes de plantas
juveniles provenientes del vivero y cultivados en el medio de cultivo MS suplementado con KIN
2,5 mg/Ly AIB 0,80 mg/L. En la fase de aclimatizacion, se logré un 89% de supervivencia.

Materiales y métodos

Para el desarrollo de la investigacion se planted el siguiente problema: ;Coémo cambia la
estructura del bosque en los sistemas agroforestales del canton Jipijapa a consecuencia de la de
los habitats, de la deforestacion, de la baja tasa de germinacién y de la pérdida de viabilidad de
sus semillas? Es una pregunta que se relaciona también con el valor paisajistico de los bosques.

Los métodos utilizados hasta el momento para la reproduccion no han podido dar respuesta a las
necesidades de plantas para llevar a cabo la recuperacion de Cordia Alliodora, por lo que es de
esperar que la induccion de brotes de yemas apicales y brotes epicormicos in vitro, a partir de
segmentos nodales tomados de plantas de dos meses de edad, provenientes de vivero y de brotes
epicormicos tomados de arboles plus seleccionados del campo, permitira la regeneracion de
plantas completas, nueva via para la reproduccion de la especie, proporcionando plantas para la
reconversion al bosque original y el establecimiento de plantaciones comerciales.

En consecuencia el objetivo general de la investigacion ha sido el de establecer una metodologia
para la propagacion vegetativa de la especie, a través de la aplicacion de las técnicas de cultivo in
vitro. Con ello se ha pretendido:

— Caracterizar la composicion y estructura de las formaciones de la especie de Cordia
alliodora.

— Establecer una metodologia para la multiplicacion in vitro, partiendo de arboles plus
seleccionados en el campo.

— Evaluar los parametros morfologicos de la plantacion de mejora, a partir de material
vegetal propagado vegetativamente de la especie Cordia alliodora.

La importancia de este resultado radica en que permitira la reproduccion de Cordia alliodora, por
tanto, su proteccion y recuperacion; ademads, crea las bases para la preservacion de programas de
mejora forestal y plantaciones comerciales de alta calidad de la especie. Asi mismo, permitira
contar con un numero suficiente de plantas, con la finalidad de producir madera para las
industrias de muebles y para la construccion.

La novedad cientifica de este trabajo radica en el estudio detallado de la estructura de las areas
donde se distribuye Cordia alliodora, la evaluacion de la estructura de las poblaciones de la
especie, asi como en la propuesta de una metodologia para la micropropagacion, a partir de
yemas apicales y brotes epicormicos de arboles plus superiores directamente de campo.

Pero también en la creacion de una poblacion de mejora de la especie que contribuiria a la
implementacion del método de conservacion quasi in situ de Cordia alliodora, en el cantéon
Jipijapa para un programa de mejora forestal.



99

Se considera que el aporte tedrico estriba en la caracterizacion de las areas donde se desarrolla la
especie Cordia alliodora sobre la base de elementos de la estructura del bosque y poblacional.

Como aporte practico se estima el hecho de que se establece una poblacion de mejora, a partir de
la propagacion vegetativa, in vitro para que sirva de fuente de material selecto y viable para la
conservacion y el fomento de la especie Cordia alliodora. El area de estudio estd comprendida en
la Unidén, Pedro Pablo Gomez, Membrillal, Julcuy, Puerto Cayo, América y Anegado, al Oeste de
Ecuador (Figura 1)

G DIVISION POLITICA DEL CANTON NPIAPA

CANTON

Figura 1. Mapa de la Division Politica del Canton Jipijapa- Manabi- Ecuador. Plan de Desarrollo
Local del Jipijapa.

Para el tamafio de la muestra se emple6 la metodologia de inventario rapido (Gentry 1985, 1988,
Keels et al. 2004). En el estudio se plantea el tipo de bosque, el décimo de hectarea (0.1 ha), asi
como tamafo de parcela transitoria para muestrear, desde el punto de vista floristico. Los
criterios por muestreo se han basado en Duivenvoorden (1994), Cuevas et al. (2002), Galindo et
al. (2003), Sanchez y Lopez (2003), Matos (2006), Mosquera et al. (2007)

La variable independiente considerada ha sido la correspondientes a las localidades, mientras las
variables dependientes han sido: Diversidad, riqueza de especies, abundancia, dominancia,
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dasometrias, didmetro a 1,30 m (D 130) de Cordia alliodora, asi como la altura, por ultimo
también la distribucion por clases diamétricas de Cordia alliodora.

A continuaciéon se expone la muestra de la marcha analitica propuesta para la propagacion
vegetativa de Cordia alliodora, cultivo in vitro (Micropropagacion).

PROPAGACION VEGETATIVA

Micropropagacion

Arboles plus

Brotes )
Vivero

epicormicos

Desinfeccion

Segmentos nodales

Establecimiento in vitro

Multiplicacion

Enraizamiento

Aclimatizacion

PLANTACION

Figura 2. Muestra de la marcha analitica propuesta para la propagacion vegetativa de C.

alliodora

Establecimiento del cultivo aséptico

En esta fase se procedid segun los cinco tratamientos (Tabla 1), en los que se condensan los
procesos con las respectivas sustancias quimicas utilizadas en la desinfeccion del material vegetal
de Cordia alliodora.
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Tabla 1. Variantes de desinfeccion de los explantes empleados.

£ é : = = :E = i 2 =
- © z 3° = 2
Tl 2,5 75 2 75 1 150
T2 2,5 50 1 75 V2 150
T3 40 2 70 1 80 1 5 150
T4 2,5 3 75 1 5 5 150
T5 2,5 2 75 1 80 2.5 5 150

= Alcohol Marca: Weir, Grado: 97% Laboratorio Farmacéutico Weir (Ecuador)

* Povidyn Jabén Liquido, Antiséptico, Bactericida, Fungicida, Esporicida, Viricida.Contiene:
Yodopovina 7.5% U.S.P (0.75% Yodo Disponible) Lab. Dr. A. Bjarner C.A (Ecuador)

Multiplicacion

M1: Kinetina (KIN) 0,25 mg/L + AIB 0,40 mg/L, M2: Kinetina (KIN) 0,50 mg/L + AIB 0,50
mg/L, M3: Kinetina (KIN) 1mg/L + AIB 0,60 mg/L, M4: Kinetina (KIN) 1,5 mg/L + AIB 0,70
mg/L, MS: Kinetina (KIN) 2,5 mg/L + AIB 0,80 mg/L y un testigo sin hormonas, se mantuvieron
por 28 dias y se subcultivaron tres veces.

Enraizamiento

Sacarosa 15 g/L, carbon activado 1,0 g/L y para la induccién del enraizamiento se emplearon las
auxinas E1: ANA 1,0 mg/L, E2: AIB 1,0 mg/L, E3: AIA1, 0 mg/L junto al testigo.

Adaptacion y endurecimiento

De 3 a 6 cm. de longitud promedio tres raices y que la raiz mayor mida entre 3y 5 cm,
tierra de cafetal 50% + 50% aserrin.

Establecimiento de la plantacion

Se refiere al disefio de bloque completamente al azar con 5 parcelas; 4 parcelas de 40 plantas
cada una procedentes de miniestacas y 1 parcela de 56 vitroplantas con un total de 216 plantulas
a un espaciamiento de 4 x 3 m.

Resultados y discusion

Con respecto a la estructura de las poblaciones de Cordia alliodora por localidad se obtuvieron
los siguientes resultados:

1. Puerto Cayo presenta los valores mas bajos de ambas variables dasométricas, resultado
esperado de acuerdo a las condiciones ambientales de esta localidad.

2. Las mejores poblaciones desde el punto de vista dasométrico son: El Anegado y

Membrillal, este tltimo favorecido por ser un bosque de transicion seco — hiimedo (Tabla
2).
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Tabla 2. Promedios de diametro y altura de la estructura de las poblaciones de C. alliodora por
localidad.

Localidad Numero de individuos Diametro (cm) Altura (m)
La Unio6n 294 21,72 +21,2b 848 +6,7 d
Pedro Pablo Gomez 128 2587+16,4D 10,68 £4,6 ¢
Membrillal 76 2544 +10,1b 16,17 6,5 a
Julcuy 39 28,04 +£169D 10,85+59¢
Puerto Cayo 70 7,55+8,9 ¢ 5,76 £ 6,3 ¢
América 170 2236+16,0 b 8,04+46 d
Anegado 139 33,97+19,3 a 14,17+58 b

Distribucion por clases diamétricas de Cordia alliodora

La Unién y El Anegado, que son las localidades con mayor abundancia de la especie y riqueza
como medida de diversidad y, ademads, estan bien estructuradas desde las clases inferiores a las
superiores (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion por clases diamétricas de Cordia alliodora

Clases Union Pedro Memb Julcuy Puerto Améri Anega
Diamétricas (Un) Pablo rillal (Jul) Cayo ca do
(cm) Gomez (Mem) PO) (Am) (An)
(PPG)

10 102 18 9 3 48 42 7
20 70 30 10 15 16 39 19
30 40 50 21 8 64 44
40 63 20 36 4 1 10 33
50 10 3 3 8 17
60 1 6 4
70 3 2 2 6
80 1 2 2 4
90 1 1
100 3 3 4
120 1

140 1

150 1

Propagacion in vitro de Cordia alliodora

Todas las variantes usadas resultaron efectivas para desinfectar mas del 50% de los explantes
iniciales. La variante de mejores resultados es el T5, porque mostré un porcentaje mas alto de
explantes ttiles para la siguiente fase (Tabla 4).
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Tabla 4. Resultados de la desinfeccion en explantes de C. alliodora.

Variantes Plantas de 2 meses (%) Brotes epicormicos (%)
C F E C F E
T1 30 15 55 35 25 40
T2 20 12 68 25 30 45
T3 25 10 65 30 40 30
T4 35 5 60 40 25 35
T5 15 5 80 20 15 65

C - contaminados, F - fenolizados; E - establecidos

Induccion y multiplicacion

De la fuente de explantes proveniente de plantas de dos meses se obtiene mejor establecimiento
(Tabla 5), su comportamiento ante la induccion fue similar al de otra fuente donante, lo que hace
que los brotes epicérmicos sean una fuente donante idonea para la propagacion futura de arboles
superiores en ensayos de mejoramiento genético en la especie (Wats,Berjak,Makhathini y
Blakeway., 2003; Schuler ef al., 2005).

Hasta el momento, la micropropagacion de Cordia alliodora se ha realizado sobre material
tomado de semillas germinadas in vitro (Schuler et al., 2005; Nufiez et al., 2008), e induccion de
callos embriogénicos en hojas de clones de Cordia alliodora o laurel, (Ortiz 2012), pero una
metodologia, a partir de material directo de campo o material juvenil no ha sido descrita
(Gonzalez et al. 2007). Por lo tanto, en la presente investigacion, se realizd la micropropagacion
con plantas de dos meses de edad (vivero) y brotes epicérmicos de arbol plus seleccionados del
campo (Figura 4).

Tabla 5. Resultados de la multiplicacion in vitro de C. alliodora en los diferentes balances
hormonales.

Variantes Explantes brotados (%) Promedio del nlimero de brotes por explantes

Plantas de Brotes Plantas de Brotes
dos meses  epicormicos dos meses Epicormicos
M1 31.2¢ 299¢c 1.62 £0.34 1.25+2.22
M2 592 b 532 a 1.75 £ 1.31 1.12+3.12
M3 463 b 503 b 1.87£2.11 1.50 £ 1.45
M4 60.3 a 59.3 a 2.00 £3.10 1.62 +£2.63
M5 63.8 a 61.4 a 2.62+£2.12 2.00+3.43

Testigo 0 0 0 0
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Figura 4. Brotes epicormicos de arboles seleccionados y yemas apicales de plantas de dos
meses de edad de C. alliodora, en la fase de multiplicacion.
Autor. Blanca Indacochea Ganchozo

Enraizamiento

Para Cordia alliodora el mejor medio fue AIB 1,0 mg/L (81%), no sdlo por el porcentaje de
enraizamiento, sino también por la morfologia de las raices, lo cual coincide con Schuler et al.
(2005), Nufiez et al. (2008), Castro y Sanchez (2010), en los que s6lo una auxina es usada para el
enraizamiento y donde los porcentajes de éste oscilan entre 80-95%. Millan et al. (2011),
demostraron en Cedrela odorata L, Cedro al igual que en trabajos realizados en el CATIE
(Leakey et al., 1990; Mesén et al., 1992 y 1996; Mesén, 1993; Mesén y Trejos, 1998; Nunez,
1997) con varias especies tales como: Terminalia oblonga (Ruiz & Pav.) (0,8% de AIB), Cordia
alliodora (Ruiz & Pav) (0,8% - 1,6% de AIB) y la especie Hyeronimaalchorneoides (1.6% de
AIB); con la especie C. iguaguana, los mejores porcentajes de enraizamientos se obtuvieron
cuando se utilizaron dosis al 0, 8% y 1,6% de AIB.

Adaptacion y endurecimiento de vitroplantas

Los valores obtenidos en la especie Cordia alliodora de 89% de sobrevivencia son similares a
otras especies como Eucalyptus grandis y E. urophylla con 75y 85% de sobrevivencia Orellana
(1998), Psidium salutare, 75% Sotolongo (2000) y Eucalyptus globulus 90%, Abdelnour y
Muiioz (2011), pero muy superiores al comportamiento de especies recalcitrantes como Swietenia
macrophylla King (caoba) con el 27% Azofeifa et al. (2009); Cedrela odorata L. (Cedro) Pérez
et al. (2006); Salazar (2009), donde el porcentaje de plantas de Agave cocui sp. (cocuy) fue de
60%.

Establecimiento de la poblacion de mejora

Los resultados que se obtuvieron para Cordia alliodora, tanto de las parcelas procedentes de
miniestacas como las vitroplantas, tuvieron un buen comportamiento en altura, didmetro y vigor.
Sin embargo se observé que en la parcela cuatro de la Unidn se produjo un diametro de 1.03 cm,
en la parcela uno El Anegado de 44.84 cm de altura en miniestacas. Con respecto a la vigorosidad
de las vitroplantas en cuanto a trasplante a campo se obtuvo un 89.35% (Tabla 6). Rodriguez et
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al. (2003), en un trabajo realizado en planta medicinal Artemisia absinthium L., informan que el
trasplante al campo fue satisfactorio en un 95%, donde las plantas obtenidas por
micropropagacion alcanzaron superiores rendimientos al momento de la cosecha, tres meses
antes que las obtenidas por el método tradicional de estacas.

Para mejorar el proceso de multiplicacion de plantas de Cordia alliodora por medio de brotes
epicormicos y yemas apicales, el cual abre la posibilidad de establecer un protocolo eficiente de
multiplicacion masiva de los plus seleccionados para el Programa de Mejoramiento Forestal, se
propone una Metodologia para la propagacion in vitro de Cordia alliodora (Figura 7).

Tabla 6. Resultado de las variables morfoldgicas en plantacion de C. alliodora

Localidad Altura (cm) Diametro Vigor (%)
e  E B R
1. EIl Anegado 44,84+ 18,77 0,94+041 18 21 0 97,50
2. El Anegado 34,52+22,78 0,59 £ 0,36 23 13 0 90,00
3. La Unién 35,72+18,22 0,91+ 0,35 21 16 1 95,00
4. LaUni6n 37,65+17,51  1,03+0,61 28 6 1 87,50
5. Vitroplantas 40,78 £+ 18,32 0,69 + 0,28 36 7 2 80,35
Total 38,87+19,37 0,82+0,43 126 63 4 89,35
Leyenda:

E = Excelente: Abundante follaje (9 a mas yemas)
B = Buena: Mediano follaje (6 - 8 yemas)
R= Regular: Poco follaje (1 - 5 yemas) Quevedo, (1993)
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Figura 7. Metodologia para la propagacion in vitro de Cordia alliodora.

Conclusiones

La composicion, la forma en las distribuciones diamétricas asi como la regeneracion natural,
dominancia y valor comercial de la especie Cordia alliodora, constituyen los principales
indicadores que validan los efectos de la fragmentacion y conversion sobre la especie en
Microrregion Sur de Manabi.
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Se identifica a Cordia alliodora como especie clave para realizar acciones de rehabilitacion y
conservacion de bosques y de la calidad de su paisaje, diferenciando dos agrupaciones basicas:
una formada por los bosques humedos y subhumedos y la otra, por el bosque seco.

La propagacion in vitro de arboles plus, se logra a partir de segmentos nodales de brotes
epicormicos y plantas de dos meses de edad, en vivero en un medio MS con un balance hormonal
(KIN 2,5 mg/L + AIB 0,8 mg/L) para su multiplicacién, y para el enraizamiento emplear un
medio de cultivo MS, suplementado con AIB 1 mg/LL + carbon activado 1 g/L durante 30
dias.

Se establece una plantacion de mejora donde las plantas micropropagadas presentaron una mayor
vigorosidad, en comparacion con las plantas macropropagadas.
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Tema 7

Propagacion ex vitro de laurel Cordia alliodora, a partir de explantes obtenidos de plantulas
en vivero

Blanca Indacochea, Maurilio Garcia, Rogelio Sotolongo, Johann Parrales V

Vive como si fueras a morir maniana. Aprende como si fueras a vivir siempre.

Mahatma Gandhi

Resumen

La Cordia alliodora (Ruiz et al.), Oken (laurel), pertenece a la familia de las Boraginacea, es una
especie forestal utilizada en agroforesteria, produce madera de alta calidad, y también se
emplea para sombra a los cafetales y pastizales ademas de utilizarlos en programas de
reforestacion. Por lo que técnicas de propagacion eficientes como el cultivo de tejidos ex vitro,
constituyen un aporte a las estrategias de conservacion y manejo sostenible de este recurso, como
en el caso de las especies en estudio. Con este propdsito se utilizaron miniestacas de 12 cm de
longitud a diferentes partes de las plantulas. Se evalu6 la ocurrencia de enraizamiento, la
longitud de la raiz mayor y el nimero de raices por tratamiento, pasados los dos meses. Los
tratamientos en cada una de las variables evaluadas, tanto el ANA como el AIB, fueron efectivos
para la induccién, pero los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento con ANA- 1 000
ppm y con AIB- 500 ppm. Si bien con ANA- 1 000 ppm se obtienen los valores mas altos en
todas las variables con el AIB-500 ppm se logran porcentajes de enraizamiento mayores, gran
nimero de raices y una longitud dentro de los estandares recomendados. La propagacion por
estacas juveniles en una longitud de 1-2 cm de raiz y en un niumero de tres raices por estaca es
suficiente para extraer las estacas enraizadas del propagador y ser trasplantadas en bolsa y
adaptadas previamente en el vivero antes de ser llevadas a campo definitivo. La Metodologia
para la propagacion vegetativa de estaquillas de Cordia alliodora con la aplicacion de AIB a
500 ppm o ANA a 1 000 ppm, es la indicada para obtener resultados de la especies

Palabras clave: Cordia alliodora, explante, propagacién ex vitro, vivero, plantulas
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Summary

Ex vitro propagation of Cordia alliodora laurel, from explants obtained from nursery
seedlings

The Cordia alliodora (Ruiz et al.), Oken (laurel), belonging to the Boraginaceae family, is a
forest species used in agroforestry. It produces high quality wood, and is also used as shade for
coffee plantations and pastures besides their use in reforestation programs. Therefore, efficient
propagation techniques such as ex vifro tissue culture, constitute a contribution to the
conservation strategies and sustainable management of this resource as in the case of the species
under study. For this purpose, minicuttings of 12 cm in length were used in different parts of the
seedlings. The occurrence of rooting, the length of the larger root and the number of roots per
treatment, were evaluated after two months. The treatments in each of the variables evaluated,
both the ANA and the AIB, were effective for induction, but the best results were obtained with
the treatment with ANA-1000 ppm and with IBA- 500 ppm. Although, with ANA-1000 ppm, the
highest values are obtained in all the variables, with IBA-500 ppm, higher rooting rates as well as
a large number of roots and a length within the recommended standards are achieved. The
propagation by juvenile cuttings in a length of 1-2 cm of root and in a number of three roots by
cutting is sufficient to extract the rooted cuttings of the propagator and be transplanted in bag and
adapted previously in the nursery before being taken to the field. The methodology for the
vegetative propagation of Cordia alliodora cuttings with the application of IBA at 500 ppm or
ANA at 1000 ppm, is the correct one to obtain results of the species

Key words: Cordia alliodora, explant, ex vitro propagation, nursery, seedlings.

Introduccion

Cordia alliodora (Ruiz ef al.), Oken (laurel), pertenece a la familia de las Boraginaceae (Dossier y
Lamb 1997). Es una especie forestal utilizada en agroforesteria, produce madera de alta
calidad, y también se emplea para sombra a los cafetales y pastizales ademas de utilizarlos en
programas de reforestacion (Boshier y Lamb 1997). La atractiva apariencia de la madera, sus
excelentes cualidades fisico-mecénicas, el rapido crecimiento, su abundante regeneracion
natural, el gran aporte en la captura de carbono, proteccion al suelo y servicio de doble
propésito en usos de agroforesteria asociada especialmente con café y cacao, la han
convertido en una especie ideal para la reforestacion (Murrillo et al. 2001).

La propagacion asexual es una forma de reproduccion, que consiste en la duplicacién de nuevos
individuos a partir de material vegetativo de la planta madre (Hartmann et al. 2002). Esta
técnica se ha convertido en una alternativa excelente para muchas especies tanto de
importancia comestible, ornamental, maderable o en planes de conservacion de
material genético de especies en peligro de extincion (Sandoval 2008). Ademas es una
herramienta esencial en mejoramiento genético que ha sido utilizada ampliamente para la
conservacion de genotipos en bancos clonales. Estudios recientes han utilizado
extensamente el enraizamiento de estacas juveniles para plantaciones operacionales de
pocas especies (Sandoval 2008, Aparicio et al. 2009). Sus ventajas e implicaciones han sido
ampliamente reportadas en la literatura (Zobel y Talbert 1988, Hartmann et al. 2002).

La propagacion vegetativa puede realizarse a través de varias técnicas que han logrado
aplicaciones practicas comprobadas. Entre ellas, plantas de dos afios de edad provenientes de
semillas en miniestacas con fines de propagacion clonal, como método eficiente de recuperacion
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y rejuvenecimiento del materiales adultos (Meyer ef al. 2012). En base a lo anterior el objetivo de
este estudio fue establecer una metodologia para el enraizamiento de miniestacas de plantulas en
viveros de dos anos en C. alliodora, utilizando reguladores de crecimiento.

Materiales y métodos
Los materiales utilizados para la propagacion:
 Plantas de dos afios de edad provenientes de semillas de arboles superiores

Se seleccionaron las plantas de C.alliodora del vivero de donde se obtuvieron
miniestacas de 12 cm de longitud a diferentes partes de las plantulas eliminando todas sus hojas.
Las miniestacas se ubicaron en recipientes que contenian agua destilada para evitar la
deshidratacion (Figura 1).
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Figura 1. Marcha analitica para el establecimiento de la propagacion de Cordia alliodora
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Se disefiaron 9 tratamientos con auxinas para inducir el enraizamiento y un testigo al cual
no se le aplicd ningun regulador del crecimiento. Las hormonas utilizadas fueron ANA en
concentraciones de 1000, 3500, 4000 y 20000 ppm y AIB de 500, 1000,1500, 4000 y
20000 ppm, ambas en forma de polvo enraizador, evaluandose la longitud de las raices.

Para el enraizamiento de las mini estacas se utilizd un sustrato de aserrin + tierra de
cafetal en proporcion 1:1 el cual fue desinfectado con Vydatel a 5 g/ dejandola en
reposo y cubierta con polietileno durante 12 horas para después proceder al llenado de las
bandejas y la plantacion de las mini estacas. Se evalud la ocurrencia de enraizamiento, la
longitud de la raiz mayor y el nimero de raices por tratamiento, pasados los dos meses.

Resultados y discusion
Induccion de enraizamiento

En enraizamiento se obtuvo aproximadamente a los 15 dias de la induccion en todos los
tratamientos, sin embargo la presencia de reguladores de crecimiento favorecié notablemente el
desarrollo (Tabla 3). Pasados los 30 dias las plantas ya se encontraban con su desarrollo
completo para su trasplante a bolsas.

Este resultado coincide con lo recomendado por (Soudre et al., 2008), quienes plantean que
el periodo Optimo de enraizamiento es propio de cada especie, pero por lo general es de
30 a 50 dias para la mayoria de las especies forestales y frutales, despué¢s de ese
periodo no vale la pena continuar, ya que las estacas que enraicen después tendran
raices débiles y escasas porlo que, se debe definir un momento de levante dependiendo
de la velocidad de enraizamiento de cada especie.

La prueba de comparacion reveld diferencias significativas entre los tratamientos en cada una
de las variables evaluadas, tanto el ANA como el AIB, fueron efectivos para la induccion, pero
los mejores resultados se obtuvieron con el tratamiento con ANA- 1 000 ppm y con AIB- 500
ppm. Si bien con ANA- 1 000 ppm se obtienen los valores mas altos en todas las variables con
el AIB-500 ppm se logran porcentajes de enraizamiento mayores, gran nimero de raices y una
longitud dentro de los estandares recomendados (Cruz et al., 2007)

Tabla 3. Resultados del comportamiento con diferentes balances hormonales en el
enraizamiento.

Tratamientos | Enraizamiento Longitud de la raiz mayor Numero de raices
Sin 52.00 ¢ 10.89 b 1.89b
hormonas 95.25a 11.50 b 3.27a
AIB-1 000 67.30 b 30.47a 1.47.b
AIB- 1500 68.20 b 11.80 b 1.80 B
AIB-2 000 32.58d 17.55 a 1.55 B
AIB- 4000 56.23 be 16.50 a 1.50 B
ANA-1 000 89.45 a 14.73 a 2.80 A
ANA-3 500 67.68 b 13.67 b 1.67 B
ANA-4 000 57.45 be 12.30 b 1.30 B
ANA-20 000 36.70 d 14.58 a 1.58 B
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Es de sefialar que a medida que se incrementa la dosis de ANA y AIB se reduce la
produccion de raices, lo cual estd relacionado con el efecto inhibidor de estas auxinas en
concentraciones altas (Gupta et al. 1989, Ramos 2000). Coincidiendo también con lo
encontrado por (Chavez et al. 2000), (Santelices y Cabello 2006, Santelices 2007), en cuanto
a que las mayores respuestas al enraizamiento de estacas para Fuchsia magellanica Lam. y
Nothofagus glauca (Phil.) Krasser, se lograron con bajas concentraciones de AIB.

En relacion con la aplicacion de reguladores del crecimiento, algunos estudios mencionan que
estacas tratadas con AIB no responden al proceso de rizogénesis o no aumentan la produccion de
raices (Garcia et al. 2005; Bonfil-Sanders et al. 2007; Latsague et al. 2008). Sin embargo, otros
autores reportan que para inducir o estimular la rizogénesis, algunas especies requieren
previamente un tratamiento con hormonas promotoras de raices (Latsague et al. 2009).

En ensayos en Swietenia macrophylla los mejores resultados se alcanzaron al inducir con AIB
a 1 000 ppm para un 78,5 % con una longitud de 3,9 cm los cuales ademas tuvieron mejor
comportamiento en campo (Sanchez 2011), por su parte (Acosta 2006), logro el
enraizamiento solo en variantes con combinacion de ANA y AIB a 1 000 ppm para la
especie Triplaris guayaquilensis en un 93.33% con longitud de la raiz de 2.89 cm.

Varios autores reconocen que las sustancias mas recomendadas para estimular el crecimiento
radicular y su induccién en especies forestales son el AIB y ANA (Fermino-Junior et al.
2011, Sotolongo-Sospedra et al. 2011), las cuales se traslocan a las zonas de crecimiento a
muy bajas concentraciones induciendo una respuesta fisioldogica que desencadena la
rizogénesis (Salisbury y Ross 1994, Giraldo et al. 2009). Gémez et al. (2010), evaluaron la
sensibilidad de respuesta de esquejes aplicando un tratamiento con las siguientes
concentraciones de AIB: 0 (testigo), 100, 200,500 y 1000 mg/L. Por un periodo de 90 dias el
ensayo lo establecieron en invernadero con sistema de riego nebulizado sobre cama de
enraizamiento, sin control de temperatura y en sustrato de turba desinfectada.

La sensibilidad mayor la observaron para la concentracién de 1000 mg/L y concluyeron que la
repuesta de los esquejes a la sobrevivencia y a la induccion de enraizamiento era similar
aunque para la concentracion de 1000 mg/L de AIB tendia a aumentar. Concentraciones
superiores a 3000 ppm en ambas auxinas provocaron no solo la disminucion del
enraizamiento, sino también a la formacion de callo en la base de la miniestaca que se
presentaron en el 15% de las miniestacas en tratamientos con 4 000 ppm, este comportamiento
es similar en especies como Berberidopsis corallina (Latsague-Vidal et al. 2008) vy
Heliocarpus americanus (Vasquez- Restrepo et al. 2006). Carvalho da Silva et al. (2012)
usaron dos reguladores del crecimiento: acido naftalenacético (ANA) y acido indolbutirico
(AIB) en las concentraciones de: 0; 1000; 2000 y 4000 mg/L para inducir la produccion de
raices. El mejor regulador del crecimiento resulté ser: AIB en la concentracion de 4000 mg/L.

El regulador ANA en la concentracion de 4 000 mg/L resulto ser fitotoxico para las estacas de
Melaleuca alternifolia. Varios autores han referido el efecto negativo del callo basal en las
técnicas de propagacion ex vitro e in vitro (Chanatasig 2004), ya que en esa zona no se
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desarrollan adecuadamente las estructuras y tejidos de transporte que permiten la conexion
entre la parte aérea y la radical (George 1996), o en muchos casos no se inducen raices (Roca
1991). El tamaio de las raices y el nimero de las mismas es un aspecto a considerar como
elementos de calidad de la miniestaca y coinciden en que un nimero de raices superiores a
tres (Ramos-Luis et al. 2000) y con longitudes de 2.5 cm son idoneas para garantizar su
sobrevivencia en campo (Sanchez 2000, Cruz- Rosero et al. 2005).

Por otro lado, cuando se trata de propagacion por estacas juveniles, algunos investigadores
como (Mesén 1998) considera que con solo obtener una longitud de 1-2 cm de raiz 'y en un
nimero de tres raices por estaca es suficiente para extraer las estacas enraizadas del
propagador y ser trasplantadas en bolsa y adaptadas previamente en el vivero antes de ser
llevadas a campo definitivo, mediante este proceso es necesario ademas garantizar el mayor
porcentaje de enraizamiento con una mayor cantidad de raices distribuidas alrededor del
perimetro de la estaca que obtener estacas con uno o dos raices largas (Zorilla 2012). Sin
embargo, en C. alliodora concentraciones bajas de AIB resultan buenas para alcanzar dichos
estandares a los 45 dias. Por lo que la metodologia para la reproduccion ex vitro quedaria
expuesta en la (Figura 6).

™\
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yl | > tomadas de clones selectos)
v B
Miniestaquillado Sta’gmentos 12 cm de longitud y
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Figura 6. Metodologia para la propagacion vegetativa de estaquillas de Cordia alliodora

Conclusiones

— La propagacion ex vitro de C. alliodora se logra a partir de mini estacas con la
aplicacion de AIB a 500 ppm o ANA a 1 000 ppm en condiciones de alta humedad por
30 dias.
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— La propagacion por estacas juveniles en una longitud de 1-2 cm de raiz y en un
namero de tres raices por estaca es suficiente para extraer las estacas enraizadas del
propagador y ser trasplantadas en bolsa y adaptadas previamente en el vivero antes
de ser llevadas a campo definitivo

— La Metodologia para la propagacion vegetativa de estaquillas de Cordia alliodora con
la aplicacion de AIB a 500 ppm o ANA a 1 000 ppm, es la indicada para obtener
resultados de la especies.
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Tema 8

Influencia de niveles de concentracion de hormona AIB, en la induccion de raices en
estaquillas de balsamo (Myroxylon balsamum)

Johann Parrales, Blanca Indacochea G

"Si cierras la puerta a todos los errores, también la verdad se quedara fuera."”

Rabindranath Tagore

Resumen

La presente investigacion “Influencia de niveles de concentracion de hormona AIBen lainduccion
de brotes y raices en estaquillas de Myroxylon balsamum (balsamo)”.Se realizé en el vivero del
Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de Manabi. El objetivo fue
Determinar los niveles de concentracion de la hormona natural AIB en la induccion de brotes y
raices en estaquillas de Myroxylonbalsamum (béalsamo). Se utilizd6 un disefio de bloques
completamente al azar en arreglo factorial 3 x 6. Los factores estudiados son Factor A: estaquillas
de Myroxylon balsamum (balsamo) y Factor B: hormona de enraizamiento 4cidoindolbutirico
(AIB), 1000; 4000; 10000; 15000; 20000 PPM. Los resultados indican que la mayor longitud de
brotes se present6 a los 25 dias en el tratamiento 1(AIB, 1 000 PPM) con 1,13 cm de longitud. A
los 30 dias de iniciada la investigacion, se encontr6 con un porcentaje de mortalidad
considerable, las estaquillas comenzaron poco a poco a ir perdiendo su vigor hasta secarse en su
totalidad y morir, de esta forma no se logrd obtener raices en esta investigacion

Palabras clave: Concentracion, factorial, estaquilla, hormonas.
Summary

Influence of levels of AIB hormone concentration on the induction of roots in balsam
cuttings (Myroxylon balsamum)

The present research "Influence of levels of AIB hormone concentration on the development of
sprouts and roots in cuttings of Myroxylon balsamum (balm)" was carried out in the
Biotechnology Laboratory Nursery of the Southern State University of Manabi. The objective
was to determine the concentration levels of the natural AIB hormone in the induction of sprouts
and roots in cuttings of Myroxylonbalsamum (balm). A completely randomized block design was
used in a 3 x 6 factorial arrangement. The factors studied were Factor A: Myroxylon balsamum
(balm) cuttings and Factor B: indole-butyric acid (IBA) rooting hormone, 1000; 4000; 10000;
15000; 20000 PPM. Results indicate that the greatest length of sprouts was present at 25 days in
treatment 1 (IBA, 1 000 PPM) with 1.13 cm in length. After 30 days of the research initiation, it
was found a significant percentage of mortality; the cuttings gradually began to lose their vigor
until completely dry and die, so it was not possible to obtain roots in this research.

Key words: Concentration, factorial, cuttings, hormones.
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Introduccion

Los recursos forestales a nivel mundial y latino americano estan siendo explotadosde forma
irracional, especialmente aquellas especies nativas y de alto valor comercialque se encuentran en
el bosque seco tropical y que por lo general son de zonas bajasy calidas, pero también a mayores
alturas. En estos bosques las épocas secas seprolongan durante varios meses del afo, en los
cuales el sol es constante y hay unagran escasez de agua. Aqui las lluvias se presentan durante
temporadas cortas, tiempo en que algunos bosques se inundan por las crecientes de los rios. En
losbosques muy secos, las temporadas de sequia son mas prolongadas, las lluvias sonméas escasas
y rara vez se inundan, el objetivo de la presente investigacion esdeterminar los niveles de
concentracion de la hormona natural AIB en la induccionde brotes y raices en estaquillas de
Myroxylon balsamum (badlsamo Varias especies forestales maderables incluida el balsamo, son
muy atractivas para los comerciantes y madereros que a su vez son aprovechadas con mucha
frecuencia por los campesinos y agricultores.

En la provincia de Manabi, particularmente en el canton Jipijapa esta actividad no esuna
excepcion, en gran parte esto se debe a limitaciones a las que estan sometidoslos campesinos que
para subsistir realizan un aprovechamiento selectivo de estas especies para la obtencion de
madera aserrada, las mismas que son comercializadas en gran medida en los depositos de madera,
en talleres de ebanisteria para la elaboraciéon de mueblerias en general, otra parte es utilizada
para la construccion de viviendas, asi como también se comercializan en otras ciudades del pais
comoManta, Guayaquil y otras urbes de importancia econdmica.

Los esfuerzos desplegados por el Gobierno y Organismos no Gubernamentales através de
diferentes programas de forestacion y reforestacion no son suficientes, porlo que es necesario
buscar nuevas alternativas para restablecer las especies en vias deextincion y de esta manera
recuperar las especies nativas del bosque seco tropical.

Una de estas especies es el Myroxylon balsamum (balsamo) que por ser de alto valorcomercial
requiere un tratamiento especial por lo que esta investigacion planteabuscar una alternativa para
la propagacion masiva y mejoramiento genético delbdlsamo, por ello se busca a través de
aplicaciones de hormonas naturales deenraizamiento como el acido Indolbutirico (AIB)
aplicandoles a estaquillas deplantas manejadas en vivero, producidas a través de semillas y
colocandolas en unambiente controlado de humedad y temperatura para acelerar el brote
yenraizamiento de las mismas. Se pretende entonces evaluar la influencia del balancehormonal
con concentraciones 1 000, 4 000, 10 000, 15 000 y 20 000 ppm conestaquillas de Myroxylon
balsamum.

Los resultados que se obtengan servirdn de base para realizar nuevas investigaciones de esta
especie y otras con diferentes niveles de concentracion.

Materiales y Metodos

Area de estudio: La presente investigacion se realizd en el vivero del laboratorio de
Biotecnologiavegetal de la Universidad Estatal del Sur de Manabi, que se sitia en el Campus
“LosAngeles”, Km 11/2 via Noboa, el mismo que se encuentra ubicada entre las
siguientescoordenadas: 17 M 0548196 Xy UTM 9850644 Y.
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Disefio Experimental

Factores en Estudio:

Factor A: Estaquillas de Myroxylon balsamum (balsamo).

Factor B: Hormona de enraizamiento acido indol butirico AIB 1 000; 4 000; 10 000;
15 000; 20 000 PPM.

Tipo de disefio: Bloque Completamente al Azar. Este disefio cuenta con tres repeticiones y seis
tratamientos

Resultados y discusion

Identificacion de la dosis apropiada de AIB en el proceso de brotes en estaquillas de Myroxylon
balsamum (balsamo)

Longitud de brote Mayor los 7 dias de iniciado el ensayo

La Tabla 1, presenta el andlisis de varianza de la variable de brotes, en este se puedeobservar que
los tratamientos y las repeticiones, presentan diferencias estadisticas significativas, las otras
fuentes de variacion no presentan diferencias estadistica alguna.

El Coeficiente de Variacion es 23.36 % y el promedio general 0,37 mm.

Tabla 1. Anélisis de varianza de brotes a los 7 dias.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrado F F F
variacion libertad Cuadrados Medio calculada 0.05 0.01
Repeticiones 2 0.0337 0.0168 2.21
Tratamientos 5 0.1711 0.0342 4.49 333 5.64*
Error 10 0.0763 0.0076
Total 17 0.2810
CV% 23.36

**. Diferencias estadisticas altamente significativas, *: Diferencias estadisticas
. . . . . . ’
significativas, n.s.: no significativo

Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, en el quese puede observar que el
mejor tratamiento presenta una media 0.54 que corresponde al tratamiento 1 (1000 PPM),
el rango mas bajo se presentd en el tratamiento 6 con una media de 0.22 que corresponde al
testigo.

Longitud de brote Mayor los 25 dias de iniciado el ensayo

La Tabla 2, presenta el andlisis de varianza de brotes, aqui se puede observar que los
tratamientos, presentan diferencias estadisticas altamente significativas, las otras fuentes
de variacion no presentan diferencia estadistica alguna. El Coeficiente de variacion es
19.74 % y el Promedio General. 0,65 mm
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Tabla 2. Analisis de varianza de brotes a los 25 dias.

Fuente de Grados de Sumade Cuadrado F F F
variacion libertad Cuadrados Medio calculada  0.05 0.01
Repeticiones 2 0.06 0.03 1.87 3.49 5.95
Tratamientos 5 0.47 0.09 5.69 333  5.64**
Error 10 0.17 0.02
Total 17 0.70
CV% 19.74

**: Diferencias estadisticas altamente significativas, *: Diferencias estadisticas significativas,
n.s.: no significativo

Los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, en el que se puede observar que el mejor
tratamiento presenta una media 0.95 que corresponde al tratamiento 1 (1 000 PPM), el rango mas
bajo se presento en el tratamiento 6 con una media de 0.41 que corresponde al testigo.

Identificacion de la dosis apropiada de AIB en el proceso de enraizamiento en
estaquillas de Myroxylon balsamum (bdlsamo)

Longitud de raiz mayor

Estos datos fueron tomados en la evaluacion final del ensayo, a los 50 dias de iniciado el
mismo, encontrandonos que las estaquillas no habian logrado enraizar debido a que las mismas
se sacaron y murieron.A los 30 dias de iniciado el ensayo, se encontré con un porcentaje de
mortalidad considerable, después de esa evaluacion las estaquillas que aiin se encontraban vivas
comenzaron poco a poco a ir perdiendo su vigor y por lo consiguiente se iban marchitando,
hasta secarse en su totalidad y morir.

Todos los procesos que se hicieron en esta investigacion fueron realizados con mucha cautela
para lograr cumplir con el objetivo, sin embargo no se logrd obtener raices en las estaquillas de
balsamo, aunque se realizaba el riego todos los dias por la manana.

Llegando asi a la ltima evaluacion con el total de estaquillas muertas, no logrando obtener
raices en esta investigacion.

Porcentaje de Mortalidad

Para obtener estos datos se realizaron dos evaluaciones a los 25 y 50 dias de iniciada la
investigacion, teniendo como resultado lo siguiente:

Resultados de la primera evaluacion realizada a 25 dias de iniciada la investigacion

La Tabla 3, presenta los valores promedios y la prueba de Tukey efectuada, indica que en el
tratamiento 6 se encontrd el mayor porcentaje de mortalidad con una media de 7,67 en este
tratamiento no se utilizé hormona.
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Tabla 3. Prueba de TUKEY, mortalidad a los 25 dias.

BLOQUES TRATAMIENTOS Suma Media
1 2 3 4 5 6
I 2 4 5 4 7 8 30 5.00
II 1 6 6 5 5 7 30 5.00
11 4 5 5 7 6 8 35 5.83
Suma 7 15 16 16 18 23 95 15.83
Media 2.33 5.00 5.33 5.33 6.00 7.67 31.67 5.28

Como resultado total del porcentaje de estaquillas muertas se obtuvo un 52.8%,
quedando el 47.2% de estaquillas vivas, a los 25 dias de iniciada la investigacion.

Resultados de la segunda evaluacion realizada los 50 dias de iniciado el ensayo

En esta evaluacion los datos obtenidos fueron el 100% de mortalidad, ya que todas las
estaquillas se secaron y por ende murieron.

Discusion
La base de este trabajo de investigacion fue la busqueda en la determinacién del
comportamiento agronomico de brotes, raiz y mortalidad, lo que determino hacer este ensayo

sobre “Influencia de niveles de concentracion de hormona AIB, en la induccion de raices en
estaquillas de Myroxylon balsamum (balsamo)

Con el uso de la concentracion 1000 PPM de la hormona AIB, se puede obtener brotes al
menos durante los 7 y 25 dias de evaluacion, los resultados encontrados en la presente
investigacion son similares a los reportados por (Chicaiza, 2004), a los 30 dias de
evaluacion, quien trabajo en la propagacion vegetativa de la teca, empleando hormonas ANA y
AIB. En cuanto a supervivencia el tratamiento 1 000 mg/kg de ANA + 1 000 mg/kg de
AIB presento los mejores resultados para numero de brotes, longitud de brote mayor y
supervivencia 83.3 % (Quevedo 2003).

En cuanto a la evaluacion realizada a los 50 dias de iniciado el ensayo, se pudo verificar
que las estaquillas no habian logrado enraizar. Sin embargo en la evaluacion que se realizo a
los 25 dias aun se encontraban vivas el 47.2% y se observo que las estaquillas poco a poco
iban perdiendo su vigor y se marchitaban, hasta secarse en su totalidad y morir. Esto es
corroborado por Zobel y Talbert (1988). Mencionan que arboles jovenes enraizaban facilmente,
pero al ensayar los mismos arboles en etapa madura no consiguieron el mismo resultado.

Esto es frustrante para el genetista forestal, quien trabaja con genotipos
convenientemente probados, porque cuando se espera a que crezcan los arboles lo suficiente
para mostrar su valor genético suele ser demasiado tarde para enraizarlos. Sin embargo los
esquejes de diversas especies de plantas enraizan con facilidad en gran variedad de medios, pero
en las plantas de dificil enraizamiento el sustrato influye en el porcentaje de enraizamiento y
en la calidad de las raices (Hartmann y Kester 2002). Segin Valarezo (1984), citado por
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(Garcia, 2008) indican que las sustancias mas utilizadas para estimular el crecimiento
radicular de brotes son el Acido Indol Butirico AIB y el Acido Naftalen Acético ANA.

En relacion con la aplicacion de reguladores de crecimiento, algunos estudios mencionan
que estacas tratadas con AIB no responden al proceso de rizogénesis o no aumentan la
produccion de raices, en lo que se concuerda con (Latsague et al. 2008). Sin embargo, otros
autores reportan que para inducir enraizamiento o estimular la rizogénesis, algunas especies
requieren previamente un tratamiento con hormonas promotoras de raices asi, varios autores han
realizado ensayos para el enraizamiento de estacas, empleando reguladores del crecimiento en
diversas especies de plantas lefiosas.

Conclusiones

Para la proliferacion de brotes en las estaquillas de Myroxylon balsamum, los mejores
resultados se obtuvieron aplicando dosis de AIB en concentraciéon de 1 000 ppm a los 7 y 25
dias de iniciado el ensayo.

En el proceso de induccion de raices de las estaquillas de Myroxylon balsamum, la longitud de
raiz mayor a los 50 dias de iniciado el ensayo, no se obtuvo raiz en ninguna de las
concentraciones hormonales de AIB aplicadas.
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Tema 9

Obtencion de protocolos de desinfeccion para la propagacion in vitro de tres especies
forestales nativas en la zona sur de Manabi

Blanca Indacochea, Maximo Vera, Johann Parrales, Carlos Castro, Fernando Ayon

Sabemos lo que somos, pero no sabemos lo que podemos ser.

William Shakespeare

Resumen

Se plante6 una metodologia para el establecimiento in vitro de Myroxylon balsamum, (balsamo)
Tabebuia crhysantha guayacan y Tabebuia billbergii, (madero negro), arboles nativo
ecuatoriano. Actualmente el cultivo in vitro se ha constituido en una via excelente para
incrementar el nimero de individuos de especies lefiosas. El objetivo fue Desarrollar
alternativas tecnoldgicas para la propagacion de plantas forestales nativas amenazadas en la
zona Sur de Manabi, mediante la aplicacion de técnicas de cultivo in vitro, empleado para el
establecimiento diferentes concentraciones de Povidyn, NaClO + Tween + HgCI2 y tiempos
de exposicion. La contaminacion fue controlada con 1% Povidyn por 20 minutos +15%
NaClO +2 gotas Tween por 5 minutos + 0.5% HgCI2 por 5 minutos, alcanzando un 90%, 87%
y 88% de sobrevivencia. Los explantes sanos fueron transferidos a un medio de cultivo con
distintos niveles de bencilaminopurina (BAP) y 4cido indolbutirico (AIB) para su
multiplicacion in vitro fue 80%, 82% y 87% de brotes con 2 mg L-1 de BAP, en combinacion
con 1 mg L-1 de AIB. Los mejores brotes de la fase de multiplicacion se colocaron en medio de
cultivo, con diferentes concentraciones de ANA, para facilitar su enraizamiento de los
tratamientos ensayados permitié generar raices a los 30 dias de su evaluacioén en la especie
Myroxylon balsamum, en cambio para las otras dos especies no presentaron raices. Los
mejores resultados de los segmentos nodales cultivados in vitro se obtuvo en medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) y la combinacién hormonal 2 mg L-1 BAP y 1 mg L-1 ANA, el
mayor porcentaje de sobrevivencia fue de 64%, 66% y 68%, de las especies.

Palabras clave: Manejo ambiental, efecto ambiental, hormonas, bioseguridad, reproduccion in
vitro.
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Summary

Achievement of disinfection protocols for in vitro propagation of three native forest
species in the southern zone of Manabi

A methodology was proposed for the in vitro establishment of Myroxylon balsamum, (balm)
Tabebuia crhysantha guayacan and Tabebuia billbergii, (blackwood), native Ecuadorian trees.
The in vitro crop has now become an excellent channel to increase the number of individuals of
woody species. The objective was to develop technological alternatives for the propagation of
threatened native forest plants in the Southern zone of Manabi, by applying in vitro crop
techniques used for the establishment with different concentrations of Povidyn, NaClO +
Tween + HgCl2 and exposure times. The contamination was controlled with 1% Povidyn for 20
minutes + 15% NaClO + 2 drops Tween for 5 minutes + 0.5% HgCl2 for 5 minutes, reaching
90%, 87% and 88% of survival. The healthy explants were transferred to a culture medium with
different levels of benzylaminopurine (BAP) and indolebutyric acid (IBA) for its in vitro
multiplication which was 80%, 82% and 87% of sprouts with 2 mg L-1 of BAP, in combination
with 1 mg L-1 of IBA. The best sprouts of the multiplication phase were placed in culture
medium, with different concentrations of ANA, to facilitate their rooting of the tested
treatments allowing the generation of roots 30 days after their evaluation in the species
Myroxylon balsamum. In contrast, for the others two species, there were no roots. The best
results of in vitro cultivated nodal segments were obtained in Murashige and Skoog (MS)
culture medium and the hormonal combination of 2 mg L-1 BAP and 1 mg L-1 ANA, the
highest survival rate was 64% 66% and 68%, of the species.

Key words: Environmental management, environmental effect, hormones, biosecurity, in vitro
reproduction.

Introduccion

El cantén Jipijapa y la zona sur de Manabi tiene una gran variedad de especies maderables, se
cuenta aun con bosques primarios, zonas de reserva y a pesar de eso el hombre no ha respetado
la naturaleza, deforestando en forma indiscriminada los bosques para hacer uso de este recurso en
la elaboracion de artesanias, muebles y en gran escala la mayor parte de esta madera es llevada a
Guayaquil y Manta para la exportacion.

La especie Tabebuia chrysantha, es un arbol originario de la zona intertropical de América. Es
comun en toda la geografia ecuatoriana en el rango altitudinal de 200 a 1200 m.s.n.m., es decir,
crece preferiblemente en regiones célidas. Loja, en su cantén Zapotillo, parroquias Mangahurco,
Bolaspamba y Cazaderos, esta el bosque de Guayacan mas vistoso debido a que albergar 40.000
hectareas de la especie. La floracion en el cantdn Zapotillo ocurre entre los meses de diciembre y
enero, durante este tiempo es comun observar como una alfombra de flores amarillas cubre el
suelo del bosque cuando de las copas de los guayacanes empiezan lentamente a caer. (Ministerio
de Turismo 2014).

La especie Tabebuia billbergii (Bureau & K. Scum.) Standl., es un arbol caducifolio, de tamafo
mediano que alcanza hasta 14 metros de altura. Se distribuye en los valles secos de 0 a 500
msnm. Su madera dura y pesada es cotizada en Ecuador para artesania y carpinteria, por el
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contraste en el color entre la albura clara y el duramen muy oscuro. En el Pert su madera es
usada para fabricacion de parquet y en construcciones rurales. Sus hojas sirven como forraje
(INRENA 2002). T. billbergii es una especie representativa del bosque estacionalmente seco
(BES), un ecosistema muy fragil que se extiende desde la peninsula de Santa Elena, en el sur del
Ecuador, hasta el noroeste del Per, comprendiendo la costa de las regiones Tumbes, Piura,
Lambayeque y el norte de La Libertad asi como el piso inferior del valle del Marafion; estas dos
areas se comunican a través del Paso de Porculla, una depresion de 2100 m de elevacion,
considerada la mas baja de los Andes peruanos (Brack y Mendiola 2004).

La especie Myroxylon balsamum, es un arbol originario de América tropical, se encuentra
distribuido en forma natural en América del sur; su presencia se ha registrado en Bolivia, Brasil,
Ecuador, Paraguay, Pert, Venezuela, Guyana y el noroeste de Argentina, en el Ecuador se
encuentra en las provincias de: Esmeraldas, sector de San Mateo a 45 msnm; Manabi, sector La
Isla de Jama, La Unidn de San Vicente a 226 msnm, Jardin Botanico de la UTM en Portoviejo a
42 msnm, El Chontal de Pedro Pablo Gémez desde 484 hasta 588 msnm, Cantagallo de Puerto
Cayo a 45 msnm, comuna Agua Blanca de Machalilla en Puerto Lopez, Mirador San Antonio de
Jipijapa a 279 msnm, Choconcha de Jipijapa y Las Coronas de Charapot6 desde 244 a 339 msnm;
Guayas, sector Las Minas 57 msnm, El Aguacate Petrillo a 103 msnm y Casas Viejas Chungén
desde 317 a 360 msnm; Santa Elena, cantones Santa Elena y La Libertad a 60 msnm; Los Rios,
Finca La Represa de la UTEQ a 90 msnm; Loja, sectores Cofrana Cotacocha entre 1621 a 1631
msnm y Colanga entre 1487 a 1617 msnm, Napo, comunidad de Campococha desde 380 a 557
msnm. El Jardin Botdnico de Missouri reporta la presencia del género en las provincias de
Sucumbios y El Oro. (Limongi 2012). En Ecuador es una de las especies maderables nativas
amenazadas ante la acelerada deforestacion que se registra en la ecoregion del bosque seco del
Litoral ecuatoriano.

Una de las estrategias para superar las dificultades de propagacion y evitar la extincion de
especies valiosas, es el cultivo in vitro de tejido vegetal (Delgado et al. 2008). Esta técnica
permite obtener plantas a partir de un fragmento pequefio de tejido cultivado en condiciones
estériles (Murashige y Skoog 1962). La propagacion in vitro via organogénesis directa
incrementa de forma rdpida el nimero de individuos, etapa importante en la produccion de
plantulas a nivel industrial y un banco de germoplasma con fines de rescate (Uribe et al. 2008).
Ademas, permite obtener plantas libres de enfermedades, en algunas ocasiones reduce el tiempo
de propagacion (Rebolledo et al. 2006). Debido a las dificultades de propagacion sexual de
Myroxylon balsamum, (balsamo) Tabebuia crhysantha (guayacéan), Tabebuia billbergii, (madero
negro) y escasa informacion disponible de propagacion in vitro (Valverde et al. 1998 y Collado
et al. 2004), (Pérez et al. 2008), se ha propuesto desarrollar alternativas tecnoldgicas para la
propagacion de plantas forestales nativas amenazadas en la zona sur de Manabi y definir los
medios de cultivos y protocolos de desinfeccion més adecuados para la reproduccion in vitro de
las especies nativas amenazadas que facilite el establecimiento y multiplicacion de plantas de
Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii , mediante la aplicacion de
técnicas de cultivo in vitro, via organogénesis directa con fines de recuperacion.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizd en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Universidad
Estatal del Sur de Manabi, Ecuador,
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Material vegetal y preparacion de los explantes

Se empled segmentos nodales de plantas de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y
Tabebuia billbergii de tres meses de edad del invernadero del Laboratorio de Biotecnologia,
fumigadas dos veces por semana con mezcla de Agrimicin y Benlate a una concentracion de 1 g
L-1 (Indacochea 2013) para disminuir la contaminaciéon de los segmentos nodales en el
establecimiento in vitro (Anexos) (Rebolledo et al. 2006 y Flores et al. 2009).

Medios de cultivo

Se empled el medio de cultivo MS propuesto por Murashige y Skoog (1962) y Uribe et al.
(2008), suplementado con bacto agar (Becton, Dickinson and Company) (7 g L/L) sacarosa (30 g
L-1), 20 mg L-1 de gentamicina, Macronutrientes (25 mL/L), Micronutrientes (10 mL/L),
Cloruro de Calcio (10 mL/L), Yoduro de Potasio (10 mL/L), Sulfato de Hierro(10 mL/L),
Vitamina Gambort (10 mL/L), Cisteina (10 mL/L), el PH ajustado a 5.7 con NaOH a una
concentracion 0.1 N. El medio fue quimicamente esterilizado con vitrofural al 0.118 g L-1, en la
camara de flujo laminar.

Fases de la propagacion in vitro

Establecimiento aséptico del cultivo.

Las plantulas de dos meses fueron fumigadas dos veces por semana con una mezcla de Vitavax y
Benlate a la concentracion de 1 g/L para asegurar una mayor sanidad de los materiales, los
explantes se colectaron en solucion de acido ascorbico 150 mg/L, seccionado de brotes a 3 cm.
de longitud, fueron lavados en agua destilada (2-3 veces), y luego sumergidos en agua destilada
por 10 minutos a objeto de bajar el contenido enddgeno de fenoles, inmediatamente se
sumergieron en bicloruro de mercurio a concentracion de 0,25% mas dos gotas de Tween 80
durante cinco minutos en la zaranda orbital marca: Vwr Modelo: Incubating Orbital Shaker Serie:
100928002, se suministraron tres enjuagues de agua destilada estéril. En la cabina de flujo
Bioseguridad marca: Labconco, Modelo: 3450001, Serie: 1008293010, se procedid segun
tratamientos; (T1) 1% de Povidyn por 5 min+ 10% NaClO +2 gotas Tween por 5 min +0.5%
HgCl2 por 5 min, (T2) 1% de Povidyn por 10 min +10% NaClO +2 gotas Tween por 10 min
+0.5% HgCl2 por 5 min, (T3) 10 % de Povidyn por 15 min +10% NaClO +2 gotas Tween por
15 min +0.5% HgCI2 por 5 min(T4) 10% de Povidyn por 20 min +10% NaClO +2 gotas Tween
por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min, (T5) 1% Povidyn por 15 min +12% NaCIO +2 gotas Tween
por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min y (T6 ) 1% Povidyn por 20 min +15% NaClO +2 gotas
Tween por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min, con tres enjuagues de agua destilada estéril, los
explantes fueron sembrados en tubos de ensayo con 15 mL de medio de cultivo e incubados a 25°
C £ 1° C durante 30 dias. (Figura 2,3, 4,5 y 6 .Anexo)

Fase de multiplicacion. Los explantes establecidos en la etapa anterior libres de agentes
contaminantes de entre 2 cm de longitud, fueron transferidos a un medio de cultivo MS de
multiplicacion, con bencilaminopurina (BAP) (1.5, 2.5 y 3 mg L-1) y é4cido indolbutirico (AIB)
(0.5 y 1 mg L-1), siguiendo el método descrito por Gupta et al. (1980) y Carranza et al. (2012).
Se efectuaron tres siembras a intervalos constantes de 30 dias. (Figura 7,8 y 10. Anexo).
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Fase de enraizamiento. Se seleccionaron brotes de 3 cm de longitud de la fase de multiplicacion,
se ubicaron en el medio de cultivo MS con AIB a concentraciones de 1; 1.5; 2 y 2.5 mg L-1. Los
explantes fueron evaluados a los 30 dias de su establecimiento. En la tabla 1, se muestran los
tratamientos y las variables evaluadas en las distintas fases de la propagacion in vitro de las
especies de Myroxylon balsamum (balsamo), Tabebuia crhysantha (guayacan) y Tabebuia
billbergii, (madero negro). Siguiendo el método descrito por (Carranza et al. 2012)

Incubacion y fotoperiodo de vitroplantas. La incubacion en las tres etapas se efectud en el area
de crecimiento de cultivo con intensidad luminica de 50 pmol m-2 s-1 con un fotoperiodo de 16 h
y temperatura de 25 + 1° C.

Disefo experimental y andlisis estadistico Para analizar las condiciones del ensayo en la fase de
establecimiento, se empled un Diseiio Completo al Azar (DCA) con arreglo factorial (2x3) (Tabla
1) con seis tratamientos, cuatro repeticiones. En la fase de multiplicacion, se aplicé un DCA con
arreglo factorial (3x2) (Tabla 2), con seis tratamientos, cuatro repeticiones. La fase de
enraizamiento, se evalué mediante un DCA con cuatro tratamientos, cuatro repeticiones. Se
utilizaron cinco unidades experimentales en cada fase.

Los datos de cada una de las variables se sometieron a un analisis de varianza ANDEVA y
separacion de medias al 95% de probabilidad, empleando el programa estadistico MSTAT-C
(Michigan State University 1983). Para establecer diferencias estadisticas entre tratamientos se
efectud la Prueba de Rangos Multiples de Tukey (p<0.05). Los datos con valores cero fueron
transformados con la siguiente férmula: V(x+0.5).

Tabla 1. Tratamientos y variables evaluadas en las distintas fases de la propagacion in vitro de
Myroxylon balsamum, (balsamo) Tabebuia crhysantha (guayacan) y Tabebuia billbergii,
(madero negro).

Fases de la propagacion in vitro Variables analizadas por fase

Establecimiento

T1 1% de Povidyn por 5 min+ 10% NaClO +2 gotas Tween Contaminacion hongos
por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min.

T2 1% de Povidyn por 10 min +10% NaClO +2 gotas Contaminacion bacterias

Tween por 10 min +0.5% HgCl2 por 5 min

T3 10 % de Povidyn por 15 min +10% NaClO +2 gotas Numero de explantes quemados (necrosis)
Tween por 15 min +0.5% HgCl2 por 5 min.

T4 10% de Povidyn por 20 min +10% NaClO +2 gotas Porcentaje de explantes vivos

Tween por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min.

T5 1% Povidyn por 15 min +12% NaClO +2 gotas Tween Numero de brotes
por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min.

T6 1% Povidyn por 20 min +15% NaClO +2 gotas Tween Longitud de brotes
por 5 min +0.5% HgCI2 por 5 min.

Multiplicacion

Tl 1mgL-1 BAP+0.5mgL-1 AIB Contaminacion hongos
T2 1mgL-1 BAP+1mgL-1 AIB Contaminacion bacterias
T32mgL-1 BAP+0.5mgL-1 AIB Porcentaje de brotes
T42mgL-1 BAP+ 1 mgL-1 AIB Numero de brotes
T53mgL-1 BAP+0.5mgL-1 AIB Longitud de brote mayor
T63mgL-1 BAP+ 1 mgL-1 AIB

Enraizamiento

Tl 1mgL-1 BAP+0.5mgL-1 ANA Contaminacién hongos
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T2 1mgL-1 BAP+1mgL-1 ANA Contaminacion bacterias
T32mgL-1 BAP+0.5mgL-1 ANA Porcentaje de explantes vivos
T42mgL-1 BAP+1mgL-1 ANA Longitud de raices

Resultados y discusion
Fase de establecimiento

La contaminacidn por bacterias, nimero de brotes y longitud de brotes (tratamientos T3, T6 y T5)
no mostraron diferencia (p<0.05). En los explantes contaminados por hongos, quemados y vivos
(%), se observan diferencias notables (p<0.05), obteniendo los promedios mas altos en los
tratamientos T2, TS5 y T6 Al aplicar 1% Povidyn por 20 minutos +15% NaClO +2 gotas Tween
por 5 minutos +0.5% HgCI2 por 5 minutos (T6), no se observo diferencias, alcanzando un 90%,
87% y 88% de explantes vivos, libres de contaminacién por hongos y bacterias a los 30 dias de
evaluacion en las tres especies (Tabla 2a, 2b,y 2c¢). Los resultados obtenidos en esta fase en
Cordia alliodora, utilizando hipoclorito de sodio al 2,5% .durante 2 minutos, proporcion6 una
menor tasa de contaminacion; pero, provoco un aumento considerable del nimero de explantes
que se pierden por fenolizacion y necrosis, lo que demuestra el efecto dafiino que tienen estos
desinfectantes sobre los tejidos vegetales (Indacochea 2013),. Al respecto, varios autores reportan
que el uso de hipoclorito de sodio durante 15 a 20 minutos reduce la contaminacion (Romano et
al. 2000), pero en ocasiones puede provocar la necrosis de los tejidos que en ocasiones conduce a
la muerte del explante (Sotolongo 2003), (Garcia y Cazorla 2000), pero en otras especies ha
resultado negativo, pues inhibe el crecimiento y provoca la muerte del explante (Camargo y
Pascual 1999). Pérez et al. (2012) aplicaron hipoclorito de sodio al 10% durante 10 min en
explantes de caoba, logrando reducir la contaminacion hasta un 14%. En cambio (Carranza et al.
2012) empleo 15 g de hipoclorito de calcio durante 20 minutos, alcanzando un 95% de explantes
vivos, libres de contaminacion por hongos y bacterias. Aunque los problemas en el
establecimiento in vitro de especies lefiosas, se debe en gran medida a la contaminacion
microbiana de los explantes provenientes del invernadero, criterio que coincido con (Carranza et
al. 2012), los resultados obtenidos sugieren que la contaminacion presente en el material vegetal
de las especies Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii, puede ser
impedido mediante la desinfeccion con 1% Povidyn por 20 min +15% NaClO +2 gotas Tween
por 5 min +0.5% HgCl2 por 5 min, por la adicién de éste al medio de cultivo.
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Tabla 2a. Establecimiento aséptico de segmentos nodales para el cultivo in vitro de Myroxylon
balsamum, (balsamo).

Variables T1 T2 T3 T4 TS T6
1% de 1% de Povidyn 10 % de 10% de 1% Povidyn 1% Povidyn
Povidyn por por 10 min Povidyn por 15  Povidyn por por 15 min por 20 min
5mint+ 10%  +10% NaClO min +10% 20 min +10% +12% NaClO +15% NaClO
NaClO +2 +2 gotas NaClO +2 gotas NaClO +2 +2 gotas +2 gotas
gotas Tween  Tween por 10 Tween por 15 gotas Tween Tween por 5 Tween por 5
por 5 min min +0.5% min +0.5% por 5 min min +0.5% min +0.5%
+0.5% HgCl2 HgCI2 por 5 HgCl12 por 5 min  +0.5% HgCI2 HgCl2 por 5 HgCl2 por 5
por 5 min. min por 5 min min. min.

Numerode  0.30a 0.25a 0.40a 0.35a 0.19a 0.00 a

bacterias

Numerode  0.30b 0.70 a 0.25b 0.15 be 0.10 be 0.00c

hongos

Ne.explantes 0.05b 0.00b 0.10 ab 0.05 ab 0.20 a 0.00b

quemados

Explantes 35.00 be 5.00c¢ 25.00 be 35.00 be 55.00 ab 90.00 a

vivos (%)

Numerode  0.60 a 0.05b 0.25 ab 0.40 ab 0.55a 0.65a

brotes

Longitudde 0.53 a 0.13 a 0.20 a 0.63 a 0.75 a 0.63 a

brotes (cm)

DE* 0.34 0.25 0.31 0.31 0.33 0.19

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,

p>0.05).

Tabla 2b. Establecimiento aséptico de segmentos nodales para el cultivo in vitro de Tabebuia

crhysantha (guayacén).

Variables T1 T2 T3 T4 TS T6
1% de 1% de Povidyn 10 % de 10% de 1% Povidyn 1% Povidyn
Povidyn por por 10 min Povidyn por 15  Povidyn por por 15 min por 20 min
5mint+ 10%  +10% NaClO  min +10% 20 min +10%  +12% NaClO  +15% NaClO
NaClO +2 +2 gotas NaClO +2 gotas NaCIO +2 +2 gotas +2 gotas
gotas Tween  Tween por 10 Tween por 15 gotas Tween Tween por 5 Tween por 5
por 5 min min +0.5% min +0.5% por 5 min min +0.5% min +0.5%
+0.5% HgCI2 HgCI2 por 5 HgCl2 por 5 +0.5% HgCI2  HgCl2 por 5 HgCl2 por 5
por 5 min. min min por 5 min min. min.

Numero de 0.32a 0.25a 0.40a 0.35a 0.19a 0.00 a

bacterias

Numerode  0.32b 0.70 a 025b 0.15be 0.10 be 0.00c

hongos

Ne.explantes 0.05b 0.00b 0.10 ab 0.05 ab 0.20 a 0.00b

quemados

Explantes 34.00 be 5.00c 3.00 be 36.00 be 53.00 ab 87.00 a

vivos (%)

Numerode  0.63 a 0.06 b 0.24 ab 0.39 ab 0.57a 0.66a

brotes

Longitudde 0.54a 0.14a 021a 0.64 a 0.73 a 0.63 a

brotes (cm)

DE* 0.33 0.26 0.32 0.31 0.32 0.19

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,

p>0.05).
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Tabla 2c. Establecimiento aséptico de segmentos nodales para el cultivo in vitro de Tabebuia
billbergii, (madero negro).

Variables T1 T2 T3 T4 TS T6
1% de 1% de 10 % de 10% de 1% Povidyn 1% Povidyn
Povidyn Povidyn por Povidyn por Povidyn por por 15 min por 20 min
por 5Smint 10min+10% 15min+10% 20 min+10% +12% +15%
10% NaClO NaClO +2 NaClO +2 NaClO +2 NaClO +2 NaClO +2
+2 gotas gotas Tween  gotas Tween gotas Tween  gotas Tween  gotas
Tween por por 10 min por 15 min por 5 min por 5 min Tween por
5 min +0.5% +0.5% HgCI2  +0.5% +0.5% 5 min
+0.5% HgCI2 por5  por 5 min HgCl2por5 HgCR2por5 +0.5%
HgCl2 por5 min min min. HgCl2 por 5
min. min.
Numero de 031a 0.25a 0.50 a 0.33a 0.18a 0.00 a
bacterias
Numerode  0.32b 0.69 a 0.26 b 0.15 be 0.10 be 0.00 ¢
hongos
Ne.explantes 0.06 b 0.05b 0.10 ab 0.05 ab 0.20 a 0.00b
quemados
Explantes 37.00 be 5.00c 3.00 be 32.00 be 51.00 ab 88.00 a
vivos (%)
Numerode  0.60 a 0.06 b 0.24 ab 0.37 ab 0.56 a 0.67 a
brotes
Longitudde 0.55a 0.15a 023 a 0.67 a 0.70 a 0.66 a
brotes (cm)
DE* 0.32 0.25 0.32 0.33 0.31 0.21

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Fase de multiplicacion

Si bien, no se encontro diferencias (p<0.05) entre los tratamientos (Tabla 3a, 3b y 3c¢), al afiadir 2
mg L-1 de BAP en combinacion con 1 mg L-1 de AIB, se obtuvo el 80%,82 y 87% de explantes
con brotes de las tres especies en estudio. (T4). Estos resultados son superiores a los obtenidos
por (Indacochea 2013) en Cordia alliodora, alcanz6 una brotacion de explante 63.8% y un
promedio del nimero de brotes por explantes de aproximadamente 2.62%, Comunmente, para
especies forestales se utiliza BAP en combinacion con auxinas para inducir la multiplicacion. Las
plantas superiores al poseer una mejor carga hormonal enddgena comparada con plantas
herbaceas, segun (Schmiilling 2004) no requieren que se les suministre una elevada carga
hormonal para establecerlas y lograr su multiplicacion en condiciones in vitro, por ello, el
resultado obtenido es favorable para la micropropagacion de Myroxylon balsamum, (balsamo)
Tabebuia crhysantha (guayacén) y Tabebuia billbergii, (madero negro), de acuerdo a (
Monteuuis et al. 1998), (Mantovani et al. 2001), lograron con la adiciéon de 1 mg/L y 2 mg/L de
BAP favorecer el desarrollo de un mayor porcentaje de brotes (64% y 71%,), incrementando
también el nimero de ejes por estaca a dos y tres, respectivamente. Daquinta et al. (2001),
cuando combind el BAP (2 mg/L) con AIA (0.02 mg/l), observd el mayor porcentaje de
brotacion 80% y la mayor produccion de ejes por estaca (4.6 ejes por estaca). Ademads, la
concentracion de AIA fue incrementada a 0,2 mg/L, la brotacién se disminuyd 55%, lo mismo
que el nimero de ejes por estacas (2 ejes), a la vez se incremento el porcentaje de microestacas
que produjeron callos en lugar de brotes 45%. (Millan et al. 2007), obtuvieron brotes de las
especies Chlorophora tinctoria L y Quercus humboldtii), alcanzaron 80% de brotes; en esta
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etapa se ha comprobado que la concentracion ideal de BAP es la de 1mg/L, a concentraciones
mayores, se produce un aumento en la produccion de brotes, sin embargo, son pocos vigorosos y
la formacion de callos, es también notable.

Posteriormente, (Castro et al. 2002) reportaron que la mayor tasa de multiplicacion en Tectona
grandis LF (teca), se obtuvo cuando los explantes consistentes de meristemos apicales obtenidos
de brotes epicérmicos fueron cultivados en un medio MS suplementado con 2,22 mg/L de BAP.
Al respecto, (Garcia et al. 2011), reportan que al parecer, éste es un comportamiento de
determinadas familias como Meliaceae y Boraginaceae, al igual que algunas especies de
leguminosas (McCown 2000, Jha et al. 2004).

En C. alliodora, se realizaron hasta tres subcultivos, la tasa de multiplicacidon, nunca aumentd y
se mantuvo aproximadamente en 2.5 brotes. Aunque, por norma general, en las distintas
metodologias de micropropagacion, se establece que una vez multiplicado el material, éste debe
aumentar la tasa de multiplicacion en los subsiguientes subcultivos (Indacochea 2013, Sotolongo
et al. 2003, Yasodha et al. 2005); en otras, el comportamiento resulta ser a la mantencion del
nimero de brotes por explante (Maruyama 2006, Pérez et al. 2002, Rodriguez et al. 2003) e
inclusive la pérdida de la respuesta morfogenética con los subcultivos (Rios et al. 2005); las
cuales son llamadas por McCrown (2000) y Garcia et al. (2011), como recalcitrantes al cultivo in
vitro, los resultados en C. alliodora, indican que éste, puede ser el caso de esta especie. El efecto
inhibitorio en la emision y elongacion de los brotes por aumento en la concentracion exogena de
hormonas es diferente dependiendo del tipo de hormona a emplear, reduccion de los niveles, ya
sea de auxina o citoquinina, teniendo efectos distintos sobre el desarrollo de las plantulas in vitro
(Sanchez et al. 2004). Para inducir la divisién y elongacion celular, es necesario un balance
apropiado entre citoquininas y auxinas, en un medio nutritivo, ademdas de las que se encuentran
en forma endogena en los explantes in vitro (Cob et al. 2010; Martinez y Pacheco 2006). Los
resultados encontrados en esta investigacion respecto del nimero de brotes (0.34 a 0.75)
concuerdan con lo expresado con (Carranza et al. 2012)

En éste estudio, la combinacion de BAP y AIB, en una relacion 2:1 mg L-1 fue suficiente para
conseguir alto porcentaje de brotacion y longitud de brotes de Myroxylon balsamum, Tabebuia
crhysantha y Tabebuia billbergii, resultados que coincido con (Carranza et al. 2012)  que
alcanzo6 con 2 mg L-1 de BAP en combinacion con 1 mg L-1 de AIB, obtuvo el 70% de explantes
de caoba.

Tabla 3a. Fase de multiplicacion in vitro de segmentos nodales de Myroxylon balsamum,
(balsamo).

Variables T1 T2 T3 T4 T5 T6
I mg L-1 I mg L-1 BAP 2mgL-1 BAP+ 2mgL-1BAP 3 mgL-1 BAP 3mglL-1
BAP+0.5mg +1mglL-1 0.5mgL-1 ANA +1mgL-1 +0.5mgL-1 BAP + 1 mg
L-1 AIB ANA ANA AIB L-1 AIB
Numero de 0.34a 0.11a 0.16a 0.04a 0.36* 0.17a
bacterias
Numero de 0.30a 0.51a 0.14a 0.17a 0.44* 0.50a
hongos
Explantes 34.00a 33.00a 62.00 a 80.00a 30.00a 40.00a
vivos (%)
Numero de 0.35a 0.40a 0.65a 0.70a 0.40° 0.45a

brotes
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Longitudde  0.08a 0.09a 0.16a 0.09a 0.04a 0.17a
brotes (cm)
DE* 0.10 0.04 0.05 0.09 0.11 0.02

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Tabla 3b. Fase de multiplicacion in vitro de segmentos nodales de Tabebuia crhysantha
guayacan.

Variables T1 T2 T3 T4 TS T6
I mg L-1 I mg L-1 BAP 2mgL-1 BAP+ 2mgL-1BAP 3 mgL-1 BAP 3mglL-1
BAP+0.5mg +1mglL-1 0.5mgL-1 ANA +1mgL-1 +0.5mgL-1 BAP + 1 mg
L-1 AIB ANA ANA AIB L-1 AIB
Numero de 0.36a 0.13a 0.17a 0.05a 0.36a 0.18a
bacterias
Numero de 0.33a 0.53a 0.16a 0.17a 0.44a 0.52a
hongos
Explantes 36.00a 34.00a 59.00 a 82.00a 32.00a 43.00a
vivos (%)
Numero de 0.35a 0.40a 0.65a 0.70a 0.40a 0.47a
brotes
Longitudde  0.08a 0.09a 0.16a 0.09a 0.04a 0.18a
brotes (cm)
DE* 0.12 0.05 0.06 0.08 0.12 0.03

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Tabla 3c. Fase de multiplicacion in vitro de segmentos nodales de Tabebuia billbergii, (madero
negro).

Variables T1 T2 T3 T4 TS T6
I mg L-1 I mg L-1 BAP 2mgL-1 BAP+ 2mgL-1BAP 3 mgL-1 BAP 3mglL-1
BAP+0.5mg +1mglL-1 0.5mgL-1 ANA +1mgL-1 +0.5mgL-1 BAP + 1 mg
L-1 AIB ANA ANA AIB L-1 AIB
Numero de 0.36a 0.13a 0.16a 0.012a 0.30a 0.16a
bacterias
Numero de 0.33a 0.53a 0.15a 0.18a 0.45a 0.52a
hongos
Explantes 37.00a 34.00a 61.00 a 87.00a 30.00a 41.00a
vivos (%)
Numero de 0.35a 0.40a 0.65a 0.70a 0.40a 0.45a
brotes
Longitudde  0.08a 0.09a 0.16a 0.09a 0.04a 0.17a
brotes (cm)
DE* 0.11 0.05 0.06 0.08 0.10 0.02

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Fase de enraizamiento

De todos los tratamientos aplicados en la fase de enraizamiento (Tabla 4a, 4b y 4c) ninguno
permitié la formacién de raices, sin embargo, con el tratamiento T4: 2 mg L-1 BAP + 1 mg L-1
ANA se obtuvo un 64%,66% y 68% de explantes vivos en las tres especies, ninguno de los
tratamientos ensayados permitid generar raices a los 30 dias de su evaluacion. Los resultados
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obtenidos en esta investigacion coinciden con Carranza et al. (2012), que los mejores brotes de
la fase de multiplicacion se colocaron en medio de cultivo MS/2 con diferentes concentraciones
de ANA para facilitar su enraizamiento, ninguno de los tratamientos ensayados permitio generar
raices a los 30 dias de su evaluacion, aunque el mayor porcentaje de sobrevivencia (65%) se
obtuvo al combinar 2 mg L-1 BAP y 1 mg L-1 ANA, para multiplicar Swietenia macrophylla,
caoba y los informados por (Rathore et al. 1993), quienes encontraron que la combinacion BA y
AlIA, (2mg/L y 0.02 mg/L, respectivamente) fue la mas eficiente para la multiplicacion de teca.
Por otra parte Umboh (1988) sefial6 que la combinacion BA y ANA también resultaron eficiente
para inducir la multiplicacién de teca, ain cuando no informaron sobre la cantidad de ejes o
nudos producidos.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se demostr6é la necesidad de una fuente exogena de
auxinas para el enraizamiento de los brotes, de forma general, las mas usadas en esta fase son el
ANA, AIB, AIA (Orellana 1998). Sotolongo et al. (2011) y Flores et al. (2009), reportan que en
especies forestales, el AIB tiene mejor respuesta que los demaés reguladores del crecimiento.

Algunas especies de plantas, no necesitan pasar por esta etapa y emiten sus raices en el mismo
medio de cultivo donde desarrollan yemas nuevas, por lo tanto, el proceso de multiplicacion y
enraizamiento transcurren en forma simultdnea (Castillo et al. 2004). En muchas especies
forestales el enraizamiento puede ocurrir al pasar las plantulas enraizadas a un medio libre de
hormonas (Daquinta ef al. 2001), lo cual puede deberse al contenido enddégeno de auxinas que
pueden desencadenar la rizogénesis (Pelacho et al. 2003, Castillo 2006, Bernal et al. 2009),
ademds que se reconoce que esta fase tiene requerimientos nutricionales inferiores a la
multiplicacion, por lo que, en muchas ocasiones disminuir la concentracion del medio de cultivo
en esta etapa, favorece el enraizamiento (Gamboa y Abdelnour 2011, Gonzéalez y Vilca 1998).
Para C. alliodora el mejor medio fue aquel con AIB, no so6lo por el porcentaje de enraizamiento,
sino también por la morfologia de las raices, lo cual coincide con Schuler et al. (2005), Nuiiez et
al. (2008), Castro y Sanchez (2010), en los que solo una auxina es usada para el enraizamiento y
donde los porcentajes de éste oscilan entre 80-95%. (Millan et al. (2011), demostraron en
Cedrela odorata L, Cedro que el efecto del AIB en concentracion de 1mg/L sobre la rizogénesis
radica en el aumento del nimero de meristemoides que se derivan de tejidos del cambium,
especialmente de las células parenquimatosas cercanas a la region mas externa del floema cerca
del anillo del esclerénquima, los cuales se diferencian mas tarde alrededor del sexto dia en el
medio de cultivo. Al igual, que trabajos realizados en el CATIE (Leakey ef al. 1990, Mesén et
al. 1992, 1996, Mesén 1993); con varias especies, tales como: Terminalia oblonga (Ruiz & Pav.)
(0.8% de AIB), Cordia alliodora (Ruiz & Pav) (0.8%-1.6% de AIB) y la especie Hyeronima
alchorneoides (1.6% de AIB); con la especie C. iguaguana, los mejores porcentajes de
enraizamientos se obtuvieron cuando se utilizaron dosis al 0.8% (T4) y 1.6% (T5) de AIB. En
esta investigacion se realiz6 una combinacion de citoquinina BAP y la auxina AIA, siendo la mas
utilizada en la induccion radical (Collado et al. 2004).
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Tabla 4a. Fase de enraizamiento in vitro de yemas axilares de Myroxylon balsamum, (balsamo)
Tabebuia crhysantha (guayacan) y Tabebuia billbergii, (madero negro).

Variables T1 T2 T3 T4
I mg L-1 BAP+ I mgL-1 BAP+1 2mgL-1 BAP+0.5 2mgL-1 BAP +1
0.5mgL-1 AIB mg L-1 ANA mg L-1 ANA mg L-1 ANA

Numero de bacterias 0.04a 0.21b 0.19b 0.20b

Numero de hongos 0.05a 0.04a 0.11* 0.00a

Explantes vivos (%) 24.00b 51.00ab 21.00b 64.00a

Numero de raices 0.24a 0.93a 0.24* 0.60a

Longitud de raices 0.16a 0.52a 0.11* 0.26a

(cm)

DE* 0.10 0.17 0.08 0.09

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Tabla 4b. Fase de enraizamiento in vitro de yemas axilares de Tabebuia crhysantha guayacan.

Variables T1 T2 T3 T4
I mg L-1 BAP+ I mgL-1 BAP+1 2mgL-1 BAP+0.5 2mgL-1 BAP+1
0.5mgL-1 AIB mg L-1 ANA mg L-1 ANA mg L-1 ANA

Numero de bacterias 0.06a 0.22b 0.18b 0.20b

Numero de hongos 0.05a 0.05a 0.12* 0.00a

Explantes vivos (%) 27.00b 53.00ab 20.00b 66.00a

Numero de raices 0.25a 0.90a 0.24* 0.61a

Longitud de raices 0.15a 0.50a 0.12* 0.26a

(cm)

DE* 0.10 0.16 0.08 0.08

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Tabla 4c¢. Fase de enraizamiento in vitro de yemas axilares de Tabebuia billbergii, (madero

negro).
Variables T1 T2 T3 T4
I mg L-1 BAP+ 1 mg L-1 BAP + 1 2mgL-1 BAP+0.5 2mgL-1BAP+1
0.5mgL-1 AIB mg L-1 ANA mg L-1 ANA mg L-1 ANA
Numero de bacterias 0.06a 0.22b 0.18b 0.20b
Numero de hongos 0.05a 0.05a 0.12* 0.00a
Explantes vivos (%) 27.00b 53.00ab 20.00b 68.00a
Numero de raices 0.25a 0.90a 0.24* 0.61a
Longitud de raices 0.15a 0.50a 0.12* 0.26a
(cm)
DE* 0.10 0.16 0.08 0.08

*DE=Desviacion Estandar. Medias seguidas por la misma letra no presentan diferencias estadisticas (Tukey,
p>0.05).

Identificacion de agentes patogenos

En el proceso de la propagacion in vitro de Myroxylon balsamum, (balsamo) Tabebuia
crhysantha (guayacan) y Tabebuia billbergii, (madero negro), las bacterias y hongos fueron las
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principales responsables de la contaminacion, lo cual parece ser un comportamiento usual para
las plantas lefiosas, en particular las provenientes de campo, (Abdenour y Mufioz 2005).

La oxidacion fenolica, aparece como consecuencia de los cortes durante la preparacion de los
explantes y de la accién de los desinfectantes sobre el tejido dafado, constituye un serio
problema para la supervivencia de meristemos y apices sobre todo de especies lefiosas. Estos
compuestos oxidados son altamente reactivos y fitotoxicos (Hu y Wang 1983), lo cual resulta
letal para los explantes. Al respecto, muchos autores consideran la fenolizaciéon como la segunda
causa de merma de material donante en especies lefiosas (Nagori et al. 2004, Garcia et al. 2011),
sin embargo en este caso no fue un factor importante en las pérdidas de material proveniente de
campo lo que pudiera estar relacionado con la época de coleccion del explante (Merkle y Nairn
2005) y por la cantidad de compuestos del metabolismo secundario que en material rejuvenecido
se encuentran en menor proporcion y al uso de dcido ascorbico durante la desinfeccion, el cual
fue suficiente para controlar la oxidacién e inhibir la actividad de la polifenoloxidasa y
peroxidasas, las cuales se encargan de oxidar los fenoles y transformarlos a quinonas.

En cuanto, al origen del explante, se puede observar que los provenientes de plantas de dos meses
de edad (vivero), muestran siempre un mayor porcentaje de establecimiento en comparacion con
el material proveniente de brotes epicormicos de arbol plus seleccionado; lo cual, esta
relacionado con el estado de desarrollo del donante y la edad fisiologica del explante, son de
gran influencia en el éxito del cultivo in vitro (Lameira 2006;). De esta manera, también la
posibilidad de establecer material directamente de campo es mas baja, porque al estar expuestos
los donantes a las condiciones ambientales, tienen una mayor presencia de contaminantes
dificiles de eliminar durante los procesos de desinfeccion, (Sotolongo 2000), no es posible
aplicar tratamientos fitosanitarios previos y no contarse con plantas cultivadas bajo condiciones
controladas como comiinmente se reporta en otros trabajos de este tipo. Las bacterias y hongos
fueron las principales responsables de la contaminacion, lo cual parece ser un comportamiento
usual para las plantas lefiosas, en particular las provenientes de campo, (Abdenour y Mufioz.,
2005). Sin embargo, es importante tener en cuenta, la zona de tejido que se utiliza para iniciar el
cultivo in vitro, porque tiene gran influencia en la eficiencia de la desinfeccion. Los explantes
tomados de plantas en crecimiento son mas faciles de desinfectar que los explantes de plantas
adultas, donde la desinfeccion se hace muy dificil), resultados que coincido con Carranza et al.
(2012) en el proceso de la propagacion in vitro de caoba se evidencid la presencia de diversos
hongos filamentosos, asi como bacterias en los diferentes tratamientos. La clasificacion y
deteccion se realizé a nivel de género en el caso de hongos, de acuerdo a claves taxondmicas
(Barnett y Hunter 1972). Uno de los hongos encontrados en el cultivo in vitro de caoba pertenece
al género Curvularia. Estos resultados coinciden con los descritos por Acosta et al. (2002) quien
encontrd varios géneros de hongos contaminantes en el establecimiento in vitro de arboles
lefiosos, incluido Curvularia. A pesar de que se han implementado protocolos para propagar un
gran nimero de especies forestales por cultivo in vitro, la contaminacion fungica y bacteriana de
los explantes constituye uno de los problemas que limita su aplicacién (Acosta et al. 2009, y
Alvarado 1998). Los principales microorganismos contaminantes del cultivo in vitro son los
hongos filamentosos, las levaduras y las bacterias, los cuales habitan cominmente plantas in
vivo, pero tienen efectos devastadores en el cultivo in vitro (George 1993, Leifert et al. 1994,
Leifert y Cassells 2001). En Anexo, se muestran los resultados de la propagacion in vitro de las
tres especies en estudio, desde la Seleccion, desinfeccion de los segmentos nodales hasta su
multiplicacion y enraizamiento.
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Conclusiones

En la fase de establecimiento in vitro de explantes de Myroxylon balsamum, (balsamo) Tabebuia
crhysantha (guayacan) y Tabebuia billbergii, (madero negro), se demuestra que la aplicacion de
1% Povidyn por 20 min +15% NaClO +2 gotas Tween por 5 min +0.5% HgCl2 por 5 minuto,
permite reducir significativamente la contaminacion de los explantes por microorganismos.

En la fase multiplicacion in vitro Myroxylon balsamum, (balsamo) Tabebuia crhysantha
(guayacan) y Tabebuia billbergii, (madero negro), se logra a partir de segmentos nodales de
plantulas de tres meses de edad en vivero, con un balance hormonal medio MS suplementado con
2mgL-1 de BAPy 1 mg L-1 de AIB, permitié generar el 80%, de brotes.

El enraizamiento de brotes de Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii, en dosis combinadas
de BAP/AIB y BAP/ANA, no present6 efecto alguno. La ausencia de raices de las dos especies,
puede estar asociada a las bajas dosis. Sin embargo para la especie Myroxylon balsamum,
(balsamo) si presentd efecto alguno y presencia raices Siendo necesario, evaluar
concentraciones de BAP, ANA y AIA superiores a 2 mg L-1. Para las dos especies en mencion.

Todas las etapas evaluadas durante esta experiencia permitieron alcanzar el objetivo deseado, con
porcentajes de éxito comparables o superiores a los mostrados en otros estudios reportados. Sin
embargo, es opinion de los autores que dependiendo del material a utilizar, es posible que se
requiera hacer algunas modificaciones a este protocolo, sobre todo en lo que respecta a la etapa
de establecimiento aséptico, debido a las variaciones en la sanidad de los materiales como
resultado de su procedencia y atin mas, dependiendo de la época del afio en que €stos se colecten
para iniciar la micropropagacion.
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Tema 10

Aclimatacion de plantas in vitro de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha 'y Tabebuia
billbergii

Blanca Indacochea G, Johann Parrales V, Carlos Castro P, Maximo Vera T

“El ignorante afirma, el sabio duda y reflexiona”

Aristoteles

Resumen

Plantas obtenidas mediante micropropagacion de las especies: Myroxylon balsamum, Tabebuia
crhysantha y Tabebuia billbergii, que median de 5 a 10 cm. de longitud y poseian como minimo
3 raices, se colocaron en bolsas como sustrato una mezcla de 40% de arena de rio 40% de
abono organico y 20% viruta de madera (aserrin) descompuesta y fueron ubicadas en un vivero
que proporcionaba 70 % de sombra. El riego fue por aspersion durante 15 dias, se fertilizaron con
abono (10-20-30) a los 25 dias de iniciada la aclimatacion y se realizaron aspersiones con
oxicloruro de cobre 0.3 g L-1 cada 7 dias. A los tres meses de haber sido trasplantadas a suelo,
las plantas alcanzaron aproximadamente 20 cm de longitud y se consideraron preparadas para
plantacion. Los porcentajes de adaptacion logrados fueron: Myroxylon balsamum 65%, Tabebuia
crhysantha 80%y Tabebuia billbergii 70%.

Palabras claves: Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha, Tabebuia billbergii,
aclimatacion, micropropagacion, cultivo de tejidos.

Summary

Acclimatization of plants obtained in vitro from Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha
and Tabebuia billbergii

Plants obtained by micropropagation of the species: Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha
and Tabebuia billbergii, that measured from 5 to 10 cm. in length and had as a minimum, three
roots, where placed in bags as substrate with a mix of 40% of river sand, 40% of organic fertilizer
and 20% of decomposed wood chips (sawdust) and were placed in a nursery that provided 70%
of shadow. The irrigation was by spraying for 15 days. Later they were fertilized with fertilizer
(10-20-30) 25 days after acclimatization began and spraying with copper oxychloride 0.3 g L-1
every 7 days were carried out. Three months after being transplanted to the soil, the plants
reached approximately 20 cm in length and were considered ready for planting. The percentages
of adaptation achieved were: Myroxylon balsamum 65%, Tabebuia crhysantha 80% and
Tabebuia billbergii 70%.

Key words: Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha, Tabebuia billbergii, acclimatization,
micropropagation, tissue culture.
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Introduccion

El canton Jipijapa y la zona sur de Manabi, Ecuador tiene una gran variedad de especies
maderables, se cuenta ain con bosques primarios, zonas de reserva y a pesar de eso el hombre no
ha respetado la naturaleza, deforestando en forma indiscriminada los bosques para hacer uso de
este recurso en la elaboracion de artesanias, muebles y en gran escala la mayor parte de esta
madera es llevada a Guayaquil y Manta para la exportacion.

La especie Tabebuia Chrysantha, es un arbol originario de la zona intertropical de América. Es
comun en toda la geografia ecuatoriana en el rango altitudinal de 200 a 1200 m.s.n.m., es decir,
crece preferiblemente en regiones célidas. Loja, en su cantén Zapotillo, parroquias Mangahurco,
Bolaspamba y Cazaderos, se encuentra el bosque de Guayacan mas vistoso debido a que alberga
40.000 hectareas de la especie. La floracion en el cantén Zapotillo ocurre entre los meses de
diciembre y enero, en esta etapa es comun observar una alfombra de flores amarillas cubriendo el
suelo del bosque (Ministerio de Turismo, 2014).

La especie Tabebuia billbergii (Bureau & K. Scum.) Standl., es un arbol caducifolio, de tamafo
mediano que alcanza hasta 14 metros de altura. Se distribuye en los valles secos de 0 a 500
msnm. Su madera dura y pesada es cotizada en Ecuador para artesania y carpinteria, por el
contraste en el color entre la albura clara y el duramen muy oscuro. En el Pert su madera es
usada para fabricacion de parquet y en construcciones rurales. Sus hojas sirven como forraje
(INRENA 2002). T. billbergii es una especie representativa del bosque estacionalmente seco
(BES), un ecosistema muy fragil que se extiende desde la peninsula de Santa Elena, en el sur del
Ecuador, hasta el noroeste del Per, comprendiendo la costa de las regiones Tumbes, Piura,
Lambayeque y el norte de La Libertad asi como el piso inferior del valle del Maraiidn; estas dos
areas se comunican a través del Paso de Porculla, una depresion de 2100 m de elevacion,
considerada la mas baja de los Andes peruanos (Brack y Mendiola 2004).

La especie Myroxylon balsamum, es un arbol originario de América tropical, se encuentra
distribuido en forma natural en América del sur; su presencia se ha registrado en Bolivia, Brasil,
Ecuador, Paraguay, Pert, Venezuela, Guyana y el noroeste de Argentina, en el Ecuador se
encuentra en las provincias de: Esmeraldas, sector de San Mateo a 45 msnm; Manabi, sector La
Isla de Jama, La Unidn de San Vicente a 226 msnm, Jardin Botanico de la UTM en Portoviejo a
42 msnm, El Chontal de Pedro Pablo Gémez desde 484 hasta 588 msnm, Cantagallo de Puerto
Cayo a 45 msnm, comuna Agua Blanca de Machalilla en Puerto Lopez, Mirador San Antonio de
Jipijapa a 279 msnm, Choconcha de Jipijapa y Las Coronas de Charapot6 desde 244 a 339 msnm;
Guayas, sector Las Minas 57 msnm, El Aguacate Petrillo a 103 msnm y Casas Viejas Chungén
desde 317 a 360 msnm; Santa Elena, cantones Santa Elena y La Libertad a 60 msnm; Los Rios,
Finca La Represa de la UTEQ a 90 msnm; Loja, sectores Cofrana Cotacocha entre 1621 a 1631
msnm y Colanga entre 1487 a 1617 msnm, Napo, comunidad de Campococha desde 380 a 557
msnm. El Jardin Botdnico de Missouri reporta la presencia del género en las provincias de
Sucumbios y El Oro. (Limongi 2012). En Ecuador es una de las especies maderables nativas
amenazadas ante la acelerada deforestacion que se registra en la ecoregion del bosque seco del
Litoral ecuatoriano.

Una de las estrategias para superar las dificultades de propagacion y evitar la extincion de
especies valiosas, es el cultivo in vitro de tejido vegetal (Delgado et al. 2008). Esta técnica
permite obtener plantas a partir de un fragmento pequefio de tejido cultivado en condiciones



145

estériles (Murashige y Skoog 1962). La propagacion in vitro via organogénesis directa
incrementa de forma rapida el nimero de individuos, etapa importante en la produccion de
plantulas a nivel industrial y un banco de germoplasma con fines de rescate (Uribe et al. 2008).
Ademas, permite obtener plantas libres de enfermedades, en algunas ocasiones reduce el tiempo
de propagacion (Rebolledo et al. 2006). Debido a las dificultades de propagacion sexual de
Myroxylon balsamum, (balsamo) Tabebuia crhysantha (guayacan), Tabebuia billbergii, (madero
negro) y escasa informacion disponible de propagacion in vitro (Valverde et al. 1998, Collado et
al. 2004. Pérez et al. (2008), propuso desarrollar alternativas tecnologicas para la propagacion
de plantas forestales nativas amenazadas en la zona sur de Manabi y definir los medios de
cultivos y protocolos de desinfeccion mas adecuados para la reproduccion in vitro de las especies
nativas amenazadas que facilite el establecimiento y multiplicacién de plantas de Myroxylon
balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia billbergii , mediante la aplicacion de técnicas de
cultivo in vitro, via organogénesis directa con fines de recuperacion

Materiales y métodos

De las plantas obtenidas in vitro de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia
billbergii de 6 - 7 centimetros de altura, que poseian como promedio 3 raices y que la raiz
mayor media entre 5 - 7 cm de longitud aproximadamente. Se extrajeron de los tubos de cultivo
para evaluar su supervivencia y se colocaron en una solucion en vitavax a 1g L-1, eliminando
completamente el agar para evitar la aparicion de hongos y su deshidratacion en el proceso de
cambio de sustrato, posteriormente se trasplantaron a una bolsas de polietileno negro de 4 x 9
cm; que contenian sustrato 40% de arena de rio 40% de abono orgénico y 20% viruta de madera
(aserrin). Se trasplantaron 20 plantas de cada especie, las plantulas se ubicaron en un sitio que
proporcionaba un 70 % de sombra en vivero. El riego se aplicé con un aspersor durante 20 dias
dos veces al dia a partir de los cuales se fue reduciendo paulatinamente hasta los 40 dias en que
se sacaron las plantas del vivero, regandolas a partir de ese momento una vez al dia durante otros
20 dias. Se aplico fertilizante de formula completa abono (10-20-30) a los 25 dias de iniciada la
aclimatacion, a razoén de 4 gL-1. Se realizaron aspersiones con oxicloruro de cobre 0.3 g L-1,
cada siete dias por un mes, esto debido a que en esta etapa existe un alto indice de ataque de
hongos a los explantes principalmente. Esta metodologia es la utilizada en el laboratorio de
cultivo de tejidos vegetales de la UNESUM vy es similar a la empleada por Gonzélez et al. (1987)
para la aclimatacion de E. saligna, mediante el empleo de estaquillas. Las variaciones
fundamentales estan dadas por el porcentaje de sombra y el sustrato utilizado.

Resultados y discusion

Las plantas vigorosas y que median aproximadamente de 20 a 30 cm. de altura se consideraron
establecidas y listas para ser llevadas a plantacion (Figura 1), lo que ocurre aproximadamente a
los tres meses de iniciado el proceso de aclimatacion. Los porcentajes de supervivencia
alcanzados para las tres especies de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia
billbergii se muestran en la Tabla 1.
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Figura 1. Plantas aclimatadas a) M. balsamun b) T. crhysantha 'y ¢) T. billbergii

Tabla 1. Porcentajes de supervivencia logrados para las tres especies de M. balsamun, T.
crhysantha'y T. billbergii

Especie Supervivencia (%)
M. balsamun 65
T. crhysantha 80
T. billbergii 70

Fuente: propia

Previo a la fase de aclimatizacién se observd que las vitroplantas comenzaron a emitir raices
después del sexto dia de cultivo in vitro en medio sin regulador de crecimiento y al cabo de tres
semanas mostraron un buen desarrollo del sistema radical. Igualmente Roy y Sarkar (1991),
observaron el desarrollo de raices en el medio MS sin regulador de crecimiento después de cinco
semanas y un sistema radical bien desarrollado después de siete semanas en la micropropagacion
de Aloe vera L.

La supervivencia de las plantas in vitro, regeneradas durante el periodo de adaptacion, depende
fundamentalmente de las peculiaridades fisiologicas, estructurales y anatomicas que las plantulas
presentan producto del desarrollo in vitro, el cual permite una elevada humedad relativa en el
interior de los frascos, baja intensidad luminosa, bajo intercambio gaseoso, abundante
disponibilidad de nutrientes y carbono (generalmente en forma de sacarosa) y una pequeia
variacion de temperatura en un rango considerado dptimo para el cultivo (Preece y Sutter 1991,
Teixeira et al. 1995, Aloisio 1997). El control de la intensidad de la luz en esta fase es también
importante ya que las plantas provienen de un ambiente con intensidad baja, por lo tanto ésta se
debe regular para evitar la fotoinhibicion del aparato fotosintético. Para atenuar el efecto de la luz
durante las dos primeras semanas, se emplean mallas plasticas de diferentes porcentajes de
sombra, generalmente entre 30-70 % en dependencia de las necesidades de los cultivos
(Agramonte et al. 1998). Trindade y Paris (1997), lograron entre un 90 y un 95 % de
sobrevivencia de plantas in vitro de E. globulus en la fase de aclimatacion

Es muy probable que la capacidad de las vitroplantas de Myroxylon balsamum, Tabebuia
crhysantha vy Tabebuia billbergii, para adaptarse a condiciones ex vitro sin mayor
inconveniente, se debid a que estas especies poseen un mecanismo fotosintético y al pasar de la
condicién heterétrofa (in vitro) a autdtrofa (ex vitro) posee mayor resistencia a la pérdida de agua
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por excesiva transpiracion; lo cual se ha reportado como una de las principales causas de muerte
de vitroplantas en esta fase.

Queda demostrado que las vitroplantas de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y
Tabebuia billbergii, pueden superar la adaptacion a condiciones ex vitro, siendo este uno de los
objetivos de la fase de aclimatizacién como es sefialado por Agramonte (1998). De acuerdo con
lo obtenido por los autores anteriormente citados, los porcentajes de sobrevivencia alcanzados en
este trabajo para las tres especies de Myroxylon balsamum, Tabebuia crhysantha y Tabebuia
billbergii, son aceptables

Conclusiones
— De los ensayos expuestos anteriormente, se puede concluir que:

— Se aclimataron plantas obtenidas in vitro de M. balsamum, T. crhysantha y T. billbergii,
donde se alcanzan porcentajes de supervivencia de 65 %, 80% y 70 % respectivamente.

— El sustrato utilizado para el trasplante de planta in vitro a suelo fue el adecuado

— No hay antecedentes del uso de biotécnicas de las especies en estudio, por este motivo
conceptuamos que este trabajo puede ser un precedente, teniendo en cuenta que la
micropropagacion de especies forestales permite contar con un gran niimero de individuos
de caracteristicas deseables.

— Adaptando las diferentes técnicas de micropropagacion a especies arboreas se contribuye
a la conservacion de los recursos genéticos forestales, mediante la instalacion de bancos
de germoplasma, lo que alberga una amplia gama de material genético, brindando
oportunidades para estudios cientificos y de investigacion.
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Tema 12

Protocolos de desinfeccion de explantes durante la micropropagacion de Cedrela odorata L.

Bertha Azucena Zhindon Ganchozo, Alfredo Jimenez Gonzalez, Blanca Soledad
Indacochea Ganchozo, Marcos Pedro Ramos Rodriguez.

“Si supiera que mafiana se acaba el mundo, yo, hoy todavia plantaria un drbol”

Martin Luther King

Resumen

La contaminacion microbiana es uno de los problemas més graves en la micropropagacion de las
especies vegetales, tanto en la investigacion como en la micropropagacion comercial. Tal
contaminacion puede ser producida por microorganismos endofiticos o microorganismos
introducidos durante la manipulacion de laboratorio. El presente trabajo se realizd con el objetivo
de evaluar tres protocolos de desinfeccion de explantes para la micropropagacion de Cedrela
odorata L., en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad Estatal del Sur de
Manabi. La metodologia aplicada se basod en el montaje de un disefio experimental en bloque
completamente al azar. Se evaluaron tres tratamientos para la desinfeccion de explantes,
obteniéndose con éxito el 95.64% de explantes establecidos en el segundo tratamiento, en el que
se utilizo un protocolo de desinfeccion basado en Etanol al 50% (C2H60), Hipoclorito de Sodio
(NaClO) en el 25% de su concentracion. Tiempo de inmersion de 60 segundos. Existen
diferencias estadisticas altamente significativas en los protocolos utilizados para la desinfeccion
de explantes de Cedrela odorata. Solo un tratamiento, T2, fue el que presentd la mayor eficiencia
durante el experimento.

Palabras clave: Propagacion, especies amenazadas, madera tropical.

Abstract

Microbial contamination is one of the most serious problems in micropropagation of plant
species, both in research and in commercial micropropagation. Such contamination may be
produced by endophytic microorganisms or microorganisms introduced during laboratory
manipulation. The present work was carried out with the objective of to evaluate a disinfection
protocol of explants for the micropropagation of Cedrela odorata L., in the plant biotechnology
laboratory of the Southern State University of Manabi. The applied methodology was based on
the assembly of an experimental design in block completely at random. Three treatments were
evaluated for the disinfection of explants, successfully obtaining 95.64% of explants established
in the second treatment, in which a disinfection protocol based on 50% Ethanol (C2H60),
Sodium Hypochlorite (NaClO) in 25% of its concentration, with a time of immersion of 60
seconds. There are statistically significant differences in the protocols used for the disinfection of
Cedrela odorata explants. Only one treatment, T2, was the one that presented the highest
efficiency during the experiment.

Keywords: propagation, threatened species, tropical timber.
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1. Introduccion

La Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) enumerd a C. odorata
como una especie que se enfrenta a un alto riesgo de extincidon en el medio silvestre a medio
plazo (IUCN, 2004). Para fines de reforestacion, el Ministerio del Medio Ambiente (MAE)
ratifica a C. odorata como una de las especies nativas mas utilizadas Grijalva et al., (2012). La
cedrela figura en el Apéndice III de la lista de especies prioritarias de la Convencidn sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES, 2016).

Existen pocas alternativas que permitan recuperar a corto plazo la riqueza genética de C. odorata,
mencionada entre las especies que se encuentran en alto riesgo de extincion, razén suficiente que
motiva la multiplicacion por medio de la micropropagacion. En las dos ultimas décadas las
técnicas biotecnoldgicas han contribuido a la generacion de una metodologia de cultivo in vitro,
asi como a los avances en los estudios de propagacion de C. odorata a través de embriogénesis
somatica (Pérez et al., 2006; Garcia et al., 2011; Mufioz, 2003; Daquinta et al., 2004; Cameron,
2010). Otros autores han estudiado la propagacion in vitro en Cedrela fissilis (Da Costa et al.,
2001). Los principales problemas que presenta la propagacion in vitro del cedro son:
contaminacion de brotes apicales y segmentos nodales, hiperhidricidad, escasa disponibilidad de
explantes, sensibilidad a la desinfeccion y lenta germinacion.

En este sentido, el objetivo general del trabajo consiste en evaluar el uso de protocolos de
desinfeccion de explantes en la micropropagacion de C. odorata en el laboratorio de
biotecnologia vegetal de la Universidad del Sur del Estado de Manabi.

Se coincide con (Roca y Mroginski, 1991), con respecto a la técnica de cultivo de tejidos vegetales.
Otros autores (Cruz et al., 2007) han informado que en la etapa de establecimiento de especies
lefiosas, el explante inicial constituye la principal fuente de contaminacion. En el marco de las
observaciones anteriores, surge el problema: ;Como se puede evaluar un protocolo de
desinfeccion de explantes para la micropropagacion de C. odorata?

Materiales y Métodos

La investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de biotecnologia vegetal de la Universidad
Estatal del Sur de Manabi, ubicada en el km 1 ;, de la carretera Jipijapa - Noboa entre las
coordenadas 17 M 0548196 y UTM 9850644.

Factores en estudio

Factor A: Explantes de C. odorata

Factor B: Concentracion de los reactivos utilizados en el tratamiento.

Tipo del disefio: Bloque completamente al azar.

Tratamientos: 4

Repeticiones: 3

Los procedimientos utilizados en la fase de establecimiento se presentan en la siguiente tabla.
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Tabla 1. Tratamientos utilizados en la etapa de establecimiento de C. odorata.

HgCl, T (s) T (s) T (s)
Tt P T Alcohol NaClO

Tween
TT 0% - 0% - 0% - 0% -
Tl 0.50% 180 5% 300 75% 180 50% 180
T2 0.50% 180 5% 300 50% 60 25% 60
T3 0.50% 180 5% 300 25% 300 75% 300

Tt: tratamientos, TT: Testigo; T1: Tratamiento 1; T2: tratamiento 2; T3: Tratamiento 3; HgCI2:
Mercury bichloride; T(s): Tiempo en segundos,; P: Povidyn; NaCIO: Sodium hypochlorite

Disefio experimental

Longitud de los explantes: 3 cm

Explantes por tratamiento: 12 = (1 unidad experimental)
Explantes en total para cada tratamiento: 48
Repeticiones: 3

Total de explantes en la investigacion: 144

La tabla que a continuacidén se presenta muestra como se disefid el ensayo, consistente en los
cuatro tratamientos y las tres repeticiones.

Tabla 2. Esquema del diseno experimental llevado a cabo en el proceso de investigacion para la
fase de establecimiento de C. odorata.

Repeticiones
I 11 11
§ 1 0
5 0 1 0
E 3 1
=
= 3 2 2

Obtencion de explantes

Los explantes utilizados en esta investigacion fueron yemas axilares y capullos apicales de
plantas de C. odorata de seis meses de edad, seleccionadas de la zona de vivero de los arboles del
laboratorio, que recibieron atencion cultural apropiada (Lorsban en dosis de 2 ml/l Phyton a 2,5
ml/l), el tratamiento se aplicd dos dias a la semana, durante el periodo de 21 dias antes del corte
de los explantes.
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Recoleccion de explantes

Para la recoleccion de explantes se utilizo: frasco con acido ascorbico; tijeras de diseccion;
plantas seleccionadas; frasco de acero inoxidable con alcohol; frasco de acero inoxidable con
agua destilada.

Se inicio el corte de las ramas de C. odorata eliminando sus hojas, dejando yemas axilares
y yemas apicales de 3 cm de largo, segmentados en la parte superior en forma recta y el
corte en bisel por la parte inferior, estos explantes fueron sumergidos en una solucion de
acido ascdrbico a concentracion de 1g/1 para evitar la oxidacion fendlica.

Protocolos de desinfeccion para explantes utilizados fuera del flujo laminar
Para todos los explantes se utiliz6 un tratamiento en general, mismo que consisti6 en:

1. Eliminacion del acido ascorbico producto de la recoleccién de explantes, realizando un
enjuague con agua estéril.

2.Se sumergieron los explantes en bicloruro de mercurio al 0.50 % de concentracién mas dos
gotas de Tween 80 durante 180 s, en la zaranda orbital a 140 rpm.

3. Posteriormente se realizo tres enjuagues con agua estéril para eliminar residuos.

4. Se reservaron los explantes en agua estéril, para posteriormente realizar el respectivo proceso
dentro de la camara del flujo laminar.

Protocolos de desinfeccion para explantes utilizados dentro del flujo laminar
De acuerdo con los datos presentados en la tabla 3, los tratamientos se aplicaron como sigue:

1. En la cdmara de flujo laminar se colocé Povidyn al 5% de su concentracion durante 300 s,
luego se retir6 el liquido realizando seis enjuagues para descartar los desechos.

2. Se aplico alcohol a diferentes concentraciones y tiempos segun tratamientos establecidos.

3. Eliminacién de residuos, realizando tres enjuagues con agua estéril, seguido de ello se utilizd
el hipoclorito de sodio en concentraciones y tiempos de acuerdo con los tratamientos, realizando
tres enjuagues con agua estéril para eliminar residuos.

4. Se dejaron los explantes en acido ascorbico hasta el momento de su siembra.

Tabla 3. Tratamientos utilizados en explantes de C. odorata dentro del flujo laminar del laboratorio de
biotecnologia de plantas UNESUM.

Tt P T(s) Alcohol T(s) NaClO T(s)

T 0% - 0% - 0% -
T1 5% 300 75% 180 50% 180
T2 5% 300 50% 60 25% 60
T3 5% 300 25% 300s  75% 300

Tt: Tratamientos, TT: Testigo; Tl: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3; P:
Povidyn; T(s): Tiempo en segundos
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Medios de cultivo

El medio de cultivo que se utilizd en este ensayo consistid6 en dosis de sales minerales y
vitaminas descritas por Murashige y Skoog (1962). Promover la organogénesis, enriquecida con
macronutrientes Nitratos a la mitad de las concentraciones; Los micronutrientes Cloruro de
Calcio, Yoduro de Potasio, Sulfato de Hierro, vitamina Gamborg (Gamborg , 2002). Cisteina,
Sacarosa y Agar; del mismo modo AIB, se afiadié la hormona KIN. El pH se ajustd a 5.7 con
Hidréxido de Sodio.

Los medios de cultivo se distribuyeron en tubos de ensayo de 15 mm x 60 mm y se esterilizaron
en autoclave durante (900 s), a 120°C, a una presion de 1.5 atm (atmosferas).

Siembra in vitro

En este proceso se utilizaron materiales esterilizados como: tubos de ensayo con medios de
cultivo, frasco con alcohol, vaso de Erlenmeyer, vaso de precipitacion, cajas petri, pinzas, tijeras,
bisturi, papel secante, papel de aluminio, mecheros. Ademas el personal realizo el ingreso al flujo
laminar con ropa quirurgica desinfectada utilizando guantes y mascarilla.

El proceso fue el siguiente:

1. Los explantes que se reservaron en acido ascorbico luego del proceso de desinfeccion, se
colocaron en cajas petri para secarlos.

2. Luego con la ayuda de una pinza se coloco el explante en el medio de cultivo procediendo asi a
la siembra sin seccionar los explantes, es decir que los explantes ya pasaron al flujo laminar para
la siembra del tamafio deseado.

3. Se rotularon los tubos de ensayo con los explantes sembrados segin el nimero del tratamiento
aplicado pasando luego al 4rea de crecimiento.

Los ensayos fueron evaluados a los siete dias tomando en consideracion: porcentaje de explantes
contaminados (% EC), porcentaje de explantes fenolizados (% EF), porcentaje de explantes
establecidos (% EE).

Procedimiento estadistico

Para determinar la variabilidad entre los tratamientos aplicados a los explantes utilizados en la
siembra in vitro de C. odorata, se realiz6 un analisis de varianza. Asimismo para determinar la
significacion de las diferencias entre los tratamientos aplicados se utilizo la prueba de Tukey.
Estos anélisis se realizaron en el software InfoStat, version 2013 para Windows.

Resultados y Discusion

A continuacién se presentan los resultados del analisis de la varianza y de la prueba de Tukey
realizada con los datos obtenidos después de siete dias de la siembra in vitro de C. odorata (Tabla
4).
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Explantes establecidos

Tabla 4. Datos de analisis de la varianza de los explantes establecidos correspondientes a la
evaluacion realizada siete dias después de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 1220 3 40.7 162.7 <0.0001
Tratamiento 122.0 3  40.7 162.7 <0.0001
Error 20 8 0.2

Total 124.0 11

Variable N R’ RZAj CV
Establecidos 12 098 098 8.33

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza se puede evidenciar que el coeficiente de
variacion alcanzado, permite inferior una menor variabilidad con respecto a su media. A
diferencia de lo que muestran los CV en el caso de explantes contaminados y fenolizados.
Autores como Cruz et al., (2007), han reportado que en la etapa de establecimiento de especies
lefiosas, el explante inicial constituye la fuente principal de contaminaciéon debido a las
caracteristicas anatomicas especificas de la especie.

Como se muestra en la Tabla 5, la prueba de Tukey evidencid que los tratamientos fueron
altamente significativos (p> 0.05).

Tabla 5. Prueba de Tukey de explantes establecidos correspondiente a la evaluacion realizada 7
dias después de la siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias n E.E.
T2 11.3 3 03 A

T3 53 3 03 B
TT 43 3 03 B
T1 3.0 3 03 C

Tt: Tratamientos; N: numero de tratamientos, TT: Testigo, T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento
2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05); DMS = 1.30735;
Error: 0.2500 gl: 8

De acuerdo con los valores mostrados en la tabla anterior, T2 refleja que cuando se utilizo
alcohol al 50% con hipoclorito de sodio al 25% en un tiempo de inmersion de 60 s, el mejor
resultado se obtuvo en la evaluacion a los siete dias. Mientras que en el protocolo T1, con una
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concentracion de 75% de alcohol y 50% de hipoclorito de sodio con 180 s de inmersion, alcanzé
una media de 3.00.
Explantes contaminados
Los explantes contaminados en una muestra pueden usarse como indicadores de calidad en
experimentos y trabajos de micropropagacion. La Tabla 6 muestra los resultados del andlisis de

varianza realizado sobre propagulos contaminados.

Tabla 6. Datos del andlisis de la varianza de los explantes contaminados correspondiente a la

evaluacion realizada siete dias después de la siembra in vitro de C. odorata.
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 353 3 11.8 283 <0.0001
Tratamiento 353 3 11.8 283 <0.0001
Error 33 8 0.4
Total 38.7 11
Variable N R R’Aj CV

Contaminados 12 091 0.88 19.36

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

En relacidon con la variable de explantes contaminados el andlisis de varianza (Tabla 6) muestra
que alcanzo un coeficiente de variacion del 19.36%.

La Tabla 7presenta los resultados de la prueba de Tukey realizada con los valores de los
explantes contaminados.

Tabla 7. Prueba de Tukey de explantes contaminados correspondiente a la evaluacion realizada
siete dias después de la siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias N E.E.

TT 5.0 3 037 A

T1 4.7 3 037 A B

T3 3.0 3 037 B

T2 0.7 3 037 C

1t: Tratamientos, TT: Testigo, T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.
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Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05); DMS = 1.68779;
Error: 0.4167 gl: 8

La prueba de Tukey para los explantes contaminados presentada en la tabla anterior muestra que
los tratamientos TT, T1, T3 no son significativos ya que el rango de sus medias oscila entre 3.00
y 5.00, sin embargo es evidente que T2 es altamente significativo porque la media alcanzada fue
0.67, lo que explica que el nuimero de explantes contaminados en este tratamiento fue minimo.

Explantes fenolizados

El andlisis de la fenolizacion de los explantes una semana después de la siembra in vitro se
presenta en la tabla 8.

Tabla 8. Datos del andlisis de la varianza de los explantes fenolizados correspondientes a la
evaluacion realizada a los siete dias de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 327 3 109 43.6 <0.0001
Tratamiento 32.7 3 10.9 43.6 <0.0001

Error 20 8 0.2

Total 347 11

Variable N R? R? (0\Y
Aj

Fenolizados 12 0.94 0.92 18.75

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

Tabla 9. Prueba de Tukey de explantes fenolizados correspondiente a la evaluacion realizada
siete dias después de la siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias n E.E.
T1 4.33 3 029 A
T3  3.67 3 029 A B
TT 2.67 3 0.29 B
T2 0.00 3 0.29 C
Tt: Tratamientos; TT: Testigo; T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05); DMS = 1,30735;
Error: 0,2500 gl: 8.
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En relaciéon con los explantes fenolizados, la prueba de Tukey no muestra diferencias
significativas entre los tratamientos T1, T3, TT; El rango de la media va de 2.67 a 4.33, por otra
parte la media obtenida en el T2 evidencia que éste, es altamente significativo en relacion a los
otros tratamientos.

Los resultados del analisis de la varianza y el test de Tukey correspondiente a la evaluacion del
dia 14 después de la siembra in vitro de C. odorata se presentan a continuacion.

2.3 Explantes establecidos

En la evaluacion realizada a los 14 dias de la siembra in vitro de C. odorata. El coeficiente de
variacion superd 12 puntos porcentuales, como se indica en la tabla 10.

Tabla 10. Datos de analisis de la varianza de los explantes establecidos correspondientes a la
evaluacion realizada a los 14 dias de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 168.7 3 56.2 1349 <0.0001
Tratamiento 168.7 3 56.2 1349 <0.0001
Error 33 8 0.4
Total 172.0 11
Variable N R* R* CV
Aj

Establecidos 12 098 0.97 12091

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

Tabla 11. Prueba de Tukey aplicada a los datos de explantes establecidos correspondientes a la

evaluacion realizada a los 14 dias de siembra in vitro de C. odorata.
Tt Medias N E.E.
T2 11.3 3 037 A
T3 4.0 3 037 B
TT 3.0 3 037 BC
T1 1.7 3 037 C

Tt: Tratamientos; TT: Testigo; T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05); DMS = 1,68779;
Error: 0.4167 gl: 8.
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De acuerdo con la tabla anterior, los resultados de la prueba de Tukey representan que los
tratamientos tienen una diferencia altamente significativa evidenciando que el T2 alcanz6 una
media de 11.33; Esto significa un alto porcentaje de supervivencia en relaciéon con otros
tratamientos.

Explantes contaminados

El coeficiente de variacion resultante del andlisis de explantes contaminados 14 dias después de
la siembra in vitro de C. odorata representa 16.84% como se indica en la Tabla 12.

Tabla 12. Datos del analisis de la varianza de explantes contaminados correspondientes a la
evaluacion realizada a los 14 dias de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC GI CM F p-valor
Modelo 463 3 154 37.1 <0.0001
Tratamiento 46.3 3 154 37.1 <0.0001

Error 33 8 04
Total 49.7 11
Variable N R* R*Aj] CV

Contaminados 12 0.93 0091 16.84

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

Los resultados de la prueba de Tukey realizada con los datos obtenidos de explantes
contaminados se presentan en la Tabla 13.

Tabla 13. Prueba de Tukey de explantes contaminados correspondiente a la evaluacion realizada
a los 14 dias de siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias N E.E.
TT 6.00 3 037 A
T1 4.67 3 037 A B
T3 4.00 3 037 B
T2 0.67 3 037 C
Tt: Tratamientos; TT: Testigo; T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05); DMS = 1,68779;
Error: 0.4167 gl: 8.

Los resultados de la prueba de Tukey en la tabla anterior indican alta significacion, evidenciando
que el T3, Tl y el TT alcanzaron una media que esta entre 4.00 y 6.00 respectivamente, mientras
que el T2 resultd con baja contaminacion como lo indica el valor de su media.
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En el contexto de observaciones anteriores, George (1996) y Ogita (2005), coinciden en que no
todos los exudados liberados al medio de cultivo son inhibitorios o tdxicos, pero en la mayoria de
los casos el crecimiento del explante es inhibido, perdiendo gradualmente su capacidad de proli-
ferar y, si no se remedia la situacion, puede morir.

La contaminacion existente se debid a la presencia de microorganismos en los tejidos de los
explantes, al testigo no se le aplicod ninglin tratamiento, por tanto todos los explantes se
contaminaron, otra de las causas fue la deficiencia en el protocolo de desinfeccion, al parecer la
aplicacion del tratamiento No. 3 no fue el més adecuado.

En relacion con la contaminacion microbiana Hernandez y Gonzélez (2010) confirmaron que es
uno de los problemas mds graves en la micropropagacion de especies de plantas en todo el
mundo, produce grandes pérdidas de material, tanto en investigacion como en micropropagacion
comercial. Puede tener dos origenes: a) microorganismos que colonizan la superficie o el interior
del explante (endofitos) y b) microorganismos introducidos durante la manipulacion en el
laboratorio.

Diferentes autores sefialan que a menudo es dificil identificar la fuente de contaminaciéon. Como
se ha sefialado por Leifert y Cassells (2001) y Ramirez y Santos (2000).

se han desarrollado protocolos para reducir la presencia de estos microorganismos contaminantes,
que se pueden encontrar en la superficie, dentro del explante o en ambos sitios , Siendo la
superficie mas facil de quitar.

A diferencia del resto de los tratamientos, la aplicacion del protocolo de desinfeccion aplicado en
el tratamiento No. 2, proporcion6 un equilibrio 6ptimo en la concentracion tanto de alcohol como
de hipoclorito sddico a tiempos de inmersion adecuados. Resultando en 95.64% de explantes
establecidos. Otros trabajos publicados, a saber (Jiménez et al., 2007), desinfectados con tres
concentraciones mas bajas de NaOCl 1.0; 1.5% y 2.0%, combinados con tres tiempos de
exposicion mas elevados (300 s, 600 s y 900 s), alcanzaron un 84% de supervivencia y un 10%
de contaminacion de los explantes con desinfeccion durante 600 s por inmersion en NaClO al
1.5%.

La contaminacion y la recalcitrancia de tejidos de tallo de Caoba (Swietenia macrophylla King) y
Cedro espanol (Cedrela odorata L.) son las causas principales de su inefectiva micro-
propagacion (Pérez etal, 2012). Estos autores evaluaron concentraciones y tiempos de
desinfeccion similares a los utilizados en esta investigacion, por ejemplo usaron el NaOCL al
15% durante 1 200 s, como un desinfectante de superficie y se afiadieron al medio de cultivo para
el establecimiento in vitro de explantes nodales procedentes de individuos de 10 afios de edad,
respectivamente, con una reduccion de la contaminacion en ambas especies.

Explantes fenolizados

En la tabla 14 se muestra la efectividad del resultado, de acuerdo con el coeficiente de variacion
(CV) obtenido del anélisis de la varianza de los explantes fenolizados en la evaluacion tomada 14
dias después de la siembra in vitro de C. odorata.
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Tabla 14. Datos del analisis de la varianza de los explantes fenolizados correspondiente a la
evaluacion realizada a los 14 dias de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC GI CM F p-valor
Modelo 51.0 3 17.0 204.0 <0.0001
Tratamiento 51.0 3 17.0 204.0 <0.0001

Error 07 8 0.1
Total 51.7 11
Variable N R> R’Aj CV

Fenolizados 12 0.9 0.9 9.1

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

La fenolizacion de los explantes ha sido documentada por Paredes ef al., (2007) como la principal
causa de mortalidad en un estudio con variantes de medios de cultivo y manejo de explantes en la
fase de establecimiento de brotes axilares y apicales de plantas juveniles de Amburana cearensis
(roble), que no sobrevivié en todos los tratamientos. Se argumenta que las dificultades se
debieron al lento crecimiento de esta especie, ademds de su alta tasa de contaminacion y de
fenolizaciéon de laboratorio. Los resultados de la prueba de Tukey realizada con los datos
obtenidos de fenolizados contaminados se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Prueba de Tukey de explantes fenolizados correspondiente a la evaluacion realizada a
los 14 dias de la siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias N E.E.
T1 5.67 3 017 A
T3 4.00 3 0.17 B
TT 3.00 3 0.17 C
T2 0.00 3 0.17 D
1t: Tratamientos, TT: Testigo,; T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05); DMS = 0,75480;
Error: 0.0833 gl: 8.

Segun la prueba de Tukey presentada en la tabla anterior, los explantes fenolizados en la
evaluacion realizada a los 14 dias de siembra in vitro de C. odorata son altamente significativos
en todos los tratamientos.

En el mismo orden y direccion se presentan los datos del analisis de la varianza y de la prueba de
Tukey. Correspondiente a la evaluacion realizada 21 dias después de la siembra in vitro de C.
odorata.



161

Tanto la fenolizacién como la contaminacion del material vegetal antes, durante y después de la
micropropagacion han sido consideradas por Minchala et al., (2014), entre los principales
problemas que dificultan el establecimiento de cultivos in vitro, denominados contaminacién por
bacterias y hongos endogenos , secrecion de sustancias toxicas tales como fenoles y sustancias
volatiles, y pobre respuesta en la inducciéon de procesos morfogénicos, organogénesis y
embriogénesis somatica.

La presencia de explantes fenolizados y contaminados en esta investigacion coincide con los
criterios de varios autores, quienes han planteado que, especialmente la propagacion in vitro, y
particularmente en la etapa de enraizamiento se presenta a menudo como una fase critica y dificil
en la mayoria de las especies (Hartmann et al., 2002). El uso exdégeno de auxinas naturales o
sintéticas, permite manejar esta fase problematica estimulando células indiferenciadas que
promueven la iniciacion del enraizamiento o surgimiento de raices adventicias (Woodward y
Bartel, 2005); Flores et al., 2009).

Explantes establecidos

La tabla 16 presenta los resultados correspondientes al andlisis de varianza de explantes
establecido a los 21 dias de la prueba, con 14 puntos porcentuales en su coeficiente de variacion,
valor aceptable ya que estd dentro del limite.

Tabla 16. Datos de analisis de la varianza de los explantes establecidos correspondientes a la
evaluacion realizada a los 21 dias de siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo 223.58 3 74.53 447.17 <0.0001
Tratamiento 223.58 3 74.53 447.17 <0.0001
Error 1.33 8 0.17
Total 22492 11
Variable N R? R’Aj CV
Establecidos 12 0.99 099 14.00

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

La Tabla 17 muestra los resultados de la prueba de Tukey realizada con los datos resultantes de
los explantes establecidos durante el trabajo.
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Tabla 17. Prueba de Tukey de explantes establecidos correspondiente a la evaluacion realizada a
los 21 dias de siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias N E.E.

T2 10.33 3 024 A

T3 1.33 3 024 B

TT 0.00 3 024 C
T1 0.00 3 024 C

1t: Tratamientos, TT: Testigo,; T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05); DMS = 1,06745;
Error: 0.1667 gl: 8.

La prueba de Tukey se realizo sobre los resultados de los explantes establecidos. La tabla 17
indica que la variable es altamente significativa de acuerdo con la media obtenida en T2,
parametro que establece que éste era el tratamiento ideal para la supervivencia de los explantes en
esta etapa. Cabe destacar que este tratamiento sigui6 liderando durante todas las evaluaciones ya
que super6 las 10.00 en el valor de sus medias. Este resultado se obtuvo porque el equilibrio ideal
se encontrd en la concentracion tanto de alcohol como de hipoclorito de sodio, optimizando asi la
correcta desinfeccion de los explantes.

Explantes contaminados

Los resultados de los explantes contaminados se muestran en la Tabla 18. El valor de su
coeficiente de variacion asi lo indica, con un valor aceptable porque estd dentro del rango
establecido que puede llegar a 20 puntos porcentuales.

Tabla 18. Datos del analisis de la varianza de los explantes contaminados correspondiente a la
evaluacion realizada a los 21 dias de la siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC GI CM F p-valor
Modelo 61.6 3 20.5 4927 <0.0001
Tratamiento 61.6 3 20.5 49.27 <0.0001

Error 33 8 04
Total 649 11
Variable N R*> R*Aj CV

Contaminados 12 095 093 14.62

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados
Medios; F: Estadistico F.

La prueba de Tukey realizada con los datos que resultaron de los explantes contaminados en la
evaluacion a los 21 dias de siembra in vitro se presentan en la siguiente tabla.

Tabla 19. Prueba de Tukey de explantes contaminados correspondiente a la evaluacion realizada
a los 21 dias de siembra in vitro de C. odorata.
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Tt Medias n E.E.

T 73 3 037 A

T1 5.0 3 0.37

T3 43 3 037

T2 1.0 3 037 C

1t: Tratamientos, TT: Testigo,; T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0,05); DMS = 1,68779;

Error: 0.4167 gl: 8.

De acuerdo con los valores mostrados en la Tabla 19, los resultados son altamente significativos
entre el testigo y T2, con una media de 7.33 y 1.00 respectivamente. La alta contaminacion en el
Testigo se debe al hecho de que no tomd ningun tratamiento de desinfeccion, mientras que el T2
muestra un promedio relativamente bajo en relacion con los otros tratamientos.

Explantes fenolizados

Los resultados del andlisis de la varianza de los explantes fenolizados se muestran en la
evaluacion realizada a los 21 dias después de la siembra in vitro de C. odorata, que refleja un
15.15% en su coeficiente de variacion, segun se observa en la tabla 20.

Tabla 20. Datos del analisis de la varianza de los explantes fenolizados correspondientes a la
evaluacion realizada a los 21 dias de siembra in vitro de C. odorata.

F.V. SC GI CM F p-valor
Modelo 72.7 3 242 48.4 <0.0001
Tratamiento 72.7 3 242 484 <0.0001
Error 4.0 8 0.5
Total 76.7 11

Variable N R* R* CV

AJ
Fenolizados 12  0.95 093 15.15

FV: Fuentes de Variacion; SC: Suma de cuadrados; GL: Grados de Libertad; CM: Cuadrados

Medios; F: Estadistico F.

Los datos de prueba de Tukey mostrados en la tabla 21 indican que existen diferencias muy
significativas entre los tratamientos aplicados, alcanzando promedios por encima de 4.00 en los

tratamientos TT, T3 y T1.
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Tabla 21. Prueba de Tukey de explantes fenolizados correspondiente a la evaluacion realizada a
los 21 dias de siembra in vitro de C. odorata.

Tt Medias n E.E.

T1  7.00 3 041 A

T3  6.33 3 041 A B
TT 4.67 3 041
T2  0.67 3 041 C

oo}

1t: Tratamientos, TT: Testigo, T1: Tratamiento 1. T2: Tratamiento 2: T3: Tratamiento 3.

Las medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05); DMS = 1,84888;
Error: 0.5000 gl: 8.

Segtin los resultados de la tabla anterior, en el caso de T1 que alcanzé una media de 7.00 por
encima de los otros tratamientos, esto puede deberse a los altos porcentajes de concentracion
contenidos en los reactivos utilizados (hipoclorito de sodio 50% y alcohol al 75% de su
concentracion, con un tiempo de exposicion de 180 s), al momento de la aplicacion del
tratamiento, se observd una reaccion negativa por parte de los explantes, que perdieron
significativamente su coloracion, de modo que los resultados estan a la vista, considerando T1
como no apto para desinfeccion de los explantes.

Conclusion

Existen diferencias estadisticas altamente significativas en los protocolos utilizados para la
desinfeccion de explantes de Cedrela odorata, siendo el tratamiento (T2) identificado como el
mas idoneo para la desinfeccion en la fase de establecimiento, pues este alcanzd un alto
porcentaje de sobrevivencia.
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Tema 11

Cribado de QTLs de resistencia en cultivos con marcadores moleculares: Caso papa
(Solanum tuberosum L.)"

Julio Gabriel

La mejor manera de salir de una dificultad es afrontarla.

Will Rogers

Resumen

Fueron analizados y genotipados progenies resistentes a Phytophthora infestans, derivados del
cruzamiento entre especies silvestres (can, buk, jam y rap) y cultivadas de papa (phu, gon and dih
tbr). Diferentes niveles de resistencia en hojas y tubérculos fueron encontrados en las progenies
evaluadas. El andlisis de co-localizacion entre los marcadores SSR y QTLs publicados para
resistencia a P. infestans reveld 28 marcadores SSR ligados y localizados en los 12 cromosomas
de papa. La seleccion de QTLs para resistencia a P. infestans, en hojas a través de marcadores
SSR, revelo en la progenie D (can x phu) un QTL en el cromosoma VIII, que desciende de p 4 u.
S6lo uno en el cromosoma III procedente de can. En E (buk x phu) se ha detectado cuatro QTLs
seleccionables en los cromosomas III, V, VI y X. En G (j a m x g o n) se detectaron tres QTLs
seleccionables en los cromosomas III, VI y VII. QTAlelos significativos fueron observados en
los cromosomas VI procedente de gon, y dos lugares de jam. La correlacion de la resistencia
entre hoja y tubérculo fue baja y no significativa. Esto también se reflejo en los QTLs detectados
para resistencia en tubérculos. En G fueron detectados tres QTLs seleccionables, uno en el
cromosoma VI que desciende de gon, y es comun para resistencia en tubérculo y hoja. Los otros
dos QTLs se encuentran en los cromosomas X y V y descienden de jam y gon. En D, el QTL de
phu en el cromosoma VIII fue comun para P. infestans de tubérculo y hoja. Ademads, fue
detectado un QTL Pi-11 en el cromosoma XI a partir del gen candidato BS2.

Palabras claves: Especies silvestres, cromosomas, tubérculo, hoja, gen candidato.
Summary

Screening of QTLs resistance in crops with molecular markers: Potato case (Solanum
tuberosum L.)

Were analyzed and genotyped progenies resistant to Phytophthora infestans, derived from
crosses between wild diploid (can, buk, jam and rap) and cultivated species diploid potato (phu,
gon and dih 7br). Different levels of resistance in the leaves and tubers were found in the five
tested progenies tested. Co-location analyses between SSR markers and published QTLs
positions for P.infestans resistance revealed 28 linked SSR markers located on all 12 potato
chromosomes. QTL screening for P. infestans resistance in leaves through linked SSR markers

! Este tema fue sistematizado sobre la base de los documentos generados por : Gabriel (2008), Gabriel ez al. (2009),
Ritter et al. (2009) y Gabriel ef al. (2011).
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revealed that in progeny D (can x phu ) only one QTL was detected on chromosome VIII which
descends from phu. In progeny E (buk x phu) we have detected four selectable QTLs located on
chromosomes III, V, VI and X. Only one on chromosome III descended from can. In G (jam x
gon) were detected three selectable QTLs on chromosomes III, VI and VII. Significant QT allele
effects were observed on chromosome VI for parent gon, and at two locations for the other parent
( jam). Correlation between leaf and tuber infection levels was low and not significant. This is
also reflected in the detected QTLs in each population. In G three selectable QTLs for late blight
resistance were detected. The QTL on chromosome VI descending from gon was common for
leaf and tuber resistance. The other two QTLs were located on chromosomes V and X and
descended from jam and gon. In D the QTL from phu on chromosome VIII was common for
tuber and leaf blight. In addition one QTL was detected on chromosome XI which showed
significant QT allele difference between published QTLs for P. infestans resistance. Moreover,
on chromosome VII an additional, significant SSR allele common to both parents was observed.
Also was detected a QTL Pi-11 on chromosome XI from BS2 candidate gene.

Key words: Wild species, chromosome, tuber, leaf, candidate gene.

Introduccion

Los marcadores moleculares son biomoléculas que se pueden relacionar con un  rasgo
genético. Las  biomoléculas que pueden ser marcadores moleculares  son las proteinas
(antigenos e isoenzimas) y el DNA (de genes conocidos o fragmentos de secuencia y funcion
desconocida). Afortunadamente, la aparicion de los marcadores moleculares estd ayudando a
eliminar tanto los inconvenientes de una seleccion basada en el andlisis exclusivo del fenotipo,
como la identificacion de especies y variedades de una forma mas rigurosa y repetitiva.

El estudio gendmico de una especie normal-mente comienza con el desarrollo de marcadores
moleculares. Los primeros marcadores de DNA descritos en papa fueron los RFLPs (Gebhardt et
al. 1989a). Esta técnica requiere gran cantidad de ADN, es laboriosa y costosa, aunque presenta
una técnica fiable. El descubrimiento y la explotacion de la técnica PCR (Reaccion en Cadena de
la Polimerasa) facilitaron enormemente el desarrollo y las aplicaciones de marcadores
moleculares.

Consecuentemente se desarrollaron y aplicaron en la papa otros tipos de marcadores, dominantes
y codominantes, como los RAPD, AFLP (van Eck et al. 1995), SSR (Milbourne et al, 1998),
ISTR, ISSR, SCAR y CAP (Oberhagemann et al. 1999). Entre las aplicaciones mas importantes
de estos marcadores moleculares, figuran la identificacion y la determinacion de la pureza
varietal (Gorg et al. 1992) asi como el analisis de la biodiversidad y estudios filogenéticos en el
género Solanum (Debener et al. 1990).

Se puede distinguir marcadores dominantes y co-dominantes. Esto implica que los marcadores
dominantes pueden ser especificos para un parental o comunes a ambos parentales, segregando
1:1 y 3:1 respectivamente en una progenie. En todos los casos existen alelos nulos (ausencia del
marcador dominante) que representan los otros alelos desconocidos en una progenie.

Los marcadores co-dominantes revelan cada uno de los diferentes alelos de un locus conocido
hasta diferente. A estos pertenecen generalmente los SSRs, ESTs y TDFs (van Eck et al. 1995).
Ellos también sirven para alinear los mapas genéticos individuales de cada parental y producir un
mapa integrado (Ritter e al. 2008a).
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Por otra parte hay marcadores indirectos y directos. Los marcadores indirectos son aquellos que
determinan la distancia entre el marcador y un gen de interés. En cambio los marcadores directos,
permiten la identificacion directa de los alelos de un gen de interés, y se pueden aplicar
independientes del entorno genético.

De particular interés son aquellos marcadores que mapean en diferentes entornos genéticos a la
misma posicion gendmica, ya que permiten por ejemplo, alinear mapas de diferentes entornos
genéticos. Obviamente tienen que ser “single copy” para evitar confusiones. Entre ellos figuran
generalmente copias simples de SSRs, TDFs, EST y COS (Oberhagemann et al. 1999).

Para muchas aplicaciones genéticas es necesario localizar el conjunto de marcadores moleculares
en el genoma. Para ello sirven los mapas genéticos. El mapa genético se deriva de procesos
estadisticos y refleja la estructura fisica de un genoma con sus correspondientes cromosomas. Los
mapas de liga-miento genético se construyen a partir de cruzamientos controlados utilizando
marcadores moleculares. En papa se han construido diferentes mapas de ligamiento genético a
nivel diploide y tetraploide y en diferentes entornos genéticos. El primer mapa a nivel diploide se
bas6 en marcadores RFLPs (Bonierbale et al. 1988), luego el construido por Gebhardt et al.
(1989b).

En la actualidad existen muchos mapas genéticos disponibles basados en diferentes marcadores
moleculares y se encuentran alineados con otros mapas de papa y tomate mediante sondas
comunes. Cabe destacar que el mapa de SSRs fue aportado por Milbourne et al. (1998), que
contiene marcadores RFLPs mapeados también en el mapa de papa de la base de datos Gabi
(Pomamo) y sondas de tomate. Este mapa pudo ser anclado al mapa de Caromel et al. (2003), el
cual fue obtenido en una poblacion de

S. tuberosum x S. spegazzinii y mapa de tomate (Tanksley et al. 1992). El mapa ultradenso
(UHD) de papa por Isidore et al. (2004) y van Os et al. (2006), que aparte los 10.000 marcadores
AFLPs contiene 40 marcadores RFLPs y SSRs que se utilizaron como marcadores directos. Por
otro lado, este mapa esta alineado con el mapa de tomate (Tanksley ez al. 1992) mediante sondas
RFLPs y cuenta con 66 marcadores comunes al mapa de papa de Caromel et al. (2003).
Recientemente Ritter et al. (2008a) han contribuido con un mapa completo de transcriptoma
constitutivo expresando genes del genoma de la papa, que se ha construido utilizando cDNA-
AFLP. Los TDFs fueron anclados a las cajas del mapa UHD.

La disponibilidad de mapas genéticos permite integrar en los mismos datos fenotipicos que
pueden ser causados por un gen (caracter monogénico) o por varios e incluso muchos genes.

Los caracteres monogénicos como la resistencia al virus Y de la papa (PVY) se pueden tratar
estadisticamente igual que un marcador molecular (presencia vs. ausencia) para su integracion en
un mapa.

Sin embargo, la variacion cuantitativa observada para la mayor parte de los caracteres fenotipicos
en plantas, es causada por genes poligénicos, que frecuentemente interaccionan con el medio
ambiente (Vargas et al. 2006). La accion colectiva de los loci genéticos en la expresion de un
caracter se ha denominado QTL (Geldermann 1975). Los efectos cuantitativos de los QTLs no se
pueden estudiar mediante el andalisis mendeliano, sin embargo, cuan-do un marcador molecular
segrega, segin un patrén mendeliano, y esta ligado a un QTL, la posicioén en el cromosoma del
QTL y su contribucién fenotipica puede ser estimada (Thoday 1961).
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Hasta ahora hay numerosos modelos estadisticos para el andlisis QTL, que determinan la
posicion y el efecto de cada loci que influye en el caracter cuantitativo (Lander y Botstein 1989,
Knapp et al. 1990, Martinez y Curnow 1992, Jansen y Stam 1994, Zeng 1994).

En papa se han desarrollado diferentes andlisis de caracteres cuantitativos considerando
resistencias poligénicas a P. infestans (Leonards-Schippers ef al. 1994) y G. pallida (Kreike et al.
1993, Caromel et al. 2003); también se realizaron otros analisis de QTL considerando los
componentes del rendimiento (Schéfer-Pregl et al. 1998), la tuberizacion, la dormancia (van den
Berg et al. 1996), la forma del tubérculo (van Eck et al. 1994), y el contenido de azucares y
almidon (Menéndez et al. 2002).

El presente documento es una sintesis elaborada en base al trabajo presentado por Gabriel (2008),
Gabriel et al. (2009), Ritter et al. (2009) y Gabriel et al. (2011) y se centra en el analisis de QTLs
de resistencia a P. infestans, utilizando SSRs y genes candidato (Hernandez et al. 2008). Para ello
los SSRs son marcadores ideales, ya que son altamente polimorficos, muestran una herencia co-
dominante y sobre todo mapean en diferentes entornos genéticos a posiciones gendmicas
idénticas.

La estrategia que se denomina QTA Genotyping (Quantitative Trait Allele Genotyping) también
se ha empleado en el presente trabajo, utilizando varias progenies con diferentes parentales como
fuentes de resistencia a P infestans (entornos genéticos diferentes).

Materiales y métodos
Material vegetal

Para el cribado de QTls con marcadores SSRs se analizaron 321 genotipos de las progenies D:
can310956.8 x gon703354, E: buk210042.5 x phu81, G: jam27521.48 x gon703354 y N: H88-
31/34 (tbr) x rap636. Se trata de diferentes fuentes de resistencia a Phytophthora infestans
provenientes de Solanum canasense (can), S. bukasovii (buk), S. jamesii (jam) y S. raphanifolium
(rap). En los siguientes parrafos se referira a las progenies y parentales con las abreviaciones.

Bioensayos

Para producir las infecciones de hoja de P. infestans, se trabajé con plantas jovenes de las
progenies mencionadas, fueron inoculadas con esporas de un aislamiento local complejo y los
niveles de infeccion fueron evaluados en cada genotipo de acuerdo a Plata (1998). Tubérculos de
papa también fueron inoculados con el mismo aislamiento siguiendo la metodologia de Flier et
al. (2001).

Meétodos moleculares

El analisis de SSRs fue realizado de acuerdo a Milbourne et al. (1998) en parentales y progenies
usando condiciones apropiadas de PCR (Ghilain et al. 2004 con modificaciones). Los primers de
SSR fueron marcados con marcadores fluorescentes infrarojo IRD800 o IRD700 (LICOR,
Lincoln, Nebraska, USA). Los productos de amplificacién fueron desnaturalizados y separados
en gel de poliacrilamida al 6% (19:1). Estos fueron visuali-zados en el analizador LICOR
(DNAAnalyser Gene Reader 4200, LICOR, MWG-Biotech) utilizando su manual.

Analisis de datos

Todos los QTLs, SSRs y otros marcadores se proyectaron en bins (cajas) del mapa UHD,
utilizan-do las proyecciones basadas en las proyecciones coseno sobre el intervalo del marcador
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comun en diferentes mapas tal y como fue descrito por Ritter ef al. (1990) y Ritter y Salamini
(1996).

Los marcadores SSR ligados al mapa de Milbourne et al. (1998) fueron utilizados para las
proyecciones SSR. Los marcadores flanqueantes al QTL fueron proyectados directamente si
estaba presente en el mapa de referencia o en proyecciones consecutivas utilizando mapas de
QTL particulares y otros, como los mapas de Caromel et al. (2003) y el tomate mapa de Tanksley
et al. (1992). Los detalles estan descritos por Sanchez (2006).

Los geles fueron analizados de forma visual, utilizando una matriz de presencia-ausencia del
fragmento amplificado para el QTA-genotyping. La presencia o ausencia de cada marcador
segregante, tanto de la progenie como de los parentales, se anotaron segin la codificacion y se
almacenaron en archivos con formato EXCEL para su posterior andlisis estadistico. Para cada
marcador ensayado se aplic6 un t-test (SAS 1998), para comparar las medias de niveles de
resistencia en los genotipos que pertenecen a cada clase de marcador (ausencia/presencia).

Resultados y discusion

Se ha encontrado en todas las progenies una elevada variacion de la resistencia tanto en hoja
como en tubérculo a P. infestans, como prerrequisito para poder encontrar QTLs.

La correlacion entre resistencia en hoja y resistencia en tubérculo, fue baja y no significativa (-
0.069 a 0.328). Esto estd indicando que probablemente los genes de resistencia a P. infestans en
hoja y tubérculo son diferentes. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Collins ef al.
(1999), que observaron una correlacion negativa de la resistencia a P. infestans entre ambos
organos, en una poblacion segregante diploide de papa.

Se han descrito QTLs para la resistencia a P. infestans en los 12 cromosomas de papa, parte de
ellos validados por varios autores. Los marcadores SSRs establecido por Milbourne et al. (1998),
permitieron asociar los marcadores SSRs para todos los loci. La proyeccion de los marcadores
SSRs a QTLs conocidos, permite reducir los esfuerzos en el andlisis de las caracteristicas en un
nuevo entorno genético. Todas las posiciones conocidas pueden ser analizadas para detectar la
presencia de un QTL, determinando solamente la estrecha vinculacion del marcador SSR en una
nueva poblacion. Se ha analizado estas posiciones de QTLs por la presencia de QT alelos
diferenciados en cuatro diferentes progenies y se han detectado QTL seleccionables para
resistencia de hoja y tubérculo en todos los experimentos (Figura 1). De esta manera se ha creado
una “impresion genotipica” de cada uno de los parentales (QTA genotipados), indicando
posiciones de QTLs seleccionables y los correspondientes marcadores para seleccion asistida por
marcadores mole-culares (SAM) en las diferentes fuentes genéticas.

En la progenie D (can x phu), se observo altos niveles de resistencia. Es el caso de S. canasense,
que es una especie silvestre diploide ampliamente distribuida en Perti y Bolivia (Ochoa 2001).
Esta especie ha sido descrita como valiosa fuente de resistencia a Streptomyses scabies (Hosaka
et al. 2000), al nematodo-quiste (Globodera pallida) (Castelli et al. 2006) e insectos. Hawkes
(1991) reportd que can es una especie resistente a P. infestans. El genotipado de la progenie D
detectd6 un QTL en el cromosoma VIII (Pi-8) (Figura la). Este QTL fue reportado por
Oberhagemann et al. (1999) en un estudio de cinco familias, obtenido del cruzamiento entre siete
diferentes clones diploides de papa y Trognitz et al. (2002) lo reportdé en un estudio de una
poblacion diploide de phu x dih tbr y probablemente un QTL localizado en el cromosoma X
(Rber), que fue descrito por Collins ef al. (1999), en una poblacion segregante de papa diploide.
A nivel de resistencia en tubérculo se detectd cuatro QTLs en los cromosomas VII (Pi7b), VIII
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(Pi-8), XI (Pi-11), que provienen de can y phu. La presencia de estos QTLs fue reportada por
Oberhagemann et al. (1999), Collins et al. (1999) y Leonards-Schippers et al. (1994). Es
importante resaltar que en el presente estudio el QTL del cromosoma XI (Pi-11), fue detectado
via un gen candidato BS2.

En la progenie E se detectaron 4 QTLs ubicados en los cromosomas III (Pi3c, d), V (PiTFve-5b),
VI (Pi-6a) y X (Rber) (Figura 1b), que provienen de buk. Resultados similares fueron reportados
por Oberhagemann et al. (1999) y Collins et al. (1999), que describieron la presencia de estos
QTLs.

El genotipado de la progenie G, detect6 tres QTL seleccionables en los cromosomas III (FB-1,
Pi-3a), VI (FB-6) y VII (Pi-7b) (Figura Ic). Los QTAlelos significativos fueron observados en
los cromosomas VI para gon y dos lugares para jam. Estos resultados confirman lo reportado por
Collins et al. (1999) y Oberhagemann et al. (1999).

Un aporte importante del genotipado de la progenie ha sido el relacionarlo con la resistencia a P.
infestans en tubérculos, en la que se detectaron QTL seleccionables en los cromosomas III (Pi-
3c,d), V (PiFTve-5b), VI (Pi-6a) y X (Rber). El locus del cromosoma III mostro efectos
significativos de los alelos de los parentales jam y phu. También el locus del cromosoma V fue
significativo para el parental jam.

En la progenie N (dih tbr x rap), fueron detectados tres QTLs seleccionables que se encuentran
en los cromosomas V (PiFTve-5a, PiSa, R1, PiFTve-5¢), VI (FB-6) y VIII Rblc, E-6 (Figura 1c).
Dos de ellos (en los cromosomas V y VIII) descienden de rap y una del dih tbr (VI). Solo se
detectdé un QTL para tizoén en tubérculo en el cromosoma VI (FB-6) y que proviene del dikh thr'y
no asi de rap.

La diferencia en los QTLs seleccionables para P. infestans en cada progenie analizada refleja la
“no correlacion” de la resistencia a P. infestans en ambos 6rganos. Al respecto Oberhagemann et
al. (1999), observaron que plantas con alelos en el QTL del cromosoma V, mostraron incremento
de la resistencia a P. infestans en hoja, pero hubo decrecimiento en la resistencia en tubérculo.

Es importante resaltar que s6lo podemos diferenciar QTL seleccionables. Esto requiere que tanto
el marcador sea polimorfico, como que la configuracion alélica del QTL sea apropiada.

Se debe enfatizar que lo que se mide son diferencias entre mezclas de genotipos y diferencias de
efectos de alelos probables en cada parental: q1/q2 x q3/q4 = [(q1q3 + qlq4)] — [(q2q3 + q2q4)],
los efectos entre ql y g2 tienen que ser diferentes mas las posibles interacciones desconocidas. El
QTL (gen que influye en el caricter) estard en todo caso, pero no es detectable (configuracion
alélica desconocida), ni se conocen sus efectos.

Respecto al segundo requisito que el marcador indirecto tiene que ser polimorfico, se vio que esto
no se cumple en muchos casos. Por ejemplo, no se ha podido evaluar QTLs en los genotipos en
los cromosomas I, IV, IX y XII de las progenies D, E, G y N, debido a que varios SSRs no
segregaban en ninguna familia.

Por otra parte, aunque los SSRs en principio funcionan en diferentes entornos de la misma region
genomica, puede desaparecer su polimorfismo, si por ejemplo el nuevo parental es homocigoto
para el alelo, esto hace que no haya segregacion.

En el estudio, se utilizaron novedosas fuentes de resistencia genética a P. infestans como fueron
las especies silvestres diploides (2n = 2x =24) can, oka, buk, rap y las diploides cultivadas phu,
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gon 'y dih tbr. Las especies silvestres tienen altos niveles de resistencia a P. infestans que pueden
ser transferidos a sus progenies; sin embargo, la primera generacion filial que producen no son
aptas para obtencion de nuevas variedades por seleccion en campo, por lo que serd necesario que
las progenies obtenidas sean evaluadas y seleccionadas por resistencia a P. infestans en primera
instancia, y los individuos mas aptos podrian entrar en un programa de retrocruza-mientos
sucesivos hacia tbr y/o adg.

De ahi que en el presente trabajo se han validado numerosos marcadores moleculares SSR y
genes candidato, que fueron utilizados en otros diferentes entornos genéticos; sin embargo, con
este estudio se ha podido detectar que varios de estos marcadores son vélidos y podrian ayudar a
la SAM, a pesar de haberse obtenido en entornos genéticos particulares.

Es de resaltar que existen marcadores indirectos y directos. En los marcadores indirectos hay
ciertas distancias entre el marcador y un gen de interés y puede haber recombinaciones. A este
tipo de marcadores pertenecen los SSRs que son muy polimédrficos pero se pueden también
seleccionar “falsos alelos”, debido a las recombinaciones. Esto requiere aumentar el nimero de
SSRs disponibles.

En cambio los marcadores directos permiten la identificacion directa de los alelos de un gen de
interés y se pueden aplicar independientes del entorno genético, son normalmente derivados de
regiones codificantes (coding regions) como ESTs, TDFs, utilizando diferentes técnicas
moleculares.

Los genes candidato son interesantes en este sentido, pero tienen la desventaja de que no son tan
polimorficos como los SSRs. Asi por ejemplo, se evalu6 CAPs en cuatro progenies, en los cuales
no se observd polimorfismo luego de la digestion con enzimas. Esto no implica que los CAPs no
funcionen, sino que es probable que en el entorno genético que se evalu6 no haya habido
reacciones, pero serd conveniente seguir afinando el método en otros entornos genéticos para ir
saturando los cromosomas donde se hallan posiciones de QTL publicados en el mapa UHD para
resistencia a P. infestans.Por otra parte, existen varias aplicaciones practicas para genes
candidatos detectados como el andlisis de su diversidad alélica, transformacion genética o
referencias cruzadas a través de la integracion en mapas de ligamiento.

Los estudios de diversidad alélica en diferentes germoplasmas pueden permitir asociar variantes
alélicas especificas con un genotipo particular, detectar los alelos mas efectivos y de esta manera,
proporcionar marcadores utiles para la SAM. La referencia cruzada a mapas de ligamiento,
permite integrar los resultados de diferentes estudios, mediante el disefio de cebadores apropiados
para mapeo. Si un cDNA particular se integra en el mapa muy cercano a un QTL conocido,
entonces dicho TDF puede potencialmente explicar el QTL. Asi por ejemplo, Ritter et al. (2008b)
y Hernandez et al. (2008) reportaron polimorfismos segregantes en el caso de BS2 (TC148920).
Este cDNA pudo ser mapeado en un mapa de referencia de papa en el cromosoma XI y fue co-
localizado con el QTL Pi-11b. Se observé que este cDNA segregd en la progenie D (can x phu),
y representa el mismo QTL para P. infestans en el cromosoma XI.

Sin embargo, un gen ligado puede ser el verdadero responsable del efecto del QTL, por lo que
sera necesario en el futuro, realizar experimentos de silenciacion para verificar la funcion. Si el
gen candidato representara un falso positivo, al menos podria ser utilizado como un marcador de
un alelo especifico para SAM.

Se debe comentar que en los Ultimos afios, ha nacido un nuevo tipo de marcadores moleculares,
denominados SNPs (polimorfismos de nucledtido simple), que es una variacion en la secuencia
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de ADN que afecta a una sola base [adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)] de una
secuencia del genoma. Esta tecnologia aun esta en desarrollo, pero hubo enormes avances con la
ayuda de la computacion moderna. Matores detalles de los usos y nuevos descubrimientos,
pueden ser encontrados en el trabajo de Mammadov ef al. (2012).
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Figura 1. Resultados del genotipado de QTAs para resistencia en hoja y tubérculos para tizén en cuatro
poblaciones mapeadas [Fuente: Gabriel ez al. (2009)].
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Universidad Estatal del Sur de Manabi
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Estudiar no es un acto de consumir ideas, si de crearla y recreala.

Paulo Freire

Resumen

Los procesos biotecnoldgicos que se desarrollan en la Universidad Estatal del Sur de Manabi, por
su alto riesgo biologico, generan impactos negativos al medioambiente, y no se cuenta con un
programa de bioseguridad para mitigar o prevenir sus efectos. A través del presente estudio se
presentd el disefio de un programa de bioseguridad para mitigar el riesgo bioldgico del
laboratorio y sus impactos negativos. Para la materializacion de la investigacion, se realizd una
evaluacion detallada de la actividad que se desarrolla en el laboratorio de biotecnologia, a fin de
identificar y evaluar los impactos al medio que se generan. Se utilizO como universo para
determinar el tamafio de la muestra al personal que trabaja en el laboratorio y el resto del personal
de la UNESUM involucrados en el quehacer del mismo, se determinaron los elementos
contaminantes del medio ambiente, caracterizdndolos en cantidad y clases; se registraron las
incidencias al personal que labora vinculado al laboratorio de biotecnologia mediante encuestas
con sus técnicas del cuestionario y la observacion cientifica, cuyos resultados sirvieron de base
para la elaboracion de la propuesta de un programa de bioseguridad. Como resultados
fundamentales de la investigacion, se obtuvieron la identificaciéon y evaluacion de los impactos
ambientales que provoca el referido laboratorio, la caracterizacion de la calidad de aguas servidas
provenientes de las descargas del mismo, y el disefio de un programa de bioseguridad que
permita mitigar el impacto que sobre la salud humana y el entorno generara el laboratorio de
biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de Manabi. Los resultados de la presente
investigacion, se entregaron a la méxima direccion de la UNESUM para su validacion e
implementacion.

Palabras clave: Biotecnologia, impactos ambiental, bioseguridad, laboratorio.
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Summary

Design of a Biosecurity program for the Biotechnology Laboratory of the State University
of Southern Manabi

The biotechnological processes that are developed at the State University of Southern Manabi,
due to their high biological risk, generate negative impacts to the environment, and there is no a
biosecurity program to mitigate or prevent its effects. Through this study, the design of a
biosecurity program to mitigate the biological risk of the laboratory and its negative impacts was
submitted. For the research materialization, a detailed evaluation of the activity was carried out in
the biotechnology laboratory, in order to identify and evaluate the impacts to the environment in
which are generated. It was used as an universe to determine the size of the sample to the
personnel working in the laboratory and to the rest of the UNESUM personnel involved in the
same work; the polluting elements of the environment were determined, characterizing them in
amount and types; the incidents of personnel working in the biotechnology laboratory were
recorded through surveys of their questionnaire techniques and scientific observation. These
results provided the basis for the preparation of a biosecurity program proposal. As fundamental
results, the identification and evaluation of the environmental impacts caused by the laboratory
were obtained, the characterization of the wastewater quality coming from the laboratory
draining, and the design of a biosecurity program to mitigate the impact on human health and the
environment, will generate the biotechnology laboratory of the State University of Southern
Manabi. The results of the present research, were given to the Top Leader of UNESUM, for its
validation and implementation.

Keywords: Biotechnology, environmental impacts, biosecurity, laboratory.

Introduccion

La biotecnologia ha sido utilizada por el hombre desde los comienzos de la historia, en
actividades tales como: la preparacion del pan y de bebidas alcohdlicas o el mejoramiento de
cultivos y de animales domésticos. Procesos como la produccion de cerveza, vino, queso y yogurt
implican el uso de bacterias o levaduras con el fin de convertir un producto natural como la leche,
en un producto de fermentacion mas apetecible como el yogurt.

En términos generales, biotecnologia es el uso de organismos vivos o de compuestos obtenidos
de organismos vivos para obtener productos de valor para el hombre. La biotecnologia moderna
estd compuesta por una variedad de técnicas derivadas de la investigacion en biologia celular y
molecular, que pueden ser usadas en cualquier industria que utilice microorganismos o células
vegetales o animales. Por tanto, se puede decir que la biotecnologia abarca desde la biotecnologia
tradicional para la fermentacion de alimentos, hasta la biotecnologia moderna, basada en la
utilizacion de las nuevas técnicas del ADN (ingenieria genética), los anticuerpos monoclonales y
los nuevos métodos de cultivo de células y tejidos. Existe una cronologia de descubrimientos
claves para el desarrollo de la biotecnologia:

e 1928-Fleming descubre la penicilina y se produce masivamente en la Segunda Guerra
Mundial.

e 1953-El bioquimico americano James Watson y el biofisico Francis Crick anuncian la
estructura en doble hélice del ADN o codigo genético.
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e 1960-Severo Ochoa hace copias del material genético en laboratorio y descubre el codigo
genético, descifra la clave en la que estan escritos los mensajes del material genético.

o 1978- Se descubren las enzimas de restriccion, que cortan el material genético por lugares
determinados. Se clond el gen de la insulina humana.

e 1983- Se desarrolla la primera planta mediante ingenieria genética, a partir de una planta
del tabaco.

Se inventa la técnica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), que permite copiar
genes especificos con gran rapidez. Es una técnica muy poderosa para producir millones
de copias de una region especifica de ADN, que permite analizarla tan rapido como se
puede purificar una sustancia quimica. PCR ha sido el instrumento esencial en el
desarrollo de técnicas de diagndstico, medicina forense y la deteccion de genes asociados
con errores innatos del metabolismo.

e 1988-La Universidad de Harvard patenta por primera vez un organismo producido
mediante ingenieria genética, un raton.

Se crea la organizacion HUGO para llevar a cabo el Proyecto Genoma Humano:
identificar todos los genes del cuerpo humano.

La Declaracion de la FAO (2000), sobre la biotecnologia dice: «La FAO reconoce que la
ingenieria genética puede contribuir a incrementar la produccion y productividad en la
agricultura, silvicultura y pesca. Puede dar lugar a mayores rendimientos en tierras marginales de
paises donde actualmente no se pueden cultivar alimentos suficientes para alimentar a sus
poblaciones... No obstante, la FAO reconoce también que existe preocupacion debido a los
riesgos potenciales que plantean algunos aspectos de la biotecnologia. Tales riesgos pueden
clasificarse en dos categorias fundamentales: los efectos en la salud humana y de los animales y
las consecuencias ambientalesy.

Como parte de las multiples funciones de los gobiernos municipales, de los organismos del
estado, de las direcciones administrativas de las empresas del sector productor de bienes y
servicios, de los centros de investigaciones y de centros educacionales, en especial las
universidades, tanto, estatales como privadas, se encuentra la proteccion y preservacion del
medio ambiente. En la presente investigacion se propone evaluar el impacto ambiental
ocasionado por el laboratorio de biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de Manabi
(UNESUM), asi como los niveles de riesgo que pueden correr sus trabajadores y el personal
vinculado indirectamente a estas instalaciones, con el objetivo de proponer un programa de
bioseguridad adecuado a las caracteristicas de este laboratorio.

El proposito de la investigacion, fue evaluar el impacto ambiental que puede ocasionar al medio,
asi como evitar las afectaciones al personal directa e indirectamente vinculados al laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM, causados por la actividad bioldgica que se desarrolla, y por el uso
de diversos compuestos quimicos normalmente utilizados en los procesos biotecnoldgicos que
alli se ejecutan. A partir de la caracterizacion de los efectos negativos que puede generar esta
instalacion, el objetivo fue proponer un programa de bioseguridad para contrarrestar y mitigar
los impactos generados por el laboratorio de biotecnologia.

El presente problema, tiene sus origenes basicamente en los niveles de riesgo que implica trabajar
con organismos genéticamente modificados, asi como el manejo de los procesos biotecnologicos
y los residuos que en este tipo de proceso se generan. El no conocer la magnitud de los impactos
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ambientales y de los niveles de riesgos presentes en este tipo de instalacion y el no contar con un
programa de bioseguridad para contrarrestar los efectos nocivos que se puedan generar y
provocar afectaciones al medio, y a los trabajadores vinculados directamente a esta instalacion,
asi como a otros indirectamente vinculados a la misma. El objetivo es Disefiar un programa de
bioseguridad para el laboratorio de biotecnologia de la UNESUM que permita su correcto
funcionamiento, acorde a las normativas internacionales.

Trabajos de investigacion realizados

No existen antecedentes similares al de la presente investigacion en el canton Jipijapa, ni en la
provincia de Manabi, solo se cuenta con la experiencia acumulada en la literatura publicada sobre
estos procesos por diversos y reconocidos autores con afios de experiencia en esta tematica.

Métodos

La investigacion se realizo en el laboratorio de biotecnologia (LB) de la UNESUM, ubicado en
la ciudad de Jipijapa, Provincia de Manabi.

Para la materializacion de la misma se ejecutaron las siguientes actividades:

e Revision de trabajos similares realizados en el pais o en otros paises (Métodos tedricos,
analiticos y deductivos).

e Encuestas a los trabajadores del laboratorio de biotecnologia de la UNESUM, asi como a
otros especialistas relacionados con esta instalacion, y a autoridades de la UNESUM.
(Métodos empiricos).

e Identificacion de los principales impactos ambientales presentes en el area objeto de
estudio. (Métodos empiricos de la encuesta, a través de las técnicas de la observacion y el
cuestionario).

e (aracterizacion de los indicadores de calidad de las aguas residuales del laboratorio.
(Quimica analitica).

e Propuesta de programa de bioseguridad para contrarrestar y mitigar los impactos que
puedan producirse por los procesos biotecnoldgicos que se desarrollan en el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM.

Resultados
Como resultados de la investigacion se obtuvieron:

e Identificacion y evaluacion de los principales impactos ambientales provocados por el
accionar del laboratorio de biotecnologia de la UNESUM.

e C(lasificacion y volumen de los residuos solidos generados en el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM.

e C(Caracterizacion de la calidad de las aguas residuales del laboratorio de biotecnologia.

e Propuesta de un programa de bioseguridad para el laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM.



185

Impactos generados

- Ambiental: Con la propuesta de un programa de bioseguridad para el funcionamiento del
laboratorio de bioseguridad de la UNESUM, asi como para el manejo y control de los
residuos que se generan en el mismo, se permiti6é incrementar la eficiencia de la gestion
ambiental de la UNESUM, a la vez que se cuenta con una herramienta de trabajo eficaz
para contrarrestar los efectos negativos que sobre el medio y las personas provoca el
funcionamiento de este laboratorio.

- Social: La propuesta de un programa de seguridad biologica para el LB de la UNESUM,
permitié que los procesos biotecnoldgicos que alli se desarrollan no sean nocivos al
medio ambiente y a la salud humana, a la vez que permitio la propagacion masiva de
especies maderables, frutales y otros cultivos, lo cual incide positivamente en el
desarrollo de la agricultura del canton y con ello en la calidad de vida de sus pobladores.

- Econdémico: La propagaciéon masiva de plantulas de platano, tomate, frutales y otras
especies de interés econémico redunda en ingresos para los campesinos de la region, asi
como en ingresos para la UNESUM, los cuales pueden ser invertidos en otros programas
de desarrollo de la universidad, para el canton Jipijapa y la provincia de Manabi.

Planteamiento del problema

Los procesos biotecnologicos, de no ser manejados adecuadamente, y contar con un programa de
bioseguridad para contrarrestar sus efectos, constituyen una seria fuente de contaminacion y
riesgo bioldgico que afecta no solo al medio, sino también a las personas vinculadas directa e
indirectamente a estos menesteres. Las caracteristicas de estos procesos implican el trabajar con
organismos vivos y con una gran cantidad de productos quimicos que pueden no solo generar
aguas residuales contaminadas, si no también contaminar a los trabajadores vinculados a los
mismos.

En el caso del laboratorio de biotecnologia (LB) de la UNESUM, aunque por sus caracteristicas
se cataloga como una instalacion con Nivel de Riesgo 1, no por ello, sus residuales, los procesos
y productos que alli se manipulan dejan de constituir una fuente de contaminacidn, tanto para el
medio ambiente como para el ser humano, lo cual implica que esos potenciales impactos deben
ser rigurosamente evaluados y se debe contar con un plan de accion dirigidas a contrarrestar y
mitigar los impactos que pueda ocasionar esta instalacion.

Materiales y métodos
Lugar de la investigacion

La presente investigacion se realiz6 en la ciudad de Jipijapa, en la UNSUM, especificamente en
su laboratorio de biotecnologia y el entorno donde se encuentra ubicado.

Universo

Para el presente estudio, el universo es el laboratorio de biotecnologia de la UNESUM y su
entorno, donde se incluyen: el personal directa e indirectamente vinculados al laboratorio, y los
residuos generados por el mismo (so6lido y liquido).

Muestra

El tamaio de la muestra se halla determinada de la siguiente forma:
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1.- Para la realizacion de la encuesta buscando informacion por parte del personal vinculado al
laboratorio, se tuvo en cuenta lo siguiente:

Composicion Poblacion total Tamafio de muestra
Trabajadores directamente
vinculados al LB 6 Todos encuestados

Trabajadores indirectamente
vinculados al LB 7 Todos encuestados

Funcionarios vinculados al LB 3 Todos encuestados

Fuente: Direccion de Recursos Humanos de la UNESUM (Afio 2012).

2.- Para la clasificacion y determinacion del volumen de residuos so6lidos generados por el
laboratorio de biotecnologia, se pesaron diariamente y durante un mes todos los residuos so6lidos
dispuestos.

3.- Para la caracterizacion de las aguas residuales del laboratorio, se tomaron muestras semanales
durante un mes tanto de las aguas albafiales como de las aguas del proceso y las mismas fueron
analizadas en los laboratorios de la Junta de Recursos Hidraulicos para los Cantones Pajan —
Jipijapa — Puerto Lopez de la provincia de Manabi.

Métodos

El presente trabajo consiste en un andlisis descriptivo y correlacional.
Disefio de investigacion

Es una investigacion no experimental. Los métodos utilizados fueron:
Métodos teodricos

— Método inductivo: Se hizo un andlisis de la situacion actual de la contaminacion
provocada por la realizacion de procesos biotecnologicos, y las consecuencias que
provocan los impactos que se generan sobre el medio y sobre la salud de las personas
vinculadas a estos procesos.

— Método descriptivo: Mediante la observacion directa en la zona donde se ubica el
laboratorio, se realizd un examen critico del deterioro ambiental de ese sector, lo cual
permitié sentar las pautas para disefiar un programa de bioseguridad para contrarrestar y
mitigar los efectos de los impactos a generarse por este laboratorio, asi como para el
control y manejo de los residuos que a diario se generan en el mismo.

— Método dialéctico: En los momentos de contraposicion de opiniones, determinacion de
relacion causa-efecto y otros pares dialécticos que se presentd en la discusion tedrica y
evidencias de la practica social.
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— Método hermenéutico - dialéctico: El cual permitié la recoleccion de la informacion
desde la documentacion disponible, haciendo una interpretacion en su contexto histdrico,
social, politico y administrativo.

Métodos empiricos

Método de la encuesta: Fue aplicado para evaluar los aspectos relacionados con el grado de
capacitacion y preparacion que sobre las tematicas de biotecnologia, procesos biotecnologicos,
contaminacion, manejo y control de residuos, impacto ambiental y otros temas relacionados
con la situaciéon problémica presente en esta investigacion, y fueron encuestados los
trabajadores y funcionarios directa e indirectamente vinculados con el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM. Dentro de este método se emplearon las técnicas del
cuestionario y la observacion. El cuestionario se dirigié a los funcionarios y trabajadores
directa e indirectamente vinculados al laboratorio, con la finalidad de receptar la informacién
necesaria para determinar, la situaciéon ambiental del mismo, su incidencia en la calidad
ambiental de la zona, asi, como el nivel de aplicacion de las ordenanzas establecidas por
parte de la las autoridades universitarias. Se empleo la técnica de la observacion directa y la
toma de fotos demostrativas en la recoleccion de la informacion en todos los aspectos
pertinentes que permitan determinar los principales impactos ambientales, asi como para
corroborar los resultados del cuestionario, para su analisis mas eficiente.

— Analisis documental: Para identificar la incidencia de la administracion, de los
trabajadores del LB, asi, como de los trabajadores de la UNESUM, sobre el deterioro
ambiental del laboratorio y su area de influencia, se efectu6 un andlisis de los
documentos, tales como: reportes de incidencias ambientales, y la opinion de los
trabajadores y administrativos de la universidad, entre otras.

— Quimica analitica: Para determinar la calidad del agua residual del laboratorio, se realizo
la caracterizacion fisica- quimica y microbioldgica de las mismas, con el objetivo de
proponer medidas para recuperar neutralizar su grado de contaminacion, antes de ser
dispuestas.

— Meétodos estadisticos: Para tabular, presentar e interpretar los datos surgidos de la
investigacion, se utilizaron los métodos de recoleccion, descripcion, visualizacion y
resumen de datos originados, a partir de los fenomenos de estudio.

Resultados

Impactos ambientales

Para determinar las afectaciones ambientales presentes en el area donde se ubica el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM, se realiz6 por parte del autor y de un equipo de especialistas de la
carrera de Ingenieria Ambiental de esta universidad un control exhaustivo a esa zona. El estado
actual, se compar6 con el estado de la zona, antes de acometerse la inversion del laboratorio
(mediante el analisis de fotos del area antes del inicio del proceso constructivo y, a través de las
vivencias de los fundadores de la UNESUM, amplios conocedores de las caracteristicas de estas
areas).

Los principales impactos se resumen a continuacion:
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1. Severa erosion de los suelos: mas del 70% de los suelos se encuentran erosionados productos a
las excavaciones, al movimiento de tierra y, a la construccion de viales de acceso. Se han
creado laderas de pendientes pronunciadas proclives al deslave en periodo de lluvia, lo cual
incrementa paulatinamente el proceso de erosion en la zona (Figura 1).

Figura 1. Erosion y deforestacion presentes en el area donde se construyd el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM.

2.

Deforestacion de la zona: esta area estaba anteriormente cubierta de vegetacion tipica de la
zona. Para acometer la inversion se deforestd una extensa superficie, lo cual ha provocado la
migracion de la fauna de ese habitat, fundamentalmente especies de aves y de reptiles, asi
como de especies de la flora tipicas del sitio como la Cordia alliodora (Laurel) y la Cedrela
odorata (Cedro) (Figura 2).
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Figura 2. Deforestacion provocada por la construccion del laboratorio de biotecnologia de
la UNESUM

3. Exceso de polvo y lodo: al no ser asfaltados los viales, ni reforestadas las areas aledanas al
laboratorio con especies forestales, ni establecerse dareas verdes en ese entorno
fundamentalmente en las laderas de las pendientes, existe una alta contaminacion atmosférica
por el exceso de polvo en periodo seco, ademds cuando llueve; cosa frecuente en la zona; el
lodo hace practicamente imposible el acceso al laboratorio al encontrarse éste en una zona
elevada dentro de las areas de la UNESUM, ademas el peligro de deslaves hace dificultoso el
acceso en época de lluvias.

4. Microvertederos de residuos solidos: en la zona se conservan parte de los residuos de la
construccion (madera, arena, gravas), asi como se acumulan los desechos generados en el
laboratorio, tales como carton, papeles, nylon, plasticos, residuos vegetales; entre otros.

5. Vertimiento de residuos liquidos: tanto los residuos albafiales como el agua de limpieza de la
cristaleria del laboratorio y las sustancias quimicas utilizadas en el mismo se vierten por los
desagiies, siendo su destino final las cafiadas y el rio Jipijapa.

6. Afectaciones al medio provocadas por el vertido de productos quimicos y bioldgicos: aunque
el laboratorio se encuentra en su etapa inicial de puesta en marcha, el riesgo biologico al no
contar con un programa de bioseguridad, es un impacto potencial presente que puede afectar a
los trabajadores del mismo, asi como a otros trabajadores que se vinculen indirectamente con
estas instalaciones. A medida que el volumen de trabajo se incremente en este local, los
riesgos aumentaran paulatinamente, pues el vertido de productos quimicos y bioldgicos se
acrecentara.

Esta situacion ambiental general presente en el entorno donde se ubica el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM, es el fiel reflejo de la materializacion de una inversion que no
contd con estudio previo de impacto ambiental y, por consiguiente, adolecié de un plan de
medidas para la rehabilitacion ambiental de la zona de intervencion.

Cuantificacion de residuos

Para determinar el volumen y tipo de residuos que se generan en el laboratorio de biotecnologia
de la UNESUM, se pesaron y clasificaron diariamente y durante un mes los residuos solidos
derivados de los procesos cotidianos de esta instalacion, asi, como se midieron los volimenes de
residuos liquidos vertidos por el laboratorio, tanto los albanales como los propios de los procesos
biotecnoldgicos y la limpieza de los locales. Los resultados de este estudio se presentan en la
Tabla 1

Tabla 1. Volumen y tipo de residuos generados en el laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM.
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Tipo de residuo Volumen diario Volumen mensual
Residuos vegetales 3Kg 72 Kg
Carton 25Kg 60 Kg
Papel 2 Kg 48 Kg
Nylon (bolsas y sacos) 2.5Kg 60 Kg
Vidrio 22Kg 52.8Kg
Plésticos 0.8 Kg 19.2 Kg
Aguas albafiales 230 litros 5520 litros
Aguas de los procesos 225 litros 5400 litros

Fuente: Elaboracion propia

Los residuos solidos que se generan en el laboratorio, son en su mayoria no biodegradables por lo
que la incorrecta disposicion de los mismos, provoca la creacion de microvertederos, los cuales
constituyen una fuente ideal para la proliferacion de vectores de contaminacion como moscas,
cucarachas, ratas, entre otros, trasmisores todos ellos de enfermedades para el ser humano. Con
respecto, a los residuos liquidos, su nivel de contaminacion contribuye a la contaminacién de los
suelos y de las fuentes de agua cercanas al laboratorio. Esta situacion con los residuos impone de
inmediato el establecimiento de un programa de manejo para los residuos sélidos generados por
esta instalacion, asi, como un sistema de tratamiento de aguas residuales (contaminaciéon quimica
y biologica), ya que si en los momentos actuales, sus volimenes no son tan significativos por
encontrarse el laboratorio en la etapa inicial de puesta en marcha, en la medida en que los
procesos biotecnologicos aumenten, estos residuos se iran incrementando en cantidad, por lo que
la carga contaminadora que aporte este laboratorio al medio, sera mucho mayor y los impactos
negativos se haran mas significativos y perjudiciales.

A través de las técnicas de la quimica analitica se caracterizaron las aguas residuales de los
procesos del laboratorio de biotecnologia de la UNESUM, asi, como sus aguas albanales.

Estos analisis se realizaron, a partir de la implementacion de la Norma de Calidad Ambiental y de
descarga de Efluentes (Tabla 2). La presente norma técnica ambiental es dictada bajo el amparo
de la Ley de Gestion Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la
Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental del Ecuador, y se somete a las
disposiciones de €stos, es de aplicacion obligatoria y rige en todo el territorio nacional.

Tabla 2. Parametros considerados para evaluacion del agua.

Parametros Unidad Resultados Limites maximos
permisibles
Turbiedad NTU 42 66-110
PH 8.3 7.25-8.22
Temperatura °C 28.4 <40
Conductibilidad eléctrica uS/cm 4022 1560 — 3410
Sélidos totales disueltos mg/l 2283 746 — 1720

La presente norma técnica determina:

a) Los limites permisibles, disposiciones y prohibiciones para las descargas en cuerpos de aguas
o sistemas de alcantarillado;
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b) Los criterios de calidad de las aguas para sus distintos usos; y,

¢) Me¢étodos y procedimientos para determinar la presencia de contaminantes en el agua.

Los resultados de esta caracterizacion fisica - quimica y microbioldgica para determinar el nivel
de contaminacién de las aguas vertidas por el laboratorio de biotecnologia de la UNESUM,
ubicada en el canton Jipijapa de la provincia Manabi, se tramitaron, a través de la Junta de
Recursos Hidraulicos, institucion de desarrollo de obras bésicas de los cantones Jipijapa, Pajan y
Puerto Lopez. Los mismos se muestran a continuacion:

Tabla 3. Caracterizacion de las aguas residuales del proceso de los laboratorios de biotecnologia
de la UNESUM.

Analisis fisico y quimico

Parametros Unidad Resultados Limites maximos permisibles
Manganeso mg/L Mn?! 3.15 10
Sulfatos mg/L SO* 423,6 400
Nitratos mg/L No*- N 11.87 1.1-24
Nitritos mg/L No?>- N 1.16 0.077 - 0.33
Cromo mg/L Cr?! 0.35 0.004 — 0.042
Cadmio mg/L Cd*! 0.1 0-0.0277
Plomo mg/L Pb?! 0.64 0-0.522
Cobre mg/L Cu?! 0.04 0.163 -0.439
Hierro total mg/L Fe*! 0.36 <25

Sustancias solubles en
Aceites y grasas hexano (mg/L) 0.21 0.3
DQO mg/L 02 932 116 — 450
DBO 5 mg/L O 394 75 -262

Analisis microbiolégico

Coliformes totales NMP/100ml 32 Remocion al 99.9%

Coliformes fecales NMP/100ml Ausencia Remocion al 99.9%

Fuente: Laboratorio de agua de la JRH, 2012.

En amaillo rojo se resaltan los parametros cuyos valores se encuentran por encima de los limites
maximos permisibles y que son los responsables del impacto ambiental que genera al medio el
vertido de aguas residuales del laboratorio de biotecnologia
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UNESUM.

Analisis fisicos
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Limites maximos

Parametros Unidad Resultados permisibles
Turbiedad NTU 245 66-110
Olor Materia organica -

PH 7,5 7.25-8.22
Temperatura °C 26,2 <40
Conductibilidad eléctrica uS/cm 2019 1560-3410
Sélidos totales disueltos mg/L 2409 746-1720
Analisis quimicos
Limites maximos

Parametros Unidad Resultados permisibles
Manganeso mg/L Mn? ! 1.17 10
Sulfatos mg/L SO** 323.6 400
Nitratos mg/L No*- N 11.7 1.1-24
Nitritos mg/L No*>- N 0.17 0.077 - 0.33
Cromo mg/L Cr*! 0.026 0.004 — 0.042
Cadmio mg/L Cd*! 0.001 0-0.0277
Plomo mg/L Pb?! 0.01 0-0.522
Cobre mg/L Cu?! 0.03 0.163 - 0.439
Hierro total mg/L Fe*! 0.35 <25
DQO mg/L 02 412 116 - 450
DBO 5 mg/L O 668 75-262

Analisis microbiolégicos
Coliformes totales NMP/100 mL 2023 Remocioén al 99,9%
Coliformes fecales NMP/100 mL 1308 Remocioén al 99,9%

Fuente: Laboratorio de agua de la JRH, 2012

En amarillo se resaltan los pardmetros cuyos valores se encuentran por encima de los limites
maximos permisibles y que son los responsables del impacto negativo causado al medio por la
disposicion de estas aguas.

Por lo que se observa de los resultados de la caracterizacion fisico-quimica y microbiologica de
las aguas residuales generadas en el laboratorio de biotecnologia de la Universidad Estatal del
Sur de Manabi, tanto, las aguas de los procesos biotecnologicos unidas a las aguas de limpieza
del local (contaminacion quimica), como las aguas albafiales generadas (contaminacion
biologica), ambas estan contaminadas sobrepasando los limites maximos permisibles establecidos
para diversos parametros (sefialados en amarillo en las tablas 3 y 4) segun la TABLA 11
“LIMITES DE DESCARGA AL SISTEMA DE ALCANTARILLADO PUBLICO”, lo cual alerta
a las autoridades de la UNESUM, sobre la conveniencia de implementar sistemas de tratamiento
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para residuales liquidos en este laboratorio, maxime teniendo en cuenta que la tendencia es al
incremento de los procesos biotecnoldgicos a desarrollar en esta instalacion.

En este analisis de impactos ambientales no se han tenido en cuenta atn los impactos al medio
por la actividad biotecnologica, que son los dafios que esta actividad a desarrollar en el
laboratorio puede causar, tanto, al medio fisico (suelo, agua, aire), como al ser humano, a otros
seres vivos y a la sociedad, no sélo en aspectos de salud, si no, también en aspectos econémicos;
lo cual requerird del establecimiento de un programa de seguridad biologica (conjunto de
medidas y normas preventivas, destinadas a mantener el control de factores de riesgo laborales
procedentes de agentes biologicos, fisicos o quimicos, logrando la prevencion de impactos
nocivos frente a riesgos propios de su actividad diaria) que es el objetivo principal del presente
estudio.

Resultados de la encuesta
Los resultados de la aplicacion de la encuesta, se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Respuestas a las preguntas de la encuesta aplicada a los funcionarios y trabajadores del
laboratorio de biotecnologia de la UNESUM.

Pregunta Si No No sé Total % si % no % no sé
1 10 6 - 16 62.50 37.50 0.00
2 7 6 3 16 43.75 37.50 18.75
3 4 3 9 16 25.00 18.75 56.25
4 4 4 8 16 25.00 25.00 50.00
5 2 14 - 16 12.50 87.50 0.00
6 14 - 2 16 87.50 0.00 12.50
7 12 4 - 16 75.00 25.00 0.00
8 7 9 - 16 43.75 56.25 0.00
9 16 - - 16 100.00 0.00 0.00
10 16 - - 16 100.00 0.00 0.00

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados de la pregunta No. 1 del cuestionario muestran que aunque el 62.5% de los
encuestados identifican correctamente los factores que dificultan la gestion ambiental en la
Universidad Estatal del Sur de Manabi, un 32.5 no reconoce que existan dificultades en la gestion
ambiental, lo que denota desconocimiento en materia ambiental o el temor a declarar aspectos
negativos que afectan el quehacer de la institucion. En la Figura 1, se muestran los principales
factores sefialados por los encuestados que reconocen dificultades en la gestion medioambiental
de la UNESUM.
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Figura 1. Principales factores que dificultan la gestion ambiental en la UNESUM.
Factores sefialados

1. Falta de planificacion en la construccion de los edificios en la UNESUM y carencia de los
estudios de impacto medioambiental correspondientes.

2. Poca participacion del departamento de areas verdes y de la Carrera Ambiental en la

planificacion constructiva.

Insuficiente conocimiento ambiental en la UNESUM.

Falta de profesionales con altos conocimientos en materia medioambiental.

La componente ambiental no se tiene en cuenta en la UNESUM.

Inexistencia de planes de manejo ambiental en la UNESUM.

NSV REw

Insuficientes recursos econdomicos en funcion de la gestion ambiental.

Con respecto a las respuestas brindadas por los encuestados al referirse a la pregunta No. 2, s6lo
siete de ellos (43.7%) identifican adecuadamente los impactos ambientales presentes en la zona
donde se ubica el laboratorio; seis, plantean la no existencia de afectaciones ambientales y; tres,
desconocen el tema o eludieron responder sobre el mismo. Para este caso, se manifiesta
igualmente el desconocimiento existente en cuanto a materia medioambiental o la falta de
compromiso, con este aspecto tan sensible, por parte del 56.3% de los encuestados. Los impactos
reconocidos por los que respondieron “Si” a esta pregunta, coinciden con los resultados obtenidos
por al autor y un grupo de especialistas en el levantamiento que se realiz6 de la zona estudiada.
Los impactos reconocidos por los encuestados se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Impactos ambientales sefialados por los trabajadores y funcionarios encuestados.

Impactos ambientales sefialados

1. Afectaciones al medio provocadas por el vertido de productos quimicos y bioldgicos.
2. Migracidn de especies animales nativas de la zona (aves y reptiles).

3. Perdida en el lugar de especies de plantas tipicas de la zona como Cordia alliodora y
Cedrela odorata (deforestacion).

4. Contaminacion por mal manejo de residuos so6lidos.
Afectaciones paisajisticas.

6. Contaminacién por polvo y lodo (cuando llueve) por la no pavimentacion de las vias de
acceso y la no reforestacion de la zona.

7. Severa erosion de los suelos.

En la pregunta No. 3, el 66.6% de los trabajadores directamente vinculados al laboratorio (25%
del total de encuestados), conocen el tipo y cantidad de volumen de residuos que genera esta
instalacion. De estos resultados se infiere que la implementacion de un plan de manejo de
residuos y la capacitacion en materia medioambiental resulta indispensable para el correcto
desempeiio del laboratorio, sin que ocurran afectaciones al medio y a las personas, en general.

En la respuesta a la pregunta No. 4, los cuatro trabajadores directamente vinculados a los
procesos que se desarrollan en el laboratorio de biotecnologia, manifiestan conocer posibles usos
para los residuos que se generan en esta instalacion.

El 87.5% de las personas encuestadas manifiestan en sus respuestas a la pregunta No. 5 del
cuestionario, que el personal que se vincula al laboratorio de biotecnologia no se encuentra
debidamente capacitado en materia medioambiental, y mucho menos en la tematica
correspondiente a bioseguridad. La respuesta a esta pregunta coincide con lo registrado en la
pregunta No. 1, donde varios de los factores sefialados como aspectos que dificultan la gestion
ambiental en la UNESUM, estan directamente relacionados con la deficiente cultura ambiental
existente en el lugar.
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Los beneficios que un programa de bioseguridad puede aportar para conservar la salud de los
trabajadores del laboratorio de biotecnologia de la UNESUM, asi como la calidad ambiental de la
zona donde se ubica el mismo, es reconocida por el 87.5% de los encuestados en sus respuestas a
la pregunta No. 6 del cuestionario, aspecto muy significativo, a pesar de la insuficiente cultura
ambiental existente entre el personal que se vincula de una forma u otra al quehacer de esta
instalacion en la UNESUM.

El 75% de los encuestados manifiestan en sus respuestas a la pregunta No. 7 del cuestionario que
un deficiente manejo de los procesos biotecnologicos en el laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM, afectara sensiblemente a la calidad ambiental del entorno y, a la salud de las personas
donde se encuentra ubicado el mismo, motivado fundamentalmente a los tipos de procesos y a las
sustancias que en este tipo de instalacion se utilizan. EI 25% de los encuestados no creen que esta
instalacion pueda afectar ni al medio fisico, ni a las personas.

Solo el 43.7% de los encuestados manifiestan en sus respuestas a la pregunta No. 8 del
cuestionario, conocer como lograr la rehabilitacion de la zona donde se ubica el LB de la
UNESUM, y de hecho proponen acciones dirigidas a este fin. El 56.3% de los encuestados
restantes, reportan no saber como mitigar el deterioro ambiental presente en la zona estudiada y
de hecho coinciden con sus respuestas a la pregunta No.2 donde no reconocen deterioro
ambiental en dicha zona. Las acciones propuestas se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Propuestas para rehabilitar la zona de estudio por parte de los encuestados.

Propuestas para rehabilitar la zona Encuestados que lo
proponen
Reforestar el area con las especies nativas de la zona 7
Implementar un programa de bioseguridad para el funcionamiento del 7
laboratorio
Aplicar planes de manejo ambiental en la UNESUM 6
Implementar sistemas de tratamiento de residuales para los residuos que se 7

generan en el laboratorio especialmente los residuos liquidos

Reciclar o reutilizar los residuos que sean factibles para ello 5
Ejecutar programas de educacion ambiental en la UNESUM 6
Pavimentar las vias de acceso e implementar areas verdes en la zona para 7

controlar la erosion de los suelos

Fuente: Elaboracién propia

El 100% de los encuestados, coinciden en sefialar en sus respuestas a las preguntas No. 9 y No.
10 del cuestionario, que con la puesta en marcha del laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM, mejorara la calidad de vida de los pobladores de la zona, a partir de la produccién
masiva de vitroplantas como producto de los procesos biotecnoldgicos que alli se desarrollan, asi,
como coinciden en sefialar la importancia de implementar un programa de educacién ambiental
dirigido a los trabajadores del laboratorio de biotecnologia, igualmente al resto de la comunidad
universitaria de la UNESUM, para elevar la cultura ambiental y lograr el reconocimiento de las
ventajas que para la referida universidad, trae contar con este tipo de instalacién
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Propuesta de un programa de bioseguridad

Como resultado principal de la investigacion se propone un programa de bioseguridad para
mitigar el riesgo bioldgico que a la salud humana y al medio fisico, en general puede generar el
laboratorio de biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de Manabi, ubicada en la ciudad de
Jipijapa, canton Jipijapa, provincia de Manabi.

Programa de bioseguridad
Introduccion

La seguridad bioldgica o bioseguridad es la aplicacion del conocimiento, las técnicas y el
equipamiento para prevenir la exposicion del personal, el laboratorio y el medio ambiente a
agentes potencialmente infecciosos o biopeligrosos. El riesgo biologico puede producirse en los
laboratorios donde se trabaja con microorganismos, con cultivos celulares o se experimenta con
animales, también existe este riesgo bioldgico cuando se efectuan actividades médicas y
paramédicas con seres humanos.

La bioseguridad define las condiciones de contencidn, bajo las cuales los agentes infecciosos se
pueden manipular con seguridad. El objetivo de la contencidn es confinar los peligros biologicos
y reducir la exposicion, de las personas que trabajan en el laboratorio, las personas que estan
fuera del laboratorio y el medio ambiente a agentes infecciosos en potencia.

La contencion se puede llevar a cabo mediante los siguientes medios:

Contencién Primaria: proteccion del personal y del ambiente del laboratorio, mediante la
utilizacion de buenas técnicas microbioldgicas (practica en el laboratorio), y el uso de equipos de
seguridad apropiados.

Contencién Secundaria: proteccion del ambiente exterior al laboratorio de la exposicion a
materiales infecciosos, mediante la combinacion de:

— el disefio de las instalaciones y
— los hébitos de trabajo seguros.

Se puede hacer una combinacién de habitos de trabajo seguros, equipos de contencion y un
disefio especial del laboratorio para conseguir diferentes niveles de contencion fisica.

De forma general existen cuatro niveles de bioseguridad, cada uno de los cuales definen la
contencion necesaria para proteger al personal y al medio ambiente:

Nivel de Bioseguridad 1 (NB-1): es el menos restrictivo de todos. Es aquel que corresponde a
las actividades desarrolladas en un laboratorio bdsico, por personal adiestrado en los
procedimientos que se ejecutan en él.

Nivel de Bioseguridad 2 (NB-2): es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en un
laboratorio basico, por personal adiestrado en el manejo de agentes de riesgo moderado para el
personal y el ambiente.

Nivel de Bioseguridad 3 (NB-3): es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en el
laboratorio de contencion. El personal debe contar con adiestramiento especifico para el manejo
de agentes de alto riesgo.



198

Nivel de Bioseguridad 4 (NB-4): es aquel que corresponde a las actividades desarrolladas en el
laboratorio de contenciéon maxima. El personal debe estar especifica y acuciosamente adiestrado
en el manejo de agentes extremadamente de alto riesgo o ajenos a la flora habitual del pais.

Criterios preventivos basicos

Los criterios fundamentales a tener en cuenta para el presente plan de bioseguridad son los
siguientes:

— Identificacion de los riesgos y evaluacion de los mismos, determinando la indole, el grado y
la duracién de la exposicion de los trabajadores.

— Sustitucion de los agentes bioldgicos peligrosos por otros que no lo sean, o lo sean en
menor grado.

— Implementacion de planes de medidas para lograr la reduccion de riesgos

— Reducir al minimo posible el nimero de trabajadores expuestos a un agente bioldgico
patogeno.

— Establecer procedimientos de trabajo y medidas técnicas adecuadas de proteccion, de
gestion de residuos, de manipulacion y transporte de agentes bioldgicos en el lugar de
trabajo y de planes de emergencia frente a los accidentes que incluyan agentes bioldgicos.

— Adopcion de medidas seguras para la recepcion, manipulacion y transporte de los agentes
bioldgicos y residuos, incluyendo los recipientes seguros e identificables.

— Adopcién de medidas de proteccidon colectiva o, en su defecto, de proteccion individual,
cuando la exposicioén no pueda evitarse por otros medios.

— Utilizacion de medidas de higiene que eviten o dificulten la dispersion del agente bioldgico,
fuera del lugar de trabajo. Existencia de servicios sanitarios apropiados, en los que se
incluyan productos para lavarse los 0jos y/o antisépticos para lavarse la piel.

— Utilizacion de la sefial de peligro biologico y otras sefiales de aviso pertinentes, asi, como
lograr acreditacion del laboratorio, seglin las normas nacionales e internacionales vigentes,
mostrando el sello correspondiente.

= 2los ,{;;:/
> =
< P ™\ P
-~ ( —
L \ 2 -
Ler = = >
oz =Y ;' .Y'J
Establecimiento

Acreditsdo

— Verificacion, cuando sea necesaria y técnicamente posible, de la presencia de los agentes
biologicos utilizados en el trabajo fuera del confinamiento fisico primario.

— Formacion e informacion a los trabajadores y/o a sus representantes en relacion con: los
riesgos potenciales para la salud, las disposiciones en materia de seguridad e higiene, la
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utilizacion de los equipos de proteccion, las medidas que se han de adoptar en caso de
incidente y para su prevencion.

— Establecimiento de un control sanitario previo y continuado.
Proposito del programa de bioseguridad

Lograr que en el laboratorio de biotecnologia de la UNESUM, se cumpla con el manejo correcto
de residuos solidos, con las normas de bioseguridad vigentes y con el sistema de vigilancia del
riesgo bioldgico adecuadamente implementados, tanto para el laboratorio como para el resto de
las instalaciones de la UNESUM.

Objetivo general

Asegurar el cumplimiento adecuado de las normas y procedimientos de manejo de residuos,
bioseguridad, control y prevencion de las infecciones y de la contaminacién ambiental en el
desempefio de los procesos biotecnologicos, mediante un plan de acciones dirigidas a la
bioseguridad, de un programa de capacitacion medioambiental, y del seguimiento, monitoreo y
evaluacion periodica de la efectividad del programa de bioseguridad que se propone.

Objetivos especificos

— Gestionar y conocer las normas nacionales e institucionales de manejo de residuos
solidos, residuos liquidos y de bioseguridad.

— Aplicar de manera permanente las normas de manejo de residuos sélidos, y liquidos y de
bioseguridad en todos los procesos del laboratorio de biotecnologia de la UNESUM.

— Asegurar, a través del control permanente el cumplimiento de las normas establecidas,
obteniendo mayor calidad en la ejecucion de los procesos.

— Implementar un programa de educacion continua para la capacitacion sobre manejo de
residuos, bioseguridad y mitigacién de impactos ambientales.

— Sensibilizar al personal del laboratorio, sobre la necesidad de denuncia obligatoria de
accidentes laborales.

— Promover en el personal del laboratorio, el uso correcto de las barreras de proteccion.

— Informar a la comunidad universitaria, y a la poblacién en general, acerca del manejo
adecuado de residuos y de normas de bioseguridad, a través de personal del laboratorio
como replicadores de la norma.

Alcance del programa de bioseguridad

El programa propuesto comprende acciones dirigidas, tanto a la mitigacion de los impactos
presentes en la zona, a la eliminacion del riesgo bioldgico y sus posibles efectos sobre las
personas y el medio fisico, asi, como a la educacion ambiental de los trabajadores y funcionarios
de la UNESUM vinculados directa e indirectamente a las labores del laboratorio de
biotecnologia, al resto de la comunidad universitaria y a la poblacion de la ciudad de Jipijapa, en
su contexto. Para lograr la maxima eficiencia en la implementacion del programa de bioseguridad
propuesto, resulta necesaria la participacion directa de las autoridades universitarias, de los
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trabajadores del laboratorio y de todo el personal que radica en el area de influencia del
laboratorio.

Costo de implementacion

Para lograr un sistema eficiente de control y manejo de los residuos solidos y liquidos, asi, como
del riesgo bioldgico en el laboratorio de biotecnologia de la UNESUM vy su area de influencia,
deberan disenarse e implementarse diversos planes de acciones durante un periodo de 2 a 4 afos.
Cada programa esta dirigido a un fin determinado y su costo aproximado se presenta en la Tabla
7.

Tabla 7. Costo indicativo y alcance del programa de bioseguridad propuesto para el laboratorio
de biotecnologia de la UNESUM.

Alcance del sistema Rubros Costo indicativo
1.- Mitigacion del impacto ambiental Trabajadores del laboratorio de
presente: biotecnologia, Carrera de Ingenieria 440.000. 00 USD

Medioambiental de la  UNESUM,
— Plan para el manejo de los residuos Direccion de Salud del canton Jipijapa,
solidos y liquidos en el laboratorio. Autoridades de la UNESUM.

— Programa de bioseguridad para la
mitigacion del riesgo biologico en el
laboratorio y su entorno.

— Construccién del sistema de
alcantarillado en el laboratorio.

— Construcciéon de un sistema de
tratamiento para las aguas residuales
generadas en el laboratorio.

2.- Educacion ambiental del personal Carrera de Ingenieria Medioambiental de la

vinculado a las actividades del laboratorio UNESUM, Autoridades de la UNESUM. 60.000 USD
de biotecnologia, y, a la comunidad

universitaria de la UNESUM en general.

Costo total 500.000.00 USD

Fuente: Elaboracion propia
Acciones generales

Como parte del programa para evitar los efectos contaminantes y el riesgo bioldgico del
laboratorio de biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de Manabi, el presente programa
propone un grupo de acciones o actividades de obligatoria implementacion en estas instalaciones.
Dentro de las mismas se cuentan:
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Delimitar y sefializar las zonas de trabajo dentro y fuera del laboratorio.

No comer, beber o fumar en el laboratorio. Bajo ninglin concepto se guardaran alimentos o
bebidas en refrigeradores del laboratorio.

Extremar la higiene personal, lavandose las manos, antes y después de cada tarea.

En caso de que un trabajador presentara heridas en las manos, cubrir las heridas cutdneas con
guantes.

No emplear anillos, pulseras, etc.

La manipulacion de cualquier muestra, se efectuara siempre con guantes y con gafas o
pantallas anti salpicaduras.

Toda muestra se transportara siempre en recipiente con tapa ajustable y cierre correcto que
impida la salida de fluidos.

Todas las tareas deben realizarse cuidadosamente para evitar la formacion de gotas y
aerosoles. Utilizar cabinas de seguridad biologica (clases I y II) en procedimientos de
homogeneizacion y mezcla vigorosa.

En el caso de que durante una operacion de centrifugacion se produjese la ruptura de los
tubos en el interior del equipo, se esperard al menos 5 minutos para abrir la tapa del mismo.
Posteriormente, se desinfectard equipos, materiales y superficies de trabajo con un producto
de efectividad contrastada.

Desechar de ser usadas, las jeringas y agujas de un solo uso, en contenedores especiales
(indeformables, no perforables, sin fisuras para evitar derrames) sin ser encapsuladas después
de la utilizacion.

Todo material de desecho o residuo biologico, debe ser sometido a un programa de gestion
de residuos.

Actividades para el control

Para prevenir y/o mitigar las afectaciones al medio o a los seres humanos, se implementaran tres
niveles de medidas:

1. Medidas de control administrativas.
2. Medidas de control ambientales.

3. Proteccion personal.

1.- Medidas de control administrativas para evitar los riesgos bioldgicos

v" Controlar la exposicion.

— Establecimiento de procedimientos de trabajo adecuados, para evitar o minimizar
el contacto con agentes biologicos.



202

v" Evaluaciéon médica.

— Pre empleo.

— Examen médico ocupacional. Examen médico especificos a los trabajadores
expuestos a los contaminantes bioldgicos.

— Inmunizaciones

v' Cada trabajador debe recibir instruccion apropiada, para cada categoria de trabajo.

— Recomendaciones de medidas para el control de la contaminacion y del riesgo
bioldgico

— Cronograma y presupuesto (por ejemplo, costos de materiales y personal)

— Difundir entre los trabajadores el programa de bioseguridad e higiene para el uso,
manejo, transporte almacenamiento y desecho de materiales contaminados por

agentes patdgenos, que en especial deberd contener lasmedidas preventivas de
desinfeccion, esterilizacion y limpieza del equipo e instrumental utilizado.

2. Medidas de control ambientales

Reducir la contaminacion de agentes infecciosos.

La implantacion de medidas de limpieza y desinfeccion, de mantenimiento de equipos e
instalaciones y de gestion de los residuos generados.

Utilizar ropa de trabajo adecuada (batas de laboratorio, protectores de calzado, gorros,
gafas de ser necesarias, guantes, tapabocas, etc., de color verde o blanco).

Tener abundante agua a disposicion de los trabajadores.

Implementar sistemas de tratamientos para los residuales liquidos y planes de manejo para
los residuos so6lidos que genera el laboratorio.

Reutilizar o reciclar siempre que sea posible los residuos sélidos que se generen.

3. Medidas de proteccion personal

El elemento més importante para mantener un ambiente de trabajo seguro, es adquirir
unos buenos habitos de trabajo microbioldgico y de laboratorio, y en la utilizacion de las
técnicas.

Todos los que trabajan con agentes infecciosos, o con materiales posiblemente infectados,
deben ser conscientes de los riesgos posibles.

Todos los trabajadores deben estar entrenados en las practicas y técnicas que se requieren
para la manipulacion de dichos materiales.



203

Normas para la utilizacion segura del laboratorio bioldgico

— Cualquier persona que entre al laboratorio, debe entender los riesgos biologicos y
otros riesgos con los que se pueden encontrar durante su trabajo normal en el mismo y
estar entrenados en las precauciones de seguridad y procedimientos apropiados.

— Se debe preparar y colocar en un lugar visible un manual de bioseguridad en el
laboratorio, que contendrd un plan de respuesta ante emergencias. El personal del
laboratorio debera conocer, entender y seguir los hdbitos y procedimientos
establecidos.

— El laboratorio debe estar pulcro, ordenado y limpio, y se debe minimizar el
almacenamiento de materiales innecesarios para el trabajo.

— Todo el personal debe llevar perfectamente abrochada la ropa de proteccion de
laboratorio (batas, delantales), incluyendo a los visitantes, y a cualquiera que entre al
laboratorio.

— Laropa protectora del laboratorio no debe llevarse en otras areas fuera del laboratorio.

— Debe llevarse calzado apropiado, cerrado y de suela antideslizante en todas las areas
del laboratorio.

— Se debe utilizar guantes, para realizar cualquier procedimiento en el que la piel pueda
entrar en contacto con material bioldégico o con sustancias quimicas peligrosas.

— No se debe usar joyas en el laboratorio. Antes de ponerse los guantes, se deben quitar
los anillos y demas joyas que se lleven en las manos.

— Los guantes deben quitarse cuidadosamente y descontaminarse junto con el resto de
residuos del laboratorio antes de tirarlos.

— Los guantes reutilizables (aislantes, resistentes a las sustancias quimicas), s6lo deben
utilizarse en caso necesario y deben descontaminarse adecuadamente.

— Se deben lavar las manos después de quitarse los guantes, antes de salir del
laboratorio y siempre después de manejar materiales que se sabe o se sospecha que
son contaminantes.

— Se debe llevar proteccion en la cara y ojos (gafas protectoras, escudos para la cara u
otros dispositivos protectores) cuando sea necesario proteger la cara y los ojos de
salpicaduras, impacto de objetos, sustancias nocivas, luz UV u otras radiaciones.

— No se permite comer, beber, fumar, almacenar comida, efectos personales o utensilios,
aplicar cosméticos ni poner o quitar lentes de contacto, en ninglin area del laboratorio.

— En este tipo de laboratorio estd terminantemente prohibido pipetear sustancias con la
boca. Debe utilizarse cualquiera de los utensilios mecéanicos para pipetear. Si es
posible, se debe efectuar el pipeteado de sustancias biopeligrosas y fluidos tdxicos en
una cabina de bioseguridad. Si se pipetea en la bancada del laboratorio, se debe
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utilizar papel absorbente sobre la bancada. Para la actividad de pipetear utiliza
siempre las siguientes precauciones:

— Utilizar SIEMPRE pipetas taponadas con algodon cuando trabajes con liquidos
biopeligrosos o toxicos.

— No preparar NUNCA ninguna mezcla biopeligrosa mediante succion y expulsion
con pipeta.

— Los materiales biopeligrosos no se deben descargar a la fuerza de las pipetas.
Utiliza pipetas dispensadoras, en lugar de las que requieren soplado para su
descarga.

— No descargues materiales biopeligrosos desde la pipeta al recipiente a distancia.
Cuando sea posible, deja que la pipeta se descargue sobre la pared del recipiente.

— Las pipetas reutilizables contaminadas depositalas horizontalmente en una bandeja
que contenga suficiente liquido desinfectante para cubrirlas.

— Antes de lavar estas pipetas para reutilizarlas, esterilizalas en el autoclave junto
con la bandeja.

— Tirar las pipetas Pasteur contaminadas en un contenedor para utensilios punzantes
de tamafio adecuado.

Cuando se trabaja dentro de una cabina de bioseguridad, se debe tener dentro de ella,
todas las bandejas y recipientes para utensilios punzantes contaminados durante su
utilizacion.

Los lentes de contacto se pueden llevar solamente cuando no sea posible utilizar otra
forma de correccion adecuada.

El cabello largo debe llevarse sujeto.

Las superficies de trabajo deben estar limpias y descontaminarse con un desinfectante
adecuado al final de la sesion, y siempre que se haya producido un derrame de materiales
potencialmente peligrosos.

Cualquier procedimiento técnico, debe realizarse de tal forma, que se minimice la
formacion de aerosoles.

Todos los materiales, liquidos o solidos, contaminados o infecciosos, deben
descontaminarse antes de reutilizarlos o desecharlos. El exterior de los recipientes que
contengan los materiales contaminados que tengan que llevarse al autoclave, o ser
incinerados, lejos del laboratorio, debe descontaminarse quimicamente o colocar el
recipiente dentro de otro recipiente.

El acceso a los laboratorios debe estar estrictamente limitado. Los nifios menores de 16
anos no deben entrar en el area del laboratorio.

Las mujeres embarazadas y las personas inmunodeprimidas que trabajen, o entren, en el
laboratorio deben estar informadas de los riesgos asociados.
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— Se deben utilizar senales de precaucion indicando el nivel de riesgo de los agentes que se
utilizan en el exterior de cada laboratorio.

— Cuando los agentes infecciosos que se utilizan en el laboratorio requieren una proteccion
especial antes de entrar, se debe incluir informacion especifica de las mismas en las
sefiales.

— Debera existir un listado con el agente patogeno, el nombre del profesor responsable del
laboratorio y otra(s) persona(s) responsable(s), asi, como de cualquier condicidon especial
para entrar (Nivel de accedo autorizado).

— La utilizacion de agujas, jeringas y otros objetos punzantes debe estar limitada de forma
estricta. Las agujas y jeringas, deben usarse solamente para aspiracion de fluidos en
animales de laboratorio y frascos con diafragma.

—  Se deben extremar las precauciones cuando se utilizan agujas y jeringas, para evitar la
auto inoculacion y la generacion de aerosoles durante su utilizacion y desechado. Los
procedimientos se deben realizar en campanas de seguridad bioldgica.

—  No se debe doblar o romper las agujas. Inmediatamente después de su uso, no se deben
volver a colocar en la funda o protector, sino, en un contenedor a prueba de pinchazos y
descontaminarse, preferiblemente por incineracion o en autoclave, antes de desecharlas.

—  Todos los derrames, accidentes y roturas del sellado de los recipientes, o potenciales
exposiciones, se deben informar por escrito al responsable del laboratorio o,
alternativamente, actuar lo mas rapidamente posible que permitan las circunstancias.

Control y monitoreo de la implementacion del programa

Es fundamental que este laboratorio de biotecnologia cuente con una politica integral de
seguridad, un manual de seguridad y programas de apoyo para su aplicaciéon. La
responsabilidad de todo ello, incumbe normalmente al Rector o al Vicerrector General de la
UNESUM, los que podran delegar ciertas funciones en un funcionario de bioseguridad o en
otros especialistas apropiados.

La seguridad de laboratorio incumbe asimismo a todos los supervisores y trabajadores del
laboratorio; cada trabajador deberd ser responsable de su propia seguridad y de la de sus
colegas. Se espera que los empleados lleven a cabo su trabajo en condiciones de seguridad y
comuniquen a sus superiores cualesquiera actos, condiciones o incidentes que atenten contra
la seguridad. Resulta conveniente que personal interno o externo realice evaluaciones
periddicas de la seguridad.

Siempre que sea posible, se designard un funcionario de bioseguridad, cuya mision consistird
en cerciorarse de que en todo el laboratorio se apliquen los planes y programas de
bioseguridad. Este funcionario desempefiara esas funciones en nombre del Rector o del
funcionario designado para atender el laboratorio. En el caso de la UNESUM, el funcionario
de bioseguridad puede ser un microbiélogo o un técnico, miembro del personal, que se
encargue a tiempo parcial de las funciones de seguridad. Sea, cual sea, el grado de
participacion en las labores de bioseguridad, la persona designada deberd poseer la
competencia profesional necesaria para sugerir, revisar y aprobar actividades concretas que
sigan los procedimientos apropiados de contencion biologica y bioseguridad.
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El funcionario de bioseguridad aplicara las normas, los reglamentos y las directrices nacionales e
internacionales pertinentes, ademas de ayudar al laboratorio a elaborar procedimientos
normalizados de operacion. La persona designada debera tener formacion técnica en
microbiologia y bioquimica, asi, como en ciencias fisicas y bioldgicas bdsicas. También es
conveniente que tenga conocimiento de las practicas de laboratorio y de la seguridad en esos
entornos, incluido el equipo de contencion, asi, como de los principios de construccion técnica
relacionados con el disefio, el funcionamiento y el mantenimiento de las instalaciones. También
debe tener capacidad para comunicarse de manera eficaz con el personal administrativo, técnico y
de apoyo.

Entre las actividades del funcionario de bioseguridad figuran las siguientes:

1.

10.

11.

12.

Atender consultas sobre proteccion biologica, bioseguridad y cumplimiento de las
condiciones técnicas.

Realizar auditorias internas periddicas en materia de bioseguridad, en particular de los
métodos, procedimientos y protocolos técnicos, los agentes biologicos, el material y el
equipo.

Examinar las infracciones de los protocolos o los procedimientos de bioseguridad, con las
personas apropiadas.

Verificar que todo el personal haya recibido la capacitacion apropiada en materia de
bioseguridad.

Impartir formacioén continua en materia de bioseguridad.

Investigar incidentes que entrafen la posible fuga de material potencialmente infeccioso o
toxico, y comunicar los resultados y las recomendaciones al director del laboratorio y al
comité de bioseguridad.

Coordinar con el personal médico, la atencién a posibles infecciones adquiridas en el
laboratorio.

Asegurar una descontaminacion apropiada, tras los derrames u otros incidentes con
materiales infecciosos.

Garantizar la correcta manipulacion y eliminacion de los desechos.

Velar por una descontaminacion apropiada de cualquier aparato, antes de su reparacion o
revision.

Conocer las actitudes de la comunidad universitaria y de la comunidad en general, en
relacion con consideraciones sanitarias y ambientales.

Establecer procedimientos apropiados para la importacion y exportacion de material
patogeno por el laboratorio, de acuerdo con la reglamentacion nacional.
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13. Revisar los aspectos de bioseguridad de todos los planes, protocolos y procedimientos de
operacion para el trabajo de investigacion con agentes infecciosos, antes de la puesta en
practica de esas actividades.

14. Instituir un sistema para hacer frente a las emergencias.
Comité de bioseguridad

Debe constituirse un comité de bioseguridad, encargado de formular las politicas y elaborar los
codigos de practicas de la institucion, en materia de bioseguridad. Ese comité, también examinara
los protocolos de investigacion para los diversos procesos a implementarse en el laboratorio.
Otras funciones del comité pueden ser la evaluacion de riesgos, la formulacién de nuevas
politicas de seguridad y la solucién de controversias sobre cuestiones relativas a la seguridad.

La composicion del comité de bioseguridad, debe reflejar las distintas esferas ocupacionales de la
organizacion, asi, como su experiencia cientifica. La composicién de un comité de bioseguridad
basico puede incluir a los siguientes especialistas:

1. Funcionario(s) de bioseguridad.

2. Personal cientifico de la UNESUM.

3. Personal médico.

4. Veterinarios (si se llegara a trabajar con animales).

5. Representantes del personal técnico del laboratorio.

6. El director o un representante de la direccion del laboratorio.

El comité de bioseguridad, debe recurrir al asesoramiento de distintos especialistas en seguridad
y funcionarios de otros departamentos (proteccion radioldgica, seguridad industrial, prevencion
de incendios, etc.). A veces, puede ser necesario solicitar asesoramiento a expertos
independientes en distintos campos afines, asi, como a las autoridades locales, y a los organismos
nacionales de reglamentacién. Los miembros de la comunidad, también pueden ser de ayuda si se
trata de protocolos particularmente polémicos o delicados.

Reglas de seguridad para el personal de apoyo

El buen funcionamiento y la seguridad de un laboratorio de biotecnologia dependen en gran
medida del personal auxiliar, por lo que es indispensable que ese personal esté correctamente
capacitado en materia de seguridad.

Mecanicos y personal de mantenimiento del edificio: este personal, dedicado al mantenimiento
y reparacion de la estructura, las instalaciones y el equipamiento, debe tener algunos
conocimientos sobre el tipo de trabajo que se realiza en el laboratorio, asi como de las normas y
los procedimientos en materia de seguridad bioldgica. Las pruebas a las que hay que someter el
equipo después de las revisiones, asi, como la verificacion de la eficiencia de las camaras de
seguridad bioldgica (CSB), tras la instalacion de nuevos filtros, debe ser realizada por el
funcionario de bioseguridad o efectuarse bajo la supervision de éste.
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Los laboratorios o instituciones que no cuenten con servicios técnicos de mantenimiento internos,
deben entablar buenas relaciones con los proveedores locales de servicios para que se
familiaricen con el equipo y el trabajo que se hace en el laboratorio.

Los mecénicos del personal de mantenimiento, solamente deben acceder a los laboratorios con la
aprobacion y la supervision del funcionario de bioseguridad o del director del laboratorio.

Personal de limpieza: los laboratorios de los niveles de bioseguridad 3 y 4 deben ser limpiados
por el personal del laboratorio. Para el caso del laboratorio de biotecnologia de la UNESUM, que
cae dentro del nivel de bioseguridad 1, el personal de limpieza s6lo debe entrar en esas
instalaciones con la aprobacion y bajo la supervision del funcionario de bioseguridad o del
director del laboratorio.

Conclusiones

La construccion del laboratorio de biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de
Manabi, no conto con un estudio de impacto ambiental y, por consiguiente, no se diseiié e
implementd un plan de acciones para la mitigacion de los impactos que esta inversion
provocaria en la zona donde se encuentra ubicado. Igualmente, no se disefidé un plan de
manejo para los desechos solidos, un sistema de tratamiento para los residuales liquidos,
ni se previd la implementacion de un programa de seguridad biolégica acorde a las
actividades a desarrollar en una instalacion de este tipo, lo cual puede llegar a incrementar
el deterioro ambiental de esa zona y afectar la salud del personal vinculado a este
laboratorio.

La severa erosion de los suelos, el incremento del polvo, la deforestacion, la pérdida y
migracion de especies de la flora y la fauna endémicas de la zona y la acumulaciéon de
desechos solidos en el entorno, son las principales afectaciones ambientales presentes en
el area estudiada.

Como resultado a destacar de la encuesta aplicada a funcionarios y trabajadores directa e
indirectamente vinculados al quehacer del laboratorio de biotecnologia en la UNESUM,
se obtuvo un deficiente conocimiento en educacion ambiental, fundamentalmente en
materia de riesgo bioldgico y bioseguridad.

Como principal resultado de la investigacion se propone un programa de bioseguridad,
para eliminar o mitigar el riesgo bioldgico, y con ello contribuir decisivamente a la
calidad ambiental, y a la salud humana en el 4rea de influencia del laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM.

Recomendaciones

A partir de los resultados del presente trabajo se recomienda lo siguiente:

Presentar por parte de la direccion del laboratorio de biotecnologia al Honorable Consejo
Universitario de la UNESUM, el programa de bioseguridad desarrollado para su
aprobacién e implementacion.

Sugerir al Honorable Consejo Universitario de la UNESUM, la designacion del
funcionario de bioseguridad y la creacion del comité de bioseguridad, para facilitar la



209

implementacion y el control periddico de la eficiencia del programa de bioseguridad
propuesto.

— Realizar periédicamente monitoreos de los residuos generados por el laboratorio de
biotecnologia, asi, como a la calidad ambiental del area de influencia de dicha instalacion.
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Tema 13

Propuesta de una guia de manejo de desechos en el laboratorio de biotecnologia para la
determinacion del impacto ambiental

Carlos Castro P, Blanca Indacochea G

Todos somos ignorantes. Lo que ocurre es que no todos ignoramos las mismas cosas.

Albert Einstein

Resumen

El problema identificado en el laboratorio de Biotecnologia de la UNESUM es que no cuenta
con una gestion integral de residuos, reactivos, hormonas vegetales, desinfectantes y similares
por lo que se debe disenar e implementar buenas practicas de gestion orientadas a la prevencion
de los efectos perjudiciales que ocasionan estos residuos para la salud y el ambiente. El objetivo
de esta investigacion fue desarrollar una Propuesta de Guia para el manejo de desechos en el
laboratorio de Biotecnologia de la UNESUM para determinacion de su Impacto Ambiental. La
metodologia que se implementd fue sacar linea base del laboratorio, aplicar matriz de Leopold
para identificar efectos que causan el mal manejo de los desechos al ambiente y desarrollar una
guia de manejo de los desechos para evitar contaminacion al ambiente y el posterior plan de
divulgacion de esta guia. Las muestras obtenidas (estadisticamente) sirvieron para determinar el
nimero de personas que trabajan en el laboratorio y que realizan précticas y/o investigaciones en
reproduccion in vitro y ex vitro de plantas. Las medidas propuestas son proponer al Director del
laboratorio un plan de capacitacion para las personas que laboran en laboratorio para mejorar el
manejo y eliminacion de desechos que se generan en el laboratorio. Los resultados de esta
Investigacién fueron tener Linea base de los desechos que se generan, conocer el Impacto
ambiental producido por los desechos; desarrollar guia de Manejo Ambiental para prevenir,
controlar, eliminar o mitigar los impactos negativos y maximizar los positivos y divulgar la guia
de Manejo Ambiental.

Palabras clave: Desechos, ambiente, capacitacion, guia.
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Summary

Proposal of a Waste Management Guide for the determination of the environmental impact
in the biotechnology laboratory

The problem identified in the UNESUM Biotechnology laboratory is that it does not have a
comprehensive management of waste, reagents, plant hormones, disinfectants and the like, so
good management practices should be designed and implemented to prevent harmful effects
caused by these residues for health and the environment. The objective of this research was to
develop a Guide Proposal for Waste Management in the Biotechnology Laboratory of UNESUM
and to determine its Environmental Impact. The methodology implemented was to draw
laboratory baseline, apply Leopold matrix to identify effects causing the mismanagement of
waste to the environment and to develop a waste management guide to avoid contamination to
the environment and the subsequent diffusion plan of this guide. The samples obtained
(statistically) were used to determine the number of people who work in the laboratory and who
carry out practices and/or researches on in vitro and ex vitro reproduction of plants. The proposed
measures are to propose to the Director of the Laboratory a training plan for those who work in
the laboratory to improve the handling and disposal of wastes generated in the laboratory. The
results of this research were to have baseline of the wastes that are generated, to know the
environmental Impact produced by the wastes; to develop an Environmental Management Guide
to prevent, control, eliminate or mitigate negative impacts and maximize the positive ones and
diffuse the Environmental Management Guide.

Keywords: Waste, environment, training, guide.
Introduccion

La propia complejidad de la biotecnologia, determina que la aproximacion a los problemas que
plantea su desarrollo y aplicacion debe realizarse sectorialmente, acotando lo que suponen tales
aplicaciones de coste y beneficio para cada sector industrial agrario, agroalimentario,
farmacéutico, quimico, de aplicacion medioambiental, energético y para cada proceso — seleccion
de un organismo; cultivo del mismo y en qué condiciones; bioprocesos industriales que originan
productos y desechos. En una situacion ideal, convendria empezar a hablar de aplicar el concepto
de bioseguridad al anélisis de casos concretos y especificos, una vez que se ha avanzado en la
formulacion de mecanismos de regulacion de corte general.

Los avances en los requisitos de seguridad son, a su vez, dependientes de la tradiciéon. En este
contexto, es evidente que la seguridad de los productos en el ambito de la industria farmacéutica
estd cubierta por una contrastada experiencia en la practica de ensayos de calidad, seguridad y
eficacia. El sector agroalimentario posee también una amplia tradicional respecto, pero con
criterios obviamente menos restrictivos y presenta, por lo tanto, mas margen para el debate social,
a la par que ofrece mayor terreno a la participacién de las organizaciones de consumidores. Por
ultimo, y no menos importante, el control del riesgo medioambiental es mas reciente en sus
practicas, lo que anade dificultades a su puesta en practica.

Es un hecho ya comunmente aceptado que la biotecnologia, y en particular la llamada "nueva"
biotecnologia, es una tecnologia emergente, horizontal, con la capacidad de revolucionar los
procesos productivos en cualquiera de los sectores econdémicos. La relacion entre el soporte
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cientifico y técnico que requiere la biotecnologia y sus usos y aplicaciones en los diversos
sectores econdmicos ha sido analizada y proyectada en modelos relacionales arboriformes.

Sin embargo, las grandes expectativas en que se mueve la biotecnologia tropiezan con un
contexto de debate y conflicto social y politico. En este contexto, las relaciones entre
biotecnologia y medio ambiente, con sus eventuales repercusiones en alteraciones de la
naturaleza y la salud humana, son particularmente conflictivas. Lo sindicados modelos
relacionales no han tenido en cuenta estos factores dialécticos, que condicionan el desarrollo de la
biotecnologia. (Muiioz s.f.)

Con las técnicas de la biotecnologia moderna, es posible producir mas rapidamente que antes,
nuevas variedades de plantas con caracteristicas mejoradas, produciendo en mayores cantidades,
con tolerancia a condiciones adversas, resistencia a herbicidas especificos, control de plagas,
cultivo durante todo el afio. Problemas de enfermedades y control de malezas ahora pueden ser
tratados genéticamente en vez de con quimicos. La ingenieria genética (proceso de transferir
ADN de un organismo a otro) aporta grandes beneficios a la agricultura a través de la
manipulacion genética de microorganismos, plantas y animales.

Desde una perspectiva ética, la evaluacion de las aplicaciones y usos de la investigacion
tecnologica y de su normativa debe tomar en cuenta los beneficios que aportan, los riesgos que
puedan involucrar, los derechos de las personas y el respeto a los seres vivos en su conjunto. La
acelerada produccion y la ampliacion del alcance de las innovaciones tecnoldgicas tanto en el
tiempo, por sus proyecciones sobre las generaciones futuras, como en el espacio, por sus efectos
sobre la biosfera en su conjunto, constituyen un nuevo imperativo de responsabilidad para
quienes intervienen en la toma de las decisiones que afectan a la sociedad

El plan para la gestion integral de residuos, reactivos, hormonas vegetales, desinfectantes y
similares debe enfocarse a disefiar e implementar buenas practicas de gestion orientadas a la
prevencion de los efectos perjudiciales para la salud y el ambiente por el inadecuado manejo de
los residuos al igual que al mejoramiento de la gestion.

Esta gestion comprende la totalidad de las acciones correspondientes a la generacion, separacion,
movimiento interno, almacenamiento intermedio y/o central, desactivacion, recoleccion,
transporte, tratamiento y/o disposicion final. (Betancur Pulgarin y Tamayo Arenas s.f.)

En el contexto actual de preocupacion por las consecuencias sanitarias y medioambientales de los
usos de la (moderna) biotecnologia, las regulaciones que rigen en el mundo para cumplir con el
concepto de bioseguridad en el desarrollo (industrial) de la biotecnologia son ricas y variadas.
Pretenden suministrar proteccion al trabajador y al medio ambiente, completando con este nuevo
enfoque, la proteccion que han merecido, de modo tradicional, los consumidores y usuarios.

La adopcion de las agrobiotecnologias se ha visto reflejada en el aumento de la productividad
agricola, la reduccion de costos y el mejoramiento de la conservacion y el manejo sustentable del
medio ambiente, asi como alimentos mds sanos. Sin embargo, el comercio de productos
desarrollados con nuevas herramientas biotecnoldgicas, como es el caso de los organismos vivos
modificados (OVM), ha dado origen a preocupaciones relacionadas no solo con la produccion,
sino también con la bioseguridad, la reglamentacion, el andlisis y manejo de riesgo, asi como la
propiedad intelectual y el desarrollo de capacidades. Se reconoce ampliamente, hoy por hoy, que
la biotecnologia podria constituirse en una importante alternativa para contribuir a la seguridad en
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la alimentacion, a la conservacion y aprovechamiento sostenible de la diversidad bioldgica, y la
proteccion de la salud humana.

Es viable esta investigacion porque se cuenta con todas las facilidades para obtener los datos del
Laboratorio como docente de la UNESUM también docente investigador en el Centro de
Transferencia y Desarrollo Tecnologico.

Objetivos
Objetivo general

Desarrollar una Propuesta de Guia para el manejo de desechos en el laboratorio de Biotecnologia
de la UNESUM para determinacion de su Impacto Ambiental.

Objetivos especificos

— Levantar la linea base de los desechos que se producen en el Laboratorio de biotecnologia
de la UNESUM.

— Evaluar el Impacto Ambiental, mediante la matriz de Leopold para conocer los tipos de
residuos que se generan y donde afectan principalmente en el entorno.

— Formular una guia de Manejo Ambiental que permita la prevencion, control, y mitigacion
de los impactos negativos y maximizacion de los positivos.

— Divulgar la guia de Manejo Ambiental de los desechos que se generan en el laboratorio de
Biotecnologia a la Universidad Estatal del Sur de Manabi.

Materiales y métodos

La investigacion se realizd en la ciudad de Jipijapa, en el laboratorio de biotecnologia de la
Universidad Estatal del Sur de Manabi UNESUM. Se realizé una propuesta de una guia que
diagnostique la situacion actual, sefiale los obstaculos existentes, identifique las necesidades,
establezca las prioridades para el desarrollo rural y la seguridad alimentaria y plantee las acciones
y los recursos necesarios para fomentar la aplicacion segura y sostenible de la biotecnologia
agropecuaria y forestal como alternativa frente a la globalizacién y competitividad de los
mercados de consumo.

Por esta razén se tomo en cuenta un abundante marco normativo internacional, con sistemas
regulatorios basados en la ciencia, que incide en estas nuevas agrobiotecnologias.

Se destacan el Protocolo de Cartagena sobre la Seguridad de la Biotecnologia (PCB), en vigencia
desde septiembre del 2003; los acuerdos en el marco de la Organizacion Mundial del Comercio,
tales como el Acuerdo sobre Medidas Sanitarias y Fitosanitarias y el Acuerdo sobre los Derechos
de Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio (ADPIC); las normas en el marco de la
Convencion Internacional para la Proteccion de Plantas (IPPC) y los principios y pautas que estan
surgiendo en el &mbito del Codex Alimentarius.

El laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur de Manabi UNESUM va a estar
destinada en primera instancia a la reproduccion de plantas horticolas, lefiosas y forestales. Dada
la importancia del sector agro alimentario en la economia local la biotecnologia comienza a ser
considerada una necesidad estratégica para el futuro economico del pais. La investigacion se
realizd desde septiembre del 2013 a febrero del 2014.
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Para el desarrollo del proyecto, se buscoé la informacion que a continuacion se detalla:
Capacitacion:

Para determinar si las personas que laboran en el laboratorio tiene la suficiente capacitacion para
estar en ese lugar desempenando actividades dentro del laboratorio.

Cuantificacion e identificacion de los desechos:

Para determinar qué tipo de desechos manejan y poder tomar medidas correctivas si fuera preciso
a la hora de eliminar sus residuos.

Sistema de inventarios:

Para determinar si el laboratorio cuenta con un inventario de los insumos y reactivos que posee
para realizar las labores de trabajo en reproduccion de plantas.

Métodos de tratamiento:

Para determinar si se le esta dando el tratamiento adecuado a los desechos o no y que dafio
pueden causar al ambiente y a los humanos.

Normativa:

Esto permitira si el laboratorio estd cumpliendo con la normativa nacional o internacional para su
funcionamiento segun su fin que es de reproduccion de plantas.

Materiales

La Investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Estatal del Sur
de Manabi ubicado en el canton Jipijapa, provincia de Manabi

Unievrso
Poblacion

La poblacion fueron los estudiantes de Ingenieria Agropecuaria y Forestal que tienene acceso al
laboratorio, los egresados — tesistas que estan desarrollando la Tesis de Grado y el personal que
trabaja en el laboratorio de planta y el Director del Departamento que suman un total de 49
personas.

Estudiantes de Ing. Agropecuaria 25
Estudiantes de Ing. Forestal 10
Egresados-Tesistas 5
Personal de trabajo 8
Directora del Laboratorio 1
TOTAL 49
Métodos

Tipo de investigacion

En este estudio de investigacion se emplearon los métodos: Hipotético Deductivo, Cuasi-
Experimental, Bibliografico, De Campo, Exploratorio, Descriptivo, Sintético y Propositivo.
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Hipotético deductivo: Se utilizd este método porque se partio de un caso en particular
planteando un problema a través de un proceso de induccion y mediante el razonamiento
deductivo se intentd validar la hipotesis.

Cuasi-experimental: Se aplico este método porque es una investigacion cualitativa y cuantitativa
y se trabajo con grupos ya formados en la Universidada Estatal del Sur de Manabi de la ciudad de
Jipijapa.

Bibliografico: Este método permitié conocer, comparar, ampliar y deducir teorias para la
fundamentacion del debate tedrico desarrollado con los resultados de la investigacion.

De campo: Fue fundamental para esta investigacion, ya que permitio un estudio sistematico al
tratamiento de las variables, garantizando efectividad en la investigacion con la aplicacion de

encuestas, entrevista y la observacion directa en el laboratorio de biotecnoilogia de la UNESUM.

Exploratorio: Permitié describir el escenario que se investigd, determinando el espacio de
acuerdo a la problematica.

Descriptivo: Permiti6 detallar o describir la tematica.

Sintético: Este método evidencié en la redaccion de las conclusiones de la investigacion
desarrollada.

Propositive: Permitié formular la propuesta como alternativa de solucion al problema planteado.

Todos estos métodos y técnicas se utilizaron bajo la debida organizacion y aplicacion, lo cual
permitid obtener resultados veraces en la presente investigacion.

Técnicas e instrumentos
Las técnicas que se utilizaron para la recopilacion de informacion fueron:
a. Entrevista al Jefe del laboratorio de Biotecnologia.
b. Encuestas a estudiantes y docentes de las carreras de Ingenieria Forestal, Ambiental y
Agropecuaria de la UNESUM que tienen acceso al laboratorio.
c. Matriz de Leopold

Disefio de investigacion

OE1l.- Levantar la linea base de los desechos que se producen en el Laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM.

Proceso de recopilacion de la informacion

Para la realizacion de las encuestas se contd con la autorizacion del Rector de la Universidad
Estatal del Sur de Manabi UNESUM vy del Coordinador del Laboratorio de Biotecnologia.
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Durante el proceso de recoleccion de la informacion se trabajo con el soporte en los andlisis de
los datos obtenidos de los instrumentos de investigacion, informacién que es muy variable. En el
caso de las encuestas a los estudiantes, se realizaron en forma andénima para que tuvieran libertad
y certeza para responder con la verdad en cada una de las preguntas.

Procesamiento de la informacion
Este proceso de investigacion se la realizo de la siguiente manera:

Codificacion de la informacion
Tabulacion de la informacion
Recuento de la informacion
Clasificacion de la informacion
Ordenamiento de la informacion
Tablas y cuadros de la informacion

OE2.- Evaluacion del Impacto Ambiental, mediante la matriz de Leopold para conocer los
tipos de residuos que se generan y donde afectan principalmente en el entorno.

La matriz de Leopold es un método de identificacion de impactos, en las columnas presenta las
acciones resultantes de una actividad productiva y en las filas los componentes del medio y sus
caracteristicas. Cada accion debe ser considerada sobre cada uno de los componentes del entorno
de manera de detectar su interaccion, es decir los impactos.

Cada accion se evalia en términos de la magnitud del efecto sobre las caracteristicas y
condiciones medioambientales que figuran en el eje vertical. Se coloca una barra diagonal (/) en
cada casilla donde se espera una interaccion significativa. Las casillas marcadas son evaluadas
colocando un numero entre 1 y 10 en la esquina superior izquierda para indicar la magnitud
relativa de los efectos (1 representa la menor magnitud, y 10 la mayor), con un signo + si el
impacto es positivo y un signo — si es negativo. Asimismo, se coloca un numero entre 1y 10 en la
esquina inferior derecha para indicar la importancia de los efectos.

Para la valoracion de magnitud y de importancia en cada interaccion se emplean los siguientes
criterios:
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Tabla 1. Criterios para la valoracion de la magnitud en la Matriz de Leopold.

Magnitud

Calificacion Intensidad Afectacion
1 Baja Baja

2 Baja Media
3 Baja Alta

4 Media Baja

5 Media Media
6 Media Alta

7 Alta Baja

8 Alta Media
9 Alta Alta
10 Muy Alta Alta

Fuente: Fernandez-Vitoria CV (1997) Guia Metodolégica para la Evaluacion del Impacto
Ambiental. Mundi Prensa, 3era. ed. Madrid, Espaia.

Tabla 2. Criterios para la valoracion de la importancia en la Matriz de Leopold.

Importancia
Calificacion Intensidad Afectacion
1 Temporal Puntual
2 Media Puntual
3 Permanente Puntual
4 Temporal Local
5 Media Local
6 Permanente Local
7 Temporal Regional
8 Media Regional
9 Permanente Regional
10 Permanente Regional

Fuente: Fernandez-Vitoria CV (1997) Guia Metodolégica para la Evaluacion del Impacto
Ambiental. Mundi Prensa, 3era. ed. Madrid, Espaia.

El valor de la sumatoria del producto de la magnitud e importancia de cada interaccion, tanto en
filas como en columnas, da como resultado la agregacion de impactos, la cual indica cudles son
las actividades mas perjudiciales o beneficiosas para el ambiente, y cudles son las variables
ambientales mas afectadas tanto positiva como negativamente.

Para determinar la calificacion ambiental, de acuerdo al valor numérico total obtenido, se aplica
la formula:
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Ca=\| (A/N) |

Donde:

Ca= Calificacion ambiental

A= Agregacion de impactos
N= Numero de interacciones

El resultado es comparado con la siguiente tabla:

Tabla 3. Rangos de valor para determinar la calificacion ambiental de los impactos

Rangos de valor para determinar la calificacion ambiental de los

impactos

Rangos Significado
0a25 Bajo o Compatible
2,6a5,5 Moderado
5,6a7,5 Severo

7,6a10 Critico

Fuente: pulgar-vidal (2012).

Matriz de Importancia.

Una vez identificados los factores ambientales mas afectados, ya sea positiva o negativamente, y
las actividades mas desfavorables y mas ventajosas dentro de la cadena de produccion de
derivados lacteos, se procede a caracterizar la importancia de los impactos a través de esta matriz.

La importancia del impacto se mide en funcidn, tanto del grado de incidencia o intensidad de la
alteracion producida, como de la caracterizacion del efecto, que responde a su vez a una serie de
atributos de tipo cualitativo tales como extension, tipo de efecto plazo de manifestacion,
persistencia, reversibilidad, recuperabilidad, sinergia, acumulacion y periodicidad.

A continuacion se describen los atributos de los impactos:
Naturaleza. Los impactos pueden ser beneficiosos o perjudiciales.

Efecto. El impacto de una accion sobre el medio puede ser “directo”, es decir impactar en forma
directa, o “indirecto” si se produce como consecuencia del efecto primario el que, por tanto,
devendria en causal de segundo orden.

Magnitud/Intensidad. Representa la incidencia de la accidon causal sobre el factor impactado en
el 4rea en la que se produce el efecto.

Extension. A veces la incidencia del impacto estd circunscrita; en otros casos se extiende
disminuyendo sus efectos hasta que los mismos no son medibles. En algunos casos sus efectos
pueden manifestarse mas alla del area del proyecto y de la zona de localizacion del mismo.

El impacto puede ser localizado (puntual) o extenderse en todo el entorno del proyecto o
actividad (se lo considera total).
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Momento. Se refiere al tiempo transcurrido entre la accién y la aparicion del impacto. La
prediccion del momento de aparicion del impacto, serd mejor cuanto menor sea el plazo de
aparicion del efecto. Ademas, la prediccion es importante en razon de las medidas de correccion
de los impactos que deban realizarse.

Persistencia. Se refiere al tiempo que el efecto se manifiesta hasta que se retorne a la situacion
inicial en forma natural o a través de medidas correctoras.

Reversibilidad. La persistencia y la reversibilidad son independientes. Este atributo esta referido
a la posibilidad de recuperacion del componente del medio o factor afectado por una determinada
accion. Se considera tnicamente aquella recuperacion realizada en forma natural después de que
la accion ha finalizado. Cuando un efecto es reversible, después de transcurrido el tiempo de
permanencia, el factor retornard a la condicion inicial.

Recuperabilidad. Mide la posibilidad de recuperar (total o parcialmente) las condiciones de
calidad ambiental iniciales como consecuencia de la aplicacion de medidas correctoras.

Sinergia. Se refiere a que el efecto global de dos o mas efectos simples es mayor a la suma de
ellos, es decir a cuando los efectos actiian en forma independiente.

Acumulacion. Se refiere al aumento del efecto cuando persiste la causa.
Periodicidad. Este atributo hace referencia al ritmo de aparicion del impacto.

Para determinar la importancia de los impactos se valora cada atributo en funcion de los
siguientes criterios (6).

Tabla 4. Criterios para determinar la importancia de los impactos ambientales.

Naturaleza Positivo (+)
Negativo )
Efecto Efecto secundario

Efecto directo

Baja

Media baja

Magnitud / intesidad Media alta

Alta

Muy alta

Total

Impacto puntual

Extension Impacto parcial

Impacto extenso

Impacto total

Inmediato

Momento Corto plazo (menos de 1 afio)
Mediano plazo (1 a 5 afios)
Largo plazo (més de 5 afios)

—

N

Fugaz

Temporal (entre 1 y 10 afios)
Persistencia Permanente (duracion mayor a 10 afios)

Corto plazo (menos de 1 afio)
Reversibilidad Mediano plazo (1 a 5 afios)

Irreversible (mas del0 afios)
Si la recuperacion puede ser total e
inmediata

= RN =R = =N ORI =R ]|WIN [~
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Recuperabilidad

Si la recuperacion puede ser total a
mediano plazo

(mitigacion)

Si la recuperacion puede ser parcial

Si es irrecuperable

Sinergia

Si la accién no es sinérgica sobre un factor

Si se presenta un sinergismo moderado

Si es altamente sinérgico

Acumulacion

No existen efectos acumulativos

Existen efectos acumulativos

Periodicidad

Si los efectos son continuos

Si los efectos son perioddicos

NSRS N el N S e o]

Si los efectos son discontinuos

1

Fuente: Fernandez-Vitoria CV (1997) Guia Metodoldgica para la Evaluacion del Impacto Ambiental. Mundi Prensa,

3era. ed. Madrid, Espaia.

Jerarquizacion de los impactos ambientales.
La jerarquizacion se fundamenta en los resultados derivados de las matrices de Leopold.

Los resultados de la agregacion de impactos de la Matriz de Leopold deben der ordenados desde
el mas negativo hasta el mas positivo, priorizando de este modo los impactos mas desfavorables

que requieren mayor e inmediata atencion.

De todo este analisis resulta la estructuracion de los Programas que van a conformar el Plan de
Manejo Ambiental para El laboratorio de Biotecnologia de la UNESUM.

Matriz de calificacion de leopold para impactos ambientales

Componente

Factor

Acciones seleccionadas

1 2 3 4

Flora

Bosque secundarios

Cultivos

Pastizales

Manglares

Humedales y lagunas

Biotico

Fauna

Habitad

Aves

Mamiferos

Reptiles

Especies acuaticas

Suelo

Erosion

Prodt. Del suelo

Estruct del suelo

Forma relieve

Estabilidad taludes

Usos de suelo

Fisico Agua

Caudales

Calidad del agua

Nivel freatico

Aguas subterraneas

Aire

Emision de gases

Emision sélidos

Ruidos

Paisaje

Recur paisajisticos

Empleo/ingreso
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Poblacion Acent humano
Migracion
Areas productivas
Uso del suelo Prodt/produccion

Valor de la tierra
Fracc de la tierra

Socio Demandas  bienes y
€ConomiCo | Infraestructura servicios
s Accesibilidad
Const e infraestruct
Economia Tribuutacion

Actividad economicas
Aceptacion social

Nivel de vida

Accidente / seguridad
Humanos Salud/enfermedad
Cultural Vestigios arqueologi

OE3.- Formular una guia de Manejo Ambiental que permita la prevencion, control, y
mitigacion de los impactos negativos y maximizacion de los positivos.

Se realizé la formulaciéon de un Plan de Manejo Ambiental PMA porque este constituye el
principal instrumento para la gestion ambiental, en la medida en que retne el conjunto de
criterios, estrategias, acciones y programas necesarios para prevenir, mitigar y compensar los
impactos negativos y potencializar los positivos y porque existe una relacion de correspondencia
entre los impactos ambientales y las medidas incluidas en el PMA; el alcance de la medida esta
en relacion con la magnitud e importancia del impacto ambiental.

Ademas porque las medidas de manejo ambiental, son todas aquellas acciones orientadas a
prevenir, mitigar, corregir o compensar los impactos ambientales generados por el desarrollo de
una actividad, es decir, atentan o eliminan el valor final del impacto ambiental, y/o eliminan o
controlan los procesos desencadenados por el mismo. Las medidas de manejo ambiental, se
formularon para las etapas de construccion y operacion y/o funcionamiento del laboratorio de
Biotecnologia, dependiendo del impacto ambiental, se establecieron medidas de: prevencion,
mitigacion, correccion y compensacion.

OE4.- Divulgar la guia de Manejo Ambiental de los desechos que se generan en el
laboratorio de Biotecnologia ala Universidad Estatal del Sur de Manabi.

La Divulgaciéon de la guia de Manejo Ambiental se debe realizar porque actualmente la
problematica ambiental se ha convertido en una de las principales preocupaciones para el hombre
moderno ya que afecta a todos por igual. A pesar de la preocupacion, no todos reconocen qué
hacer y como hacer para mejorar la calidad ambiental y muchos continian manifestando una
actitud hostil e irresponsable ante el manejo de los recursos naturales de toda indole.

La proteccion del medio ambiente y la concepcion del desarrollo sostenible, que implican un tipo
de desarrollo en todos los campos productivos y sociales que satisfaga las necesidades basicas de
la actual generacion humana, sin poner en peligro las posibilidades de las sociedades venideras,
requieren de voluntades, decisiones y puesta en practica de acciones politicas, econdomicas,
cientificas y educativas, entre otras.
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Es necesario que las personas que laboran en el laboratorio de Biotecnologia o lo utilizan
frecuentemente reciban una ensefianza y, fundamentalmente, una educacion ambiental, que forme
y desarrolle una personalidad que les permita realizar una manifestacion practica de la politica,
el desarrollo cientifico, técnico, econdmico y social, para que tengan en cuenta la proteccion del
medio ambiente.

Resultados esperados

Linea base de los desechos que se generan en el laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM.

Impacto ambiental producido por los desechos que se generan en el laboratorio de
biotecnologia de la UNESUM.

Guia de Manejo Ambiental que permita prevenir, controlar, eliminar o mitigar los
impactos negativos y maximizar los positivos.

Guia de Manejo Ambiental divulgada de los desechos que se generan en el laboratorio de
Biotecnologia a la Universidad Estatal del Sur de Manabi.

Conclusiones

La linea base de los desechos que se producen en el Laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM indica que el laboratorio estd funcionando desde octubre del 2011 y se inicid
con siembra de tejidos de especies forestales y agricolas; las areas que tiene el laboratorio
son Invernadero, area de cuarentena, drea de limpieza de material vegetal, bodega o
almacén de reactivos y cristaleria, laboratorio, area de preparaciéon de medios, almacén de
medios, cuarto de siembra, area de crecimiento, area de microscopio, sala de recepcion,
sala de proyeccion y las oficinas don estas ubicados los cubiculos de los investigadores
que laboran en el laboratorio. Estd dotado con equipos para la siembra de explante,
esterilizacion de reactivos y material en general, ademds cuenta con instrumentos de
precision para el pesaje de los reactivos.

Los docentes y estudiantes realizan practicas de laboratorio y trabajos de investigacion en
el area de biotecnologia vegetal de las carreras de Ingenieria Agropecuaria, Forestal y
Ambiente. La capacidad instalada actual es para 6 estudiantes por grupo para docencia y
dos para investigacion. Actualmente el laboratorio cuenta con 2.000 plantas forestales,
frutales y de café¢ en el invernadero que sirven para la capacitacion integral y plantas
donadores de explante para la micro propagacion. Ahora se estd trabajando en dos
parcelas agroforestales y un huerto clonal con cinco parcelas de plantas de Cordia
alliodora reproducidas por estaquillas y de diferentes procedencias.

El 100 % de los profesionales en formacion indican que si realizan actividades practicas
en el laboratorio de Biotecnologia de la UNESUM, el 31 % indicaron Manejo de
materiales y equipos de laboratorio, el 51 % coincidieron que en todas las areas hay
personal capacitado, el 51 % indicaron que cada 21 dias realizan practicas, el 51 %
menciona que realizan la aplicacion de reactivos, el 71 % indicaron que los lavados de
reactivos e insumos son llevados a una poza que estd ubicada a un costado del vivero a
cielo abierto, el 31 % manifestaron que los reactivos que mas utilizan son las hormonas,
al 51 % coincidieron que el tipo de material vegetal que usan son las varetas, el 57 %
indicaron que realizan reproduccion de plantas invitro y exvitro y el 63 % indica que si
usan proteccion adecuada en el laboratorio.
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Los egresados indican que el 100 % realizan actividades investigativas en el laboratorio,
el 80% dijo reproduccion de plantas exvitro, el 80 % manifestaron que en todas las areas
existe personal capacitado, el 60 % manifestaron cada realizan cada 14 dias actividades
investigativas, el 60 % indico que realizan aplicacion de reactivos, el 60 % indica que el
agua utilizada en labores lavado de materiales, equipos y herramientas va al suelo a una
poza hecha a cielo abierto cerca del invernadero, el 80 % indicaron que el reactivo que
mas usan son las hormonas vegetales, el 60 % manifiesta que usa rizomas en los trabajos,
el 60 % manifestaron que usan reproduccion de plantas exvitro y el 80 % manifestaron
que si poseen proteccion adecuada.

El 100 % de las personas que laboran en el laboratorio de biotecnologia indicaron que este
sirve para que los estudiantes y egresados realicen trabajos de investigacion, al 25 %
indican que las actividades que se realizan son manejo de materiales y equipos de
laboratorio, reproduccion de plantas invitro y reproduccion de plantas exvitro, el 50 %
indicaron en todas las areas hay personal capacitado, el 50 % indicaron cada 21 dias se
realizan actividades de investigacion, el 38 % indicaron que hacen aplicacion de reactivos
y el 37 % dosificacion de reactivos, el 63 % indicaron que no se le hace ningin
tratamiento a los residuos obtenidos por el desecho y lavado de insumos y reactivos
quimicos, el 25 % indicaron que lo que mas usan son las hormonas, el 80 % indican que
usan varetas, el 63 % manifestaron Reproduccion de plantas invitro y exvitro, el 75 %
manifestaron que si tienen proteccion adecuada.

Al evaluar el impacto ambiental con la matriz de Leopold para conocer los tipos de
residuos que se generan y afectan al entorno se identifico que las afectaciones se
presentaron en el medio biologico, su componente flora y su parametro estructura y
composiciones debido a que cierta cantidad de insumos que se utilizan en el laboratorio
son eliminados a campo abierto, son liberados en el suelo a un costado del invernadero
que posee el laboratorio. Otro medio afectado es el fisico en su componente agua y su
parametro toxicidad debido a que parte de los insumos que se utilizan y son desechados
van directamente a la tuberia de aguas servidas de la ciudad de Jipijapa. También en el
componente suelo y su parametro fertilidad debido a que el laboratorio esta construido en
una zona alta y a medida que se acumula los insumos en la poza a cielo abierto que tiene y
el suelo a través del arrastre del agua en el periodo lluvioso puede llegar a afectar en la
parte baja que da directamente al rio Jipijapa y contaminar sus aguas.

En la formulacion de la guia que permita la prevencion, control, y mitigacion de los
impactos negativos y maximizacion de los positivos, se considerd principalmente las
normas de bioseguridad que se deben considerar en el laboratorio de biotecnologia de la
UNESUM, Identificacion de las medidas en caso de emergencia por accidentes dentro del
laboratorio y estableciendo fichas técnicas para la prevencion y mitigacion de impactos
ambientales causados por mala eliminacion de residuos generados en el laboratorio y se
tomd en consideracion las fases de reproduccién de plantas como son la Fase O:
Preparacion de la Planta Madre; la Fase 1: Desinfeccion del Material Vegetal; la Fase 2:
Introduccién del material in vitro; la Fase 3: Multiplicacion de los brotes; la Fase 4:
Eleccion de un medio de enraizamiento de los explantos y la Fase 5: Aclimatacion de los
explantos enraizados.

En la divulgacion de la guia de Manejo Ambiental de los desechos que se generan en el
laboratorio de Biotecnologia a la Universidad Estatal del Sur de Manabi, se considero
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una matriz donde se considera el Objetivo Especifico, contenido, las partes involucradas
capacitador y capacitando, el tiempo de duracion, la metodologia, los recursos utilizados
y la evaluacion de cada una de las capacitaciones para determinar el grado de aprendizaje
que tiene las personas que asisten a las capacitaciones de la guia de manejo ambiental de
los desechos que se generan en el laboratorio.

Recomendaciones

— Se debe considerar que la totalidad de los trabajadores posean equipos de proteccion
adecuados para realizar las actividades de investigacion dentro del laboratorio, ya que lo
que mas realizan son reproduccion de plantas utilizando técnicas invitro y exvitro y
usando hormonas vegetales para la reproduccion de plantas.

— Es necesario realizar una evacuacion de las aguas residuales previo un tratamiento para
evitar que estas contamine el ambiente especialmente el suelo.

— Es importante que se realicen capacitaciones permanentes para que todo el personal del
laboratorio esté capacitado en bioseguridad y evitar accidentes por mal uso o
manipulacion de materiales, equipos, insumos o reactivos en la produccion de plantas de
manera invitro o exvitro.

— Se debe realizar una evaluacion permanente del personal asignado al laboratorio para
determinar el indice de conocimiento que posee en manejo de insumos, reactivos y/o
manipulacion de materiales y equipos de laboratorio para la multiplicacién invitro y
exvitro de plantas
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