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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion radica en mejorar la viabilidad y el desarrollo
de los explantes, lo cual es crucial para la propagacion eficiente del platano (Musa
AAB) cv. Harton Barraganete, aumentando la producciéon de plantulas sanas,
reduciendo costos y mejorando la calidad del cultivo. El principal propésito de la
investigacion es determinar la disminucion de la fenolizacion de explantes in vitro
de Platano (Musa AAB) con diferentes antioxidantes en la etapa de induccién bajo
condiciones de laboratorio. El estudio de las variables propuestas es: evaluar la
fenolizacion con diferentes antioxidantes, establecer el efecto de estos sobre el
desarrollo de los explantes, identificar la concentracién 6ptima de cada antioxidante
y analizar la tasa de supervivencia de los explantes centrifugados. El proceso a
evaluar consiste en aplicar varios antioxidantes a los explantes en diferentes
concentraciones, monitorear su desarrollo y fenolizacion; y analizar los datos para
identificar las condiciones Optimas que minimicen la fenolizacién y maximicen la
supervivencia de los explantes.

Los resultados del estudio indican que el Acido Ascorbico (AA) es el antioxidante
mas efectivo para reducir la fenolizacién en explantes de platano en todas las
etapas del experimento, manteniendo consistentemente las medias mas bajas de
fenoles a lo largo de los nueve dias. En contraste, el Carbén Activado (CA) vy el
testigo absoluto con siembra directa (TA-SD) mostraron ser los tratamientos menos
efectivos, con niveles de fenolizacién significativamente mas altos.

Estos hallazgos sugieren que el uso de Acido Ascérbico como antioxidante podria
ser una estrategia viable para minimizar los efectos negativos de la fenolizacion en
cultivos in vitro de platano, lo que puede mejorar las tasas de éxito en la
micropropagacion de este cultivo. Sin embargo, la efectividad de otros
antioxidantes como EDTA y T-AD, aunque mejor que la de CAy TA-SD, no alcanzo
los niveles de inhibicién logrados por el AA. Por lo tanto, se recomienda la
implementacién del Acido Ascérbico en protocolos de micropropagacion de

platano, especialmente en las etapas iniciales del cultivo.

Palabras clave: Antioxidantes, explantes, fenolizacion, platano (Musa AAB), tasa

de supervivencia.
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ABSTRACT

The present research work lies in improving the viability and development of
explants, which is crucial for the efficient propagation of banana (Musa AAB) cv.
Harton Barraganete, increasing the production of healthy seedlings, reducing costs
and improving crop quality. The main purpose of the research is to determine the
decrease in phenolization of in vitro explants of Banana (Musa AAB) with different
antioxidants in the induction stage under laboratory conditions. The study of the
proposed variables is: to evaluate phenolyzation with different antioxidants, to
establish the effect of these on the development of the explants, to identify the
optimal concentration of each antioxidant and to analyze the survival rate of the
centrifuged explants. The process to be evaluated consists of applying several
antioxidants to the explants in different concentrations, monitoring their
development and phenolization; and analyze the data to identify optimal conditions
that minimize phenolization and maximize explant survival.

The results of the study indicate that Ascorbic Acid (AA) is the most effective
antioxidant for reducing phenolyzation in banana explants at all stages of the
experiment, consistently maintaining the lowest phenol means throughout the nine
days. In contrast, Activated Charcoal (AC) and absolute control with direct seeding
(TA-SD) were shown to be the least effective treatments, with significantly higher
phenolyzation levels.

These findings suggest that the use of Ascorbic Acid as an antioxidant could be a
viable strategy to minimize the negative effects of phenolization in banana in vitro
cultures, which may improve success rates in micropropagation of this culture.
However, the effectiveness of other antioxidants such as EDTA and T-AD, although
better than that of CA and TA-SD, did not reach the levels of inhibition achieved by
AA. Therefore, the implementation of Ascorbic Acid in banana micropropagation

protocols is recommended, especially in the initial stages of cultivation.

Keywords: Antioxidants, explants, phenolization, plantain (Musa AAB), survival

rate.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Contextualizacién de la situacién problematica

1.1.1. Contexto Internacional

El platano (Musa AAB), es considerado como uno de los cultivos mas
importantes a nivel mundial, ocupando asi el cuarto lugar en relevancia después
del arroz, el trigo y el maiz, se cultiva ampliamente tanto en las regiones tropicales
como en las zonas templadas y es valorado por su sabor, su valor nutritivo y su
disponibilidad durante todo el aflo, compone una fuente crucial de alimentos en las
areas rurales de la mayoria de los paises tropicales y subtropicales (Castellon et
al. 2017).

1.1.2. Contexto Nacional

El platano es de gran importancia socioeconémica en Ecuador, ya que es un
elemento esencial en la dieta diaria de la poblacién rural y forma una parte
fundamental de la oferta alimentaria para todos los ecuatorianos, se considera un
pilar tanto para la economia como para la seguridad alimentaria del pais (Alvarez y
Macias 2023). El platano es reconocido como un producto ecuatoriano y uno de los
alimentos basicos en la dieta de la poblacion, especialmente en Manabi, esta

provincia lidera la produccion nacional (Alvarez et al. 2020).

1.1.3. Contexto Local

En la provincia de Los Rios, la produccién anual de platano representa un
35,79% de la produccion nacional de este cultivo y la principal zona de produccion
de esta musacea es conocida como el triangulo platanero, que abarca las
provincias de Manabi, Santo Domingo y Los Rios, con 52 612, 14 249 y 13 376

hectareas, respectivamente (Paz y Pesantez 2013).

El cultivo in vitro de células y tejidos ofrece una alternativa valiosa para la
produccion de compuestos activos provenientes de plantas, entre las principales
ventajas del cultivo in vitro en comparacién con el cultivo convencional de plantas,
se destacan la capacidad de obtener metabolitos secundarios utiles bajo

condiciones controladas, sin depender de factores ambientales biéticos como la

1



interacciobn con patdgenos, ni de factores abidticos como la sequia, la luz

ultravioleta y las temperaturas extremas (Pérez y Jiménez 2011).

La fenolizacion se refiere a la oxidacion de compuestos fendlicos que son
liberados por las células dafiadas durante el corte y las extremidades cortadas se
oscurecen rapidamente, los productos de esta oxidacion son toxicos para el resto
del explante y se difunden en el medio de cultivo llegando asi a oscurecerlo (Aguirre
et al. 2016).

Un antioxidante es una sustancia que, incluso en bajas concentraciones, retrasa,
previene o incluso anula significativamente la oxidacién de otra sustancia por la
accion de los radicales libres, al neutralizar los radicales libres, los antioxidantes
evitan el deterioro de otras sustancias esenciales para el correcto funcionamiento
bioquimico del organismo y entre estas sustancias antioxidantes se encuentran los

compuestos fendlicos (Abarca y Vera 2019).
1.2. Planteamiento del problema

La oxidacion de compuestos fendlicos en cultivos in vitro es catalizada por la
enzima polifenol oxidasa (PPO), la cual produce quinonas, compuestos quimicos
altamente reactivos que pueden llegar a causar dafio celular e incluso la muerte.
Monzon-Ostorga (2005) sefiala que los compuestos fendlicos son exudados por las
heridas del tejido hacia el medio, donde son atrapados por el gelificante y se
acumulan, formando un area negra alrededor del explante y provocando la

inhibicion del crecimiento (Azofeifa 2009).

Uno de los principales problemas biolégicos en el cultivo de meristemos de
platano durante las primeras etapas es la oxidacion, este fendmeno provoca el
oscurecimiento de los apices meristematicos y del medio de cultivo, debido a la
presencia de radicales libres en el entorno y a la liberacion de fenoles por parte de
los &pices, que se vuelven toxicos para si mismos (Reyes 2001). La mayor pérdida
de apices meristematicos o explantes se debe a la presencia de fenoles y a su
inactividad durante cada proceso de desinfeccién (Lima et al. 2023).

La fenolizacion en los explantes in vitro de platano (Musa AAB) representa un

desafio crucial que compromete la viabilidad y regeneracion de las plantas durante



la etapa de induccion. La oxidacion de compuestos fendlicos, que se liberan debido
al dafo celular durante el corte, provoca el oscurecimiento del tejido y del medio de
cultivo, resultando téxico para el explante. Este fendmeno limita la eficiencia de la
micropropagacion, disminuyendo la tasa de multiplicacién y la calidad de las

plantulas producidas.
1.3. Justificacion

La investigacion propuesta, que se enfoca en la evaluacion de distintos
antioxidantes para la disminucion de la fenolizacion, la cual se vuelve esencial para
mejorar el cultivo in vitro de explantes de platano. La fenolizacion, originada por la
oxidacion de compuestos fendlicos en los explantes, representa un gran desafio
considerable que impacta la salud y capacidad regenerativa del tejido. Al identificar
antioxidantes mas efectivos permitira implementar practicas que contrarresten

estos efectos negativos, mejorando asi la calidad y supervivencia de los explantes.

Desde una perspectiva practica, este estudio tiene el potencial de hacer que la
produccion de platano sea mas sostenible y eficiente, lo cual es crucial para
numerosas economias locales. Al mejorar las técnicas de cultivo, no solo se
beneficiara a los agricultores al aumentar la produccion de plantas y poder reducir
las pérdidas, sino que también se garantizara un suministro constante y saludable
de plantas de platanos, que una vez cultivados, pueden llegar asi a fortalecer la
seguridad alimentaria en regiones tropicales y subtropicales donde este alimento
es muy esencial. Por lo tanto, los resultados de esta investigacion no solo
impulsaran el avance cientifico en la biotecnologia vegetal, sino que también
tendrdn un impacto directo positivo en la economia y el bienestar de las
comunidades que dependen del cultivo de platano.

La relevancia de esta investigacion va mas alla de los beneficios inmediatos para
la produccion de platanos. La optimizacién de las practicas de cultivo in vitro y la
reduccion de la fenolizacién pueden tener implicaciones significativas en términos
de conservacion de recursos naturales y biodiversidad. Al mejorar la eficiencia de
la produccién de platanos, se reduce la presion sobre los ecosistemas naturales al
disminuir la necesidad de expandir las areas de cultivo y evitar la sobreexplotacion

de los recursos. Ademas, al fomentar practicas agricolas mas sostenibles, este



estudio puede contribuir a la preservacion de la diversidad genética de las
variedades de platanos y promover un uso mas responsable de los recursos
naturales, lo que beneficia tanto al medio ambiente como a las comunidades

humanas que dependen de estos recursos.
1.4. Objetivos de investigacion
1.4.1. Objetivo general

Determinar la disminucién de la fenolizacién de explantes in vitro de Platano
(Musa AAB) con diferentes antioxidantes en la etapa de induccién bajo condiciones

de laboratorio.
1.4.2. Objetivos especificos

o Evaluar la fenolizacién y tasa de supervivencia en explantes de platano en

la etapa de induccion.

o Identificar los antioxidantes para minimizar la fenolizacion de los explantes
de platano.
o Establecer el efecto de los antioxidantes sobre el desarrollo de los explantes

en la etapa de induccion.

1.5. Hipbtesis

HO: Los diferentes antioxidantes utilizados en la etapa de induccion no
disminuyen la fenolizacion de explantes in vitro de platano.
H1: Los diferentes antioxidantes utilizados en la etapa de induccion al menos 1

tratamiento disminuye la fenolizacion de explantes in vitro de platano.



CAPITULO II.- MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La multiplicacion in vitro, junto con una cuidadosa seleccién del material en el
campo, posibilita conseguir una mayor cantidad de plantas con condiciones
fitosanitarias Optimas, la oxidacion de los explantes y la contaminacion durante la
fase inicial del cultivo son las principales razones de pérdida de material vegetal,
pero estas pueden controlarse efectivamente mediante una adecuada desinfeccion
y la reduccion de la oxidaciéon utilizando carbon activado u otros antioxidantes

(Echenique y Mamani 2021).

La adicidon de antioxidantes, aminoacidos y absorbentes a los medios de cultivo
es una estrategia que generalmente es empleada para controlar la fenolizacion en
tejidos vegetales cultivados in vitro, durante el periodo de estudio, se observd que
el acido citrico (a una concentracion de 150 ppm), el &cido ascorbico (a 150 ppm)
y la L-cisteina (a 10 ppm) demostraron individualmente su capacidad para controlar
la fenolizacion, mostrando indices bajos de este fenbmeno. En cuanto a las
combinaciones de estos componentes, se encontrd que la mezcla de acido citrico,
acido ascorbico y L-cisteina exhibio el indice de fenolizacion méas bajo y la menor
concentracion de fenoles (0,044 mg/mL), expresados como unidades de acido

galico equivalente (Botero y Lopez 2015).

2.2. Bases tedricas
2.2.1 Generalidades del platano

El platano es una de las primeras especies en ser propagadas vegetativamente,
es decir, a partir de tejidos vegetales que mantienen su capacidad de multiplicacion
y diferenciacion celular. Esto permite formar nuevos tallos y raices a partir de
cumulos celulares presentes en diversos 6rganos. El platano tiene su origen en
Asia meridional es una especie que llego a canarias en el siglo XV y desde alli fue
llevado a América en el afio 1516. El cultivo comercial se inicia en Canarias a finales
del siglo XIX y principios del siglo XX, es uno de los cultivos con mayor estimacion
en Latinoamérica y el Caribe (Alcivar y Cela 2021).



El platano es una planta monocotiledénea que pertenece a la familia de las
musaceas, a pesar de su apariencia arbdrea, en realidad es una planta herbacea
perenne de gran tamafio, su sistema radicular es superficial y estd compuesto por
raices secundarias en forma de cabellera, las cuales actian como soporte y anclaje
para la parte aérea de la planta, el tallo del platano es en realidad un rizoma que
crece dentro del suelo, y produce raices cortas y brotes llamados colinos o
puyones, a través de los cuales se reproduce la planta (Murcia 2014).

El platano (Musa paradisiaca sp. AAB, Simmonds) tiene una variedad de usos
culinarios, como la preparacion de sopas, harinas, fritos y precocidos, durante la
postcosecha, las caracteristicas fisicoquimicas son fundamentales para determinar
el estado de madurez adecuado para obtener una pasta destinada a la produccién
de pasabocas, para poder identificar este estado de madurez, se tomaron muestras
a intervalos diarios desde el momento de la cosecha hasta el séptimo dia para su

analisis (Quinceno et al. 2014).

2.2.2. Taxonomia del platano

Landazuri (2024) explica que, la clasificacion del platano hartén se detalla de la
siguiente forma:
¢ Reino: Plantae
e Divisidon: Magnoliophyta
e Clase: Liliopsida
e Orden: Zingiberales
e Familia: Musaceae
e Género: Musa
e Especie: Musa acuminata x M. balbisiana
e Grupo: AAB (Triploide)

e Nombre comun: Platano harton

2.2.3. Importancia del cultivo de platano

El platano, que pertenece al género Musa y a la familia de las musaceas, es una
planta frutal de enorme relevancia alimentaria, economica y cultural. Es

ampliamente cultivada en las zonas tropicales de todo el mundo, en términos de



consumo, el platano se sitia como el cuarto alimento mas consumido a nivel

mundial, precedido unicamente por el arroz, el trigo y el maiz (Ancasi et al. 2016).

El cultivo de platano en Ecuador ha representado histéricamente un sector
tradicional en la economia campesina, brindando sustento a pequefios
productores. Se caracteriza por su amplia dispersion geografica y su notable
relevancia socioecondmica, ya que desempefia un papel fundamental en la
seguridad alimentaria y en la generacién de empleo en la region (Silva et al. 2021).
En Ecuador, el cultivo de platano no solo es una fuente de empleo en diversas

regiones del pais, sino que también se ha convertido en un rubro de exportacion

significativo. Dada la relevancia de este cultivo, es fundamental proporcionar a
los agricultores herramientas confiables para gestionarlo de manera efectiva y
rentable, ademas de su impacto en la socioeconomia y la seguridad alimentaria, el
cultivo del platano fortalece el empleo tanto directo (a través de la mano de obra
fija) como indirecto (mediante la mano de obra ocasional y el valor agregado de

productos (Cederio et al. 2022).

EnlaFigura 1, se pueden observar racimos del platano y resulta esencial porque
ofrece una identificacion visual precisa de la variedad y el estado del fruto, lo cual
es fundamental para una correcta clasificacion y evaluacion detallada de su calidad.
Esta visualizacidbn no solo permite examinar las caracteristicas externas del
platano, sino que también facilita el descubrimiento de posibles defectos, indicios
de enfermedades y el nivel de maduracion. Estos aspectos son cruciales para
asegurar que el fruto cumpla con los estandares de calidad necesarios para su
consumo o procesamiento, y para aplicar las estrategias adecuadas en su manejo

y cultivo.



Figura 1. Importancia del cultivo de platano.

2.2.4. Impacto Agronémico y econdmico del platano.

El cultivo de platano es crucial para la economia de los agricultores en la zona
de estudio. En el pais, hay un total de 144 981 hectareas dedicadas al platano; de
estas, 86 712 hectareas se cultivan en monocultivo, mientras que 58 269 hectareas
estan combinadas con otros cultivos como cacao, café y maracuyé (Veliz y Bravo
2016).

Uno de los factores mas concluyentes para el éxito comercial del platano es la
seleccion y adquisicion de semillas o material vegetal en cantidad suficiente, con
alta calidad fisiolégica (vigor) y libre de plagas y enfermedades, lo cual implica una
ampliacion considerable en el costo inicial de la cosecha. El cultivo de banano
contribuye significativamente a la economia y la seguridad alimentaria del pais
mediante la creacion de empleos estables. Aunque no es el sector mas importante,
ha ganado relevancia en los ultimos afios debido al crecimiento significativo de sus
exportaciones, lo que ha traido prosperidad a los pequefios productores (Meza y
Alava 2024).



2.2.5. ¢, Qué son los explantes?

El explante es una parte de un tejido u érgano que se aisla de una planta. La
eleccion de un explante adecuado es el primer paso para establecer cultivos in vitro,
esta seleccion se realiza en funcién del objetivo del estudio y la especie vegetal
involucrada, si la eleccién del explante no limita el cultivo de tejidos en términos de
generacion de callos o brotes, se selecciona en base a la disponibilidad, facilidad
de manipulacion, homogeneidad y rapida respuesta in vitro. Los explantes pueden
obtenerse de plantas germinadas en invernadero, en campo o0 in vitro bajo

condiciones asépticas (Gamarra 2014).

El explante es el 6rgano, tejido o segmento de tejido vegetal que se utiliza para
iniciar el cultivo. Tedricamente, puede emplearse cualquier parte de la planta que
contenga células vivas, como los apices de raices o tallos, primordios de hojas,
partes inmaduras de flores, frutos inmaduros, érganos aislados, embriones
maduros o inmaduros, segmentos de tallo o hojas, ovarios, 6évulos, anteras y polen
(Sharry 2018).

2.2.6. ¢,Qué son los cultivos In vitro?

El cultivo in vitro de tejidos vegetales es una técnica que facilita la propagacién
clonal de especies que se reproducen vegetativamente o de variedades destinadas
a protocolos de transformacién genética, este método permite incrementar
rapidamente el nimero de individuos, siendo crucial en la produccion industrial de
plantulas. Ademas, posibilita el establecimiento de un banco de germoplasma para

propadsitos de conservacion (Indacochea 2017).

La biotecnologia clasica comenzé con el desarrollo y la aplicacion del cultivo de
tejidos vegetales in vitro, destinado a producir plantas libres de enfermedades
sistémicas. En el caso del platano, este proceso generalmente se realiza utilizando
meristemos apicales. Esto se debe a que las células meristematicas se multiplican
mas rapidamente que la velocidad de translocacion de virus, lo que permite obtener

plantas libres de ciertas enfermedades sistémicas (Osorio 2019).



En la Figura 2, se presenta de manera detallada la metodologia utilizada en el
manejo del cultivo in vitro de platano. La imagen revela el ambiente controlado en
el que se cultivan las plantas, subrayando aspectos esenciales como el tipo de
medio de cultivo, ya sea sélido o liquido, junto con su color y los nutrientes o aditivos
especificos que se incorporan para estimular el crecimiento. Ademas, se observa
el tipo de recipiente empleado, como frascos de vidrio o placas de Petri, y su
disposicion dentro del entorno de cultivo, que esta meticulosamente disefiado para

mantener las condiciones ideales de temperatura, humedad y luz.

Figura 2: Cultivo In vitro de Platano.
Fuente: FPS (2018)

2.2.7. Importancia de los cultivos In vitro.

Los cultivos vegetales in vitro proporcionan a la investigacion una variedad de
herramientas y técnicas que fortalecen estudios en diversos campos como la
agricultura, la salud, la biologia y la genética. Estos cultivos contribuyen al
conocimiento de la morfologia y el comportamiento bioquimico de las plantas, asi
como a la utilidad potencial de sus compuestos en los ambitos farmacologico y

médico. En las ultimas décadas, han adquirido un papel importante como un nuevo
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enfoque en la investigacion de tratamientos contra diversas enfermedades
(Alcantara et al. 2017).

Los sistemas de cultivo in vitro son fundamentales en el ambito de la
biotecnologia vegetal. Se ha observado que diversos factores, incluida la luz,
influyen en el desarrollo de los tejidos en condiciones de cultivo in vitro. Este método
constituye una herramienta valiosa para la propagacion y conservacion del acervo
genético, la obtencién de plantas axénicas y estructuras des diferenciadas, asi

como para la transformacion genética de plantas (Ruiz et al.2022).

2.2.8. Etapa de induccién en cultivos de platano in vitro.

En la micropropagacion de distintas variedades de platano, la concentracion
Optima de BAP puede variar considerablemente, logrando mejores resultados en la
induccion de yemas y formacion de brotes. Esta variabilidad se debe a las
diferencias genéticas entre las especies, lo cual influye en la respuesta a las
hormonas y sus concentraciones en el medio de cultivo. Por tanto, la regeneracién

de brotes sera variable (Carrion 2020).

La investigacion sobre la induccion de callos y la regeneracién de especies
vegetales en condiciones in vitro ha evolucionado considerablemente a lo largo de
los afos, impulsada por la creciente demanda en el campo de la biotecnologia
aplicada. Actualmente, la industria se concentra en técnicas de micropropagacion
in vitro para la multiplicacion a gran escala de plantas de variedades élite superiores
0 con caracteristicas especificas deseables (Ruiz et al. 2022).

2.2.9 Qué es fenolizacion?

El control de la fenolizacion es fundamental para el éxito en los procedimientos
de cultivo de tejidos de cafia de azucar. Una vez que las reacciones de oxidacion
de fenoles se activan en los tejidos dafiados por la manipulacién, este proceso se
vuelve irreversible, lo que resulta en una pérdida significativa de la calidad de los
explantes y compromete la posterior regeneracion de las plantas (Valdez et al.
2002).
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La oxidacion puede estar relacionada con compuestos fendlicos, los cuales son
responsables del ennegrecimiento debido a las enzimas oxidoreductasas que se
liberan durante el proceso de obtencion de los explantes mediante el corte del tejido
(Medina et al. 2015).

En la Figura 3, se inspecciona la presencia de fenolizacion en el cultivo de
platano, proporcionando una visién detallada del grado de oxidacion observado. La
imagen revela que hay una minima oxidacién en los explantes, lo que sugiere que
la fenolizacién, un proceso que puede afectar negativamente el desarrollo de las

plantas al producir compuestos fendlicos, esta presente en niveles bajos.

Figura 3: Fenolizacion en el cultivo in vitro de musaceas.

A)

2.2.10. ;Qué es un medio de cultivo?

Un medio de cultivo debe contener los nutrientes y factores de crecimiento
necesarios y debe estar libre de cualquier microorganismo contaminante. Uno de
los métodos mas importantes para la identificacion de microorganismos implica
observar su crecimiento en sustancias alimenticias artificiales preparadas en

laboratorio. ElI material alimenticio en el que los microorganismos crecen se
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denomina medio de cultivo, y el crecimiento de los microorganismos en este medio
se llama cultivo. Se han desarrollado méas de 10 000 tipos diferentes de medios de
cultivo (Casado 2012).

Para desarrollar un medio de cultivo adecuado, es esencial seleccionar
cuidadosamente los componentes a utilizar. Esto incluye elegir el tipo y la
concentracion de varios nutrientes, tales como la fuente de Carbono, la fuente de
energia, el nitrégeno, el fésforo, los factores de crecimiento, entre otros. Ademas,
es crucial considerar condiciones especificas como la concentracion de oxigeno, la

temperatura y el pH (Gémez y Betel 2006).

2.2.11. Medio de cultivo Murashige-Skoog

El medio Murashige-Skoog (MS) cumple con los requerimientos nutricionales
necesarios para la mayoria de las especies vegetales y ha sido ampliamente
utilizado en la preparacion de mezclas comerciales, como los formulados por el

Centro Nacional de Biopreparados de Cuba (BioCen) (Rodriguez et al. 2004).

El Medio Murashige & Skoog (MS), o MS0, fue desarrollado por los cientificos
Toshio Murashige y Folke K. Skoog en 1962 durante sus investigaciones sobre
nuevos reguladores del desarrollo vegetal. Desde entonces, se ha convertido en el
medio mas ampliamente utilizado en el cultivo in vitro de tejidos vegetales. Uno de
los medios mas utilizados es el de Murashige & Skoog (M&S), que consiste en una
mezcla compleja de sales con la adicion de vitaminas, a la cual se le afade
sacarosa y agar. Debido a su concentracion, a menudo se emplea diluido al 50%
(Polo 2019).

2.2.12. ¢{Qué es Antioxidante?

Los antioxidantes son moléculas que pueden prevenir o retrasar la oxidacion de
moléculas biolégicas, como proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Son cruciales
para evitar la accién de los radicales libres en el organismo, reduciendo los
procesos oxidativos, retardando el envejecimiento y previniendo diversas

enfermedades (Rioja et al. 2018).
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Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de prevenir o ralentizar
la oxidacién al "atrapar"” radicales libres; ademas, pueden estabilizar hidroperdxidos

o neutralizar el oxigeno singlete (Luna y Delgado 2014).

Los antioxidantes son un conjunto vital de compuestos con propiedades
preventivas en la medicina y también se utilizan como aditivos en alimentos para

evitar la degradacion de nutrientes que se oxidan facilmente (Matkowski 2008).
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefio de investigacion

De acuerdo con las caracteristicas de este estudio,

la modalidad sera

cuantitativa con datos basados de laboratorio, se realiz6 mediante un enfoque de

investigacion experimental en un entorno de laboratorio. El trabajo experimental se

llevd a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Técnica de Babahoyo. Se utilizé un disefio

completamente al azar (DCA), con 5 tratamientos y 4 repeticiones para cada uno.

3.2 Operacionalizacion de variables.

Tabla 1: Variables independiente y dependientes

Tipo de variable Definicio Dimensione Indicador Tipo de Instrument
n s es medicion os de medicidn
operacional
Difere Se variacion en Tipos de
ntes refierealos | los tipos de | antioxidante Cuantita Fotografia
. distintos antioxidantes S: tiva
antioxida )
compuestos | empleados vy Acido Registro de
g ntes Y| con las distintas | ascérbico datos
Q concentr | propiedade | concentracione EDTA
-g aciones S s de estos Carbon
:J!). a utilizar antioxidante | aplicadas en el | activado
g s y las | medio de
- cantidades | cultivo.
especificas
en las que
se utilizaran
en el
estudio
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Dependiente

Grado de

Se Intensida | coloracion Se cuantitat Escala de
medird el | d de | visible en los | medira el | iva colores
nivel  de | coloracion explantes, nivel de estandar,
fenolizacio Cantidad | evaluado fenolizacion fotografia
n de mediante una | observado digital
observado | compuestos | escala de | en los
en los | fendlicos colores explantes in
explantes estandar. vitro.
in vitro.

3.3. Poblacion y muestra

3.3.1. Poblacion. — A partir de una poblacién de 300 colinos, se utilizaron 160

colinos de platanos.

3.3.2. Muestra. - Se usaron 32 muestras equivalentes a los 5 tratamientos y las
4 repeticiones de cada uno con los diferentes antioxidantes y se dividié de la
siguiente manera 32 muestras con el acido ascorbico, 32 muestras con carbon
activado, 32 muestras con EDTA, 32 muestras para el testigo que en este caso fue
con agua destilada y 32 muestras para la testigo absoluta que es solo de siembra

directa.

3.4Técnicas e instrumento de medicién

3.4.1. Técnicas

Se llevd a cabo el trabajo experimental, se utilizaron los métodos inductivo,
deductivo y experimental. A continuacién, se detalla cdmo cada uno de estos

métodos se integra en el estudio:

Método Experimental: Se empled para examinar la efectividad de diversos
antioxidantes en la disminucion de la fenolizacion en los explantes de platano

cultivados in vitro.
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Método Deductivo: Los resultados obtenidos de los tratamientos con
antioxidantes se contrastarian con los resultados de un grupo de control que no

recibe la aplicaciéon de ningun antioxidante.

Método Inductivo: Se utilizé para registrar y analizar los impactos especificos

de cada tratamiento con antioxidantes en los explantes de platano.

3.4.2. Instrumentos

Equipos:

» Camara de flujo laminar
* Autoclave

 Balanza analitica

* Destilador de Agua

* Medidor de pH

* Centrifuga

 Plato Calentador orbital

Materiales:

* Alcohol 70 y 90%
* Aluminio

* Antioxidantes

* Atomizador

* Bisturi

* Cloro

* Cuchillo

* Frascos

* Guantes

» Mandil

* Mascarillas

* Mechero

* Medio de Cultivo (MS)
* Papel Esterilizado
* Papel Kraft

* Pipeta
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* Pinzas metalicas
* Tubo de ensayo

* Algodon

3.5. Procesamiento de datos

3.5.1Tratamientos

Los tratamientos y dosis de los antioxidantes se mencionan en la Tabla 2.

Tabla 2: Tratamientos utilizados en el estudio: “Disminucion de la fenolizacion
de explantes in vitro de Platano (Musa AAB) con diferentes antioxidantes en la

etapa de induccion bajo condiciones de laboratorio”.

Tratamiento Antioxidante Dosis

T1 Acido ascorbico 200 mg/L

Acido etilen diamino tetra
T2 N 10 gL
acético (EDTA)

T3 Carbon Activado 10 g/L
T4 Testigo Testigo Agua destilada
T5 Testigo absoluto Testigo siembra directa

3.3.1. Disefio Experimental

Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA), con 5 tratamientos y 4

repeticiones para cada uno, 160 explantes.

3.3.2. Datos evaluados

Presencia de fenoles en los explantes
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Los hijuelos de platano cv. Hartén fueron reducidos hasta alcanzar los &pices
meristematicos. En la camara de flujo laminar, los apices fueron sometidos a los
diferentes antioxidantes y dosis. Posteriormente en un tubo de ensayo conteniendo
el antioxidante esterilizado, con un trozo de algodén en la parte inferior, se sumergio
los explantes, se sell6 asépticamente y se sembraron en el frasco que contenia 20

mL de medio de cultivo MS.

Luego de someter los explantes de platano a los tratamientos de
antioxidantes, se determiné la presencia de fenoles sobre apices meristeméaticos.
Las evaluaciones se realizaron durante 9 dias de iniciado el cultivo, hasta la
terminacion de la etapa de induccion. Para evaluar el nivel de fenolizaciéon de los
explantes, se utilizé la siguiente escala cualitativa, que se adaptd a partir de la
escala utilizada (Concepcion et al. 2005).

Cuadro 1: Escala de nivel de fenolizacion (Concepcion et al. 2005).

Valor de | Descripcion Porcentaje (%)

la escala

1 Poco fenolizado | Cuando el 10-40 % del volumen del explante
presente sefales de fenolizacion aisladas.

2 Medianamente Para explantes con el 40-70 % del volumen

fenolizado fenolizado y presencia de un halo de color pardo

en el medio alrededor del explante

3 Muy fenolizado | Paralos explantes donde el 100 % de su volumen
se hayan fenolizado o necrosado y ademas se
observen con halo de color negruzco muy intenso
en el medio

Ensanchamiento de los explantes tratados con antioxidantes versus
control sin tratamiento.

Se evaluo el tiempo en que los explantes inician su desarrollo al igual que su
vigor. El vigor se evalué de acuerdo al nivel de ensanchamiento y crecimiento que
obtengan los explantes, dandoles los siguientes valores:

1. Explante sin crecimiento o ensanchamiento.

2. Explante iniciando ensanchamiento.

3. Explante con ensanchamiento medio.

4. Explante muy ensanchado.
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Comunicacion personal: Reyes, W. Junio 02, 2024.

Tasa de supervivencia

La tasa de supervivencia de los explantes in vitro de platano tratados con
antioxidantes representa un dato fundamental para este estudio, se llevé a cabo un
seguimiento detallado del desarrollo de los explantes bajo diferentes tratamientos
antioxidantes, incluso en el grupo de control sin tratamiento, para manejar esos
datos en este punto también; por lo tanto, se determiné el porcentaje de

supervivencia con la siguiente formula:

% de Supervivencia= (NUmero de explantes sobrevivientes/ Namero total de

explantes) x100=
3.6. Aspectos éticos

En el contexto de la investigacion cientifica, el plagio consiste en utilizar ideas o
contenidos ajenos como si fueran propios. Es plagio, tanto si obedece a un acto
deliberado como a un error. La practica de aspectos éticos, se garantiza de
conformidad en lo establecido en el Cédigo de Etica de la UTB.

Para la aprobacion de la UIC, se generara un reporte del software anti-plagio,
para garantizar la aplicacion de aspectos éticos, con los que el estudiante
demostrara honestidad académica, principalmente al momento de redactar su
trabajo de investigacién. Los docentes actuaran de conformidad a lo establecido
en el Codigo de Etica de la UTB, y demostraran honestidad académica,

principalmente al momento de orientar a sus estudiantes en el desarrollo de la UIC.

Articulo 25.- Criterios de Similitud en la Unidad de Integracién Curricular. — En la
aplicacion del Software anti-plagio se debera respetar los siguientes criterios:
Porcentaje de 0 al 15%: Muy baja similitud (TEXTO APROBADO)
Porcentaje de 16 al 20%: Baja similitud (Se comunica al autor para
correccion)
Porcentaje de 21 al 40%: Alta similitud (Se comunica al autor para revision
con el tutor y correccion)
Porcentaje Mayor del 40%: Muy Alta Similitud (TEXTO REPROBADO)
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CAPITULO IV.- RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. Resultados

4.1.1 Presencia de fenoles en los explantes

Fenolizacion en explantes de platano dia 1

En la Tabla 3, se presentan los resultados de la evaluacion de 5 tratamientos
de antioxidantes al primer dia. Cada tratamiento fue aplicado a 32 muestras y se
puede distinguir que el valor H de la prueba de Kruskal-Wallis es 14,27 y el valor p
es 0.0005, indicando que hay diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos y esto sugiere que los diferentes tratamientos que se uso tienen
efectos distintos sobre la variable medida, con variaciones significativas en los
resultados obtenidos.

Tabla 3. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p

Dia 1 AA 32 10,94 296 10 14,27 0,0005
Dia 1 CA 32 15,94 499 20

Dia 1 EDTA 32 13,75 492 10

Dia 1 T-AD 32 13,75 492 10

Dia 1 TA-SD 32 15,31 507 20

en platano al Dia 1 mediante la prueba de Kruskal-Wallis

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvié estandar por
tratamiento; H: Hipdtesis; P: Probabilidades.

La Figura 4, representa las medias de la fenolizacion en explantes durante el
primer dia del experimento bajo diferentes tratamientos antioxidantes. Se aprecia
una variaciéon en los niveles de fenolizacion, donde un tratamiento presenta la
media mas baja que en este caso es de Acido ascérbico (AA), mientras que otro
alcanza la media mas alta que en este caso es carbon activado (CA). Esto indica
que ciertos antioxidantes tienen un efecto mas fuerte en la inhibicion de la

fenolizacion en la etapa de induccion.
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Figura 4. Comparacién de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 1.

En la Figura 5, se muestra la diferenciacién del proceso de fenolizacion, que fue
analizado en funcion de la presencia de distintos antioxidantes. Esta evaluacion
revela como cada antioxidante afecta la generacion de compuestos fendlicos,
evidenciando diferencias en los niveles de fenolizacion segun el antioxidante

aplicado.
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Figura 5. Comparacion entre los diferentes antioxidantes las cuales estan
divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carbon Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 2

En la Tabla 4, presenta los resultados de fenolizacion en el platano al
segundo dia. Las medias de fenolizacion varian entre los tratamientos, con algunas
alcanzando valores mas altos que otras, mientras que las medianas son
consistentes en 20 para la mayoria, excepto en un tratamiento que presenta una
mediana de 30. La desviacion estandar indica la variabilidad en los resultados, con
un rango de dispersion que va desde 4,71 hasta 9,07. Y los resultados dan una
varianza altamente significativa con una p <0.0001.
Tabla 4. Analisis de varianza no parameétrico de la presencia de fenoles en
platano al Dia 2 mediante la prueba de Kruskal-Wallis

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia 2 AA 32 16,88 4,71 20 22,61 <0,0001
Dia 2 CA 32 2156 6,77 20
Dia 2 EDTA 32 21,25 8,33 20
Dia 2 T-AD 32 21,25 9,07 20
Dia 2 TA-SD 32 27,19 7,72 30

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.
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En la Figura 6, se ilustra los niveles de fenolizacién registrados en el
segundo dia del experimento para diferentes tratamientos antioxidantes. Se logro
observar que el tratamiento con Acido Ascorbico (AA) tiene el menor nivel de
fenolizacion, mientras que el tratamiento de testigo absoluto con siembra directa
(TA-SD) muestra el nivel mas alto. Los tratamientos con EDTA, T-AD y CA,
presentan niveles de fenolizacion similares entre si, superiores al de AA, pero
inferiores al de TA-SD. Esto indica que, para el segundo dia, TA-SD es menos

efectivo en inhibir la fenolizacién en comparacién con los otros antioxidantes.

27.1

TA-SD

FENOLIZACION DIA

30

25

21.2 21.2 21.5
20
16.8
1 I
1
0
AA T-AD CA

EDTA

(5]

o

($5]

Figura 6. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacién del dia 2.
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En la Figura 7, se destaca una mayor fenolizacién en la siembra directa,
mientras que en la condicion con &cido ascorbico se observa una menor
fenolizacion. Esto sugiere que la siembra directa promueve un mayor desarrollo de
compuestos fendlicos, en comparacion con el acido ascorbico, que parece reducir

el proceso de fenolizacion.

Figura 7. Comparacion entre los diferentes antioxidantes las cuales estan
divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carb6n Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 3.

En latabla 5, muestra los resultados obtenidos el tercer dia del experimento,
en el que se evaluaron diferentes tratamientos antioxidantes aplicados a 32
muestras. Las medias de fenolizacion varian entre los tratamientos, con un
tratamiento destacando por tener una media mas baja, mientras que otro presenta
la media mas alta. Las medianas son consistentes en 30 para la mayoria de los
tratamientos, excepto en dos casos donde las medianas son 20 y 40. Las
desviaciones estandar reflejan la variabilidad en los datos, con un rango que va
desde 5,08 hasta 9,33.
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Tabla 5. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en
platano al Dia 3 mediante la prueba de Kruskal-Wallis

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia 3 AA 32 22,5 5,08 20 40,66 <0,0001
Dia 3 CA 32 30,31 6,47 30
Dia 3 EDTA 32 30,00 7,62 30
Dia 3 T-AD 32 30,31 9,33 30
Dia 3 TA-SD 32 36,88 7,80 40

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

La Figura 8, representa la fenolizacion en el dia 3 entre los diferentes

tratamientos. Los tratamientos se representan en el eje horizontal y el valor de

fenolizacion en el eje vertical. Se observa que el tratamiento TA-SD presenta el

valor mas alto de fenolizacién, seguido de CA, T-AD y EDTA. EIl tratamiento AA

presenta el valor mas bajo de fenolizacion en el platano.
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Figura 8. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son

Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 3.
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En la Figura 9, se observa una mayor fenolizacion en la siembra directa,
mientras que, con el uso de acido ascérbico, la cantidad de compuestos fendlicos
es significativamente menor. Esto indica que la siembra directa aumenta la

produccion de fenoles, mientras que el acido ascorbico parece inhibir este proceso.

Figura 9. Comparacién entre los diferentes antioxidantes las cuales estan
divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carbon Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 4.

En la Tabla 6, muestra los resultados de los diferentes antioxidantes para la
fenolizacion en el Dia 4. Las medias de los tratamientos en el Dia 4 presentan una
variacion notable, siendo el tratamiento AA el que tiene la media mas baja y el
tratamiento TA-SD el que tiene la media mas alta. En cuanto a las medianas, la
mayoria de los tratamientos tienen un valor de 40, excepto el tratamiento AA con
una mediana de 30 y el tratamiento TA-SD con una mediana de 45. Las
desviaciones estandar, que indican la dispersién de los datos, varian entre 6,34 y
10,78, lo que muestra un rango de variabilidad en los resultados. El tratamiento AA

muestra la menor variabilidad con una desviacion estandar de 6,34, mientras que
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el tratamiento T-AD presenta la mayor dispersién con una desviacion estandar de
10,78.
Tabla 6. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en

platano al Dia 4 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia 4 AA 32 27,19 6,34 30 49,34 <0,0001
~ Dia4 CA 32 40,00 718 40
Dia4 EDTA 32 37,50 10,47 40
Dia 4 T-AD 32 37,50 10,78 40
Dia4 TA-SD 32 45,31 8,42 45

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

En la figura 10, los valores promedio de los tratamientos muestran que el
tratamiento TA-SD tiene el promedio mas alto, con una media de 45,31, seguido
por el tratamiento CA con una media de 40,00. Los tratamientos T-AD y EDTA
tienen medias iguales de 37,50, mientras que el tratamiento AA presenta la media

mas baja con 27,19.
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Figura 10. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacién del dia 4.
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En la Figura 11, se observa nuevamente una mayor fenolizacién en la siembra
directa, mientras que, con el uso de acido ascorbico, la cantidad de compuestos
fendlicos es significativamente menor. Esto indica que la siembra directa aumenta
la produccion de fenoles, mientras que el acido ascoérbico parece inhibir este
proceso y esto fue durante el dia 4.

-

Figura 11. Comparacion entre los diferentes antioxidantes las cuales estan

divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carbon Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.
Fenolizacion en explantes de platano dia 5.

Enla Tabla 7, se presentan los resultados para diferentes tratamientos aplicados
en el Dia 5. Para cada tratamiento se incluyen los valores de la media, la desviacion
estandar, y la mediana de la variable medida. Los tratamientos son AA, CA, EDTA,
T-AD y TA-SD. El tratamiento AA tiene una media de 31,88 con una desviacion
estandar de 6,44 y una mediana de 30. El tratamiento CA muestra una media de
48,44 y una desviacion estandar de 9,2, con una mediana de 50. El tratamiento
EDTA presenta una media de 45,63, una desviacion estandar de 10,76 y una
mediana de 40. El tratamiento T-AD tiene una media de 48,13, una desviacion
estandar de 9,98 y una mediana de 50. Por ultimo, el tratamiento TA-SD tiene la

mayor media con 55, una desviacion estandar de 8,03 y una mediana de 55.
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Tabla 7. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en
platano al Dia 5 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia5 AA 32 31,88 6,44 30 66,06 <0,0001
Dia 5 CA 32 48,44 9,20 50
Dia 5 EDTA 32 45,63 10,76 40
Dia 5 T-AD 32 48,13 9,98 50
Dia5 TA-SD 32 55,00 8,03 55

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

En la figura 12, Las medias de los tratamientos revelan que TA-SD muestra el

valor promedio mas alto, mientras que CA, T-AD y EDTA tienen valores promedio

similares, pero ligeramente inferiores. El tratamiento AA tiene el promedio mas bajo.

Esto sugiere que TA-SD tiene el mayor impacto promedio en la variable medida, en

comparacién con el efecto mas reducido de fenoles observado con el tratamiento

AA.
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Figura 12. Comparacién de medias de los diferentes antioxidantes que son

Acido Ascorbico (AA), Carbén activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 5.
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En la Figura 13, durante el dia 5 se puede observar como nuevamente se ve
mas presencia de compuestos fendlicos en el tratamiento de siembra directa; pero,
por otro lado, se puede observar el efecto positivo que tiene el acido ascorbico en
el explante.

Figura 13. Comparacion entre los diferentes antioxidantes las cuales estan
divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carbon Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 6.

En la Tabla 8, los resultados muestran variaciones significativas entre los
tratamientos en cuanto a la variable medida en el dia 6. El tratamiento CA tiene los
valores mas altos, con una media de 69,06 y una mediana de 70. El tratamiento
TA-SD también presenta altos valores, con una media de 62,81 y una mediana de
60. Los tratamientos EDTA y T-AD tienen medias de 53,75y 54,06, y medianas de
55 y 50, respectivamente. El tratamiento AA muestra los valores mas bajos, con
una media de 41.56 y una mediana de 40. El valor p inferior a 0.0001 indica que

estas diferencias son estadisticamente significativas, sugiriendo que al menos uno
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de los tratamientos tiene un efecto claramente diferente sobre la variable medida
en comparacion con los otros.
Tabla 8. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en

platano al Dia 6 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia 6 AA 32 41,56 8,47 40 75,79 <0,0001
Dia 6 CA 32 69,06 8,93 70
Dia 6 EDTA 32 53,75 11,00 55
Dia 6 T-AD 32 54,06 11,88 50
Dia 6 TA-SD 32 62,81 9,24 60

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

En la Figura 14, los valores promedio de los tratamientos revelan que CA tiene
el efecto medio mas elevado, con TA-SD, T-AD y EDTA mostrando incrementos
sucesivos en sus medias. El tratamiento AA, en cambio, presenta el promedio mas

bajo.
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Figura 14. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 6.

En la Figura 15, se puede observar el cambio que hubo en el dia 6 en la cual se
demuestra que carbon activado genero mas compuestos fendélicos que siembra
directa y nuevamente acido ascoérbico sigue cumpliendo su funcion como

antioxidante.

divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carbon Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 7.

En la Tabla 9, se observan diferencias significativas entre los tratamientos en
cuanto a la variable medida en el dia 7. El tratamiento CA presenta los valores mas
altos, con una media de 76,25 y una mediana de 80. El tratamiento TA-SD también
tiene altos valores, con una media de 70,94 y una mediana de 70. Los tratamientos
T-AD y EDTA muestran medias de 61,25 y 58,44, y medianas de 60. El tratamiento
AA tiene los valores mas bajos, con una media y mediana de 45. El resultado

muestra alta significancia al tener <0.0001.
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Tabla 9. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en

platano al Dia 7 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia7 AA 32 45,00 8,80 45 81,11 <0,0001
Dia 7 CA 32 76,25 12,38 80

Dia 7 EDTA 32 58,44 11,39 60

Dia7 T-AD 32 61,25 11,85 60

Dia7 TA-SD 32 70,94 7,34 70

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvio estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

En la Figura 16, las medias de los tratamientos muestran que el tratamiento CA

presenta el valor promedio mas alto de todos, seguido por TA-SD, T-AD y EDTA,

gue exhiben un incremento gradual en sus valores promedio. El tratamiento AA, en

contraste, tiene el promedio mas bajo entre los evaluados. Esto indica que el

tratamiento CA tiene el impacto promedio menos significativo sobre la variable

medida, mientras que el tratamiento AA muestra el efecto promedio mas moderado.
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Figura 16. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 7.

En la Figura 17, durante el 7mo dia se observdé que nuevamente que con el
antioxidante carbon activado hubo mas presencia de fenolizacion que los otros

antioxidantes.

Figura 17. Comparacion entre los diferentes antioxidantes las cuales estan
divididos por A) Acido Ascérbico, B) Carbon Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 8.

En la Tabla 10, los resultados muestran diferencias marcadas entre los
tratamientos en el dia 8. El tratamiento CA tiene los valores mas altos, con una
media de 86,56 y una mediana de 90. El tratamiento TA-SD sigue con una media
de 81,56 y una mediana de 85. Los tratamientos T-AD y EDTA tienen medias de
71,88 y 66,88, con medianas de 70 y 60, respectivamente. El tratamiento AA

presenta los valores mas bajos, con una media de 50,63 y una mediana de 50.
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Tabla 10. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en

platano al Dia 8 mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia 8 AA 32 50,63 8,78 50 82,57 <0,0001
Dia 8 CA 32 86,56 13,59 90
Dia 8 EDTA 32 66,88 12,03 60
Dia 8 T-AD 32 71,88 13,78 70
Dia 8 TA-SD 32 81,56 10,19 85

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

En la Figura 18, los resultados muestran que el tratamiento CA tiene el valor
promedio mas alto, con una media de 86,56, seguido por TA-SD con una media de
81,56. Los tratamientos T-AD y EDTA tienen medias de 71,88 y 66,88,
respectivamente, mientras que el tratamiento AA presenta la media mas baja,
50,63. Esto sugiere que el tratamiento CA tiene el mayor impacto promedio sobre
la variable medida, mientras que el tratamiento AA muestra el menor efecto
promedio. En resumen, los tratamientos CA y TA-SD son los menos efectivos en

comparacion con los demas.
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Figura 18. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascorbico (AA), Carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 8.

En la Figura 19, durante el dia 8 el carbén activado lideré6 nuevamente como el

tratamiento con mas compuestos fendlicos.

Figura 19. Comparacion entre los diferen es n.ti'oxiantes las cuales estan
divididos por A) Acido ascorbico, B) carbén Activado, C) EDTA, D) Siembra
Directa, E) Agua destilada.

Fenolizacion en explantes de platano dia 9.

En la Tabla 11, los tratamientos exhiben diferencias significativas en los
resultados. El tratamiento CA presenta los valores mas elevados, con una media
de 90,31 y una mediana de 100. El tratamiento TA-SD sigue con una media de
83,44 y una mediana de 90. Los tratamientos T-AD y EDTA tienen medias de 71,88
y 69,06, respectivamente, con medianas de 70 en ambos casos. El tratamiento AA

muestra los valores méas bajos, con una media de 51,88 y una mediana de 50.
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Tabla 11. Analisis de varianza no paramétrico de la presencia de fenoles en

platano al Dia 9mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas H p
Dia 9 AA 32 51,88 9,31 50 89,69 <0,0001
Dia 9 CA 32 90,31 12,57 100
Dia 9 EDTA 32 69,06 12,01 70
Dia 9 T-AD 32 71,88 13,78 70
Dia 9 TA-SD 32 83,44 7,87 90

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvi6 estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

En la Figura 20, los resultados muestran que el tratamiento CA tiene el valor
promedio mas alto, con una media de 86,56, seguido por TA-SD con una media de
81,56. Los tratamientos T-AD y EDTA tienen medias de 71,88 y 66,88,

respectivamente, mientras que el tratamiento AA presenta la media mas baja,
50,63.
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Figura 20. Comparacion de medias de los diferentes antioxidantes que son
Acido Ascérbico (AA), carbon activado (CA), Acido etilen diamino tetra

acético (EDTA), en respuesta a los resultados de fenolizacion del dia 9.
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Enla Figura 21, En el tltimo dia que este caso es dia 9 se evalud por Ultima vez
el efecto que hubo en los diferentes antioxidantes y su progreso con la fenolizaciéon
si hubo reduccion de este fendmeno que en este caso acido ascérbico obtuvo

menor puntuacion de compuestos fendlicos.

estan divididos por A) Acido ascérbico, B) carbén Activado, C) EDTA, D)
Siembra Directa, E) Agua destilada.

4.1.2 Ensanchamiento de los explantes tratados con antioxidantes versus
control sin tratamiento.

La Tabla 12, se evalué el vigor de muestras sometidas a cinco tratamientos
distintos en el Dia 9, con 32 unidades experimentales para cada tratamiento.

En el tratamiento AA, el vigor promedio fue de 2,91, con una variabilidad de 0,73
y una mediana de 3,00, lo que indica que la mayoria de los valores de vigor se
agruparon en torno a 3,00.

El tratamiento CA tuvo un promedio de 2,47, con una desviacién estandar de
0,72 y una mediana de 2,00, mostrando un vigor ligeramente menor y una mayor

dispersion de los datos en comparacion con AA.
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El tratamiento EDTA presentd un patron similar al de AA, con un promedio de
2,91 y una mediana de 3,00, lo que sugiere que estos tratamientos tuvieron efectos
similares en el vigor de las muestras.

El tratamiento T-AD mostré un vigor promedio de 2,31, con una desviacion
estandar de 0,59 y una mediana de 2,00, reflejando un vigor algo menor y una
menor variabilidad en comparacién con AAy EDTA.

El tratamiento TA-SD tuvo el promedio méas bajo, con 2,25, una variabilidad de
0,51 y una mediana de 2,00, indicando que este tratamiento resulté en el vigor mas
bajo y con menos dispersion en comparacion con los otros.

Finalmente, el valor de p de 0,0001 indica que las diferencias en el vigor entre
los tratamientos son estadisticamente significativas.

Tabla 12. Ensanchamiento de los explantes tratados con antioxidantes

versus control sin tratamiento.

Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas _H p

Dia 9 AA 32 291 0,73 3,00 20,17 0,0001
Dia 9 CA 32 247 0,72 2,00

Dia 9 EDTA 32 291 0,73 3,00

Dia 9 T-AD 32 231 059 2,00

Dia 9 TA-SD 32 225 051 200

N: Numero de explantes usados por tratamiento; D.E: Desvio estandar por tratamiento;
H: Hipotesis; P: Probabilidades.

4.1.3. Tasa de supervivencia

En la Tabla 13, se presenta los resultados del porcentaje de la tasa de
supervivencia en las cuales se demostré que con el antioxidante de Acido ascorbico
hubo un mayor porcentaje de supervivencia de los explantes de platano sin
embargo el antioxidante de carbon actividades mostro una alta cantidad de
explantes muertos.

Se evalué como diferentes tratamientos antioxidantes la supervivencia de los
explantes en cultivo in vitro. Los resultados indican que el acido ascorbico fue el
mas efectivo, ya que permitié que la mayoria de los explantes sobrevivieran al evitar
y la fenolizacién. El EDTA también fue eficaz, aunque un poco menos, mostrando

que también ayuda a proteger los tejidos vegetales.

40



El agua destilada, que actué como control positivo, mostré6 que, aunque los
explantes pueden sobrevivir sin antioxidantes especificos, lo hacen con menor éxito
en comparacion con los tratamientos antioxidantes. El carb6n activado, no fue tan

efectivo como los otros tratamientos.

Tabla 13. Tasa de supervivencia de los diferentes tratamientos.

Tratamientos NUmeros Sobrevivientes No % Tasa de
de sobrevivientes supervivencia
explantes
Acido ascorbico 32 29 3 91,00%
Carboén activado 32 15 17 46,88%
Acido etilen diamino 32 25 7 78,10%
tetra acético (EDTA)
Testigo Absoluto/ 32 21 13 34,00%
siembra directa
Testigo/ Agua 32 23 9 65,63%

destilada

4.2. Discusion

La fenolizacion en el cultivo in vitro de platano representa un reto importante, ya
que puede obstaculizar el desarrollo adecuado de los explantes y afectar la
viabilidad del proceso de micropropagacion.

Segun Echenique y Mamani (2021) explican que, la multiplicacion in vitro, junto
con una adecuada seleccién del material en campo, permite obtener un mayor
namero de plantas en excelentes condiciones fitosanitarias. Sin embargo, la
oxidacion de los explantes y la contaminacién durante la fase de induccion del
cultivo son las principales causas de pérdida de material vegetal. Estas pérdidas
pueden controlarse mediante una desinfecciéon adecuada y la reduccion de la
oxidacion utilizando carbon activado u otros antioxidantes. Concuerdo con los
autores porque para que se lleve a cabo un bien proceso de cultivo In vitro

principalmente se debe tener plantas de excelentes condiciones y asi mismo para
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la disminucion de fenolizacion se debe hacer aplicaciones de antioxidantes para
preservar la calidad de los implantes In vitro.

En este estudio, se investigd el impacto de diversos antioxidantes en la
reduccion de la fenolizacion durante la fase de induccién en explantes de platano
(Musa AAB) cv. Harton Barraganete.

Los resultados revelaron que el acido ascérbico fue el antioxidante mas eficaz,
logrando una reduccién considerable de la fenolizacién gracias a su capacidad para

neutralizar radicales libres y prevenir la oxidacion de compuestos fendlicos.

Reyes (2001) recalcé que, el acido ascorbico agregado al medio de cultivo, no
tuvo un buen control de la oxidacién, deduciendo que mientras mas alta sea la
dosis, menor sera el control sobre la oxidacion. En base a esto, manifiesto que no
concuerdo con lo expresado por parte del autor, en vista que la investigacion
realizada establece que el antioxidante que mas tuvo efecto fue el acido ascorbico,
concluyendo que entre mas dosificacion existia, era mayor el control de la
fenolizacion en el platano.

En segundo lugar, el EDTA mostr6 efectividad al actuar como quelante de
metales, disminuyendo la actividad de las enzimas responsables de la oxidacion de
fenoles. Segun Azofeifa (2009) destaca que, el &cido etilendiaminotetracético
(EDTA) inhibi6 la actividad de la PPO en los tejidos de hoja de girasol cultivados in
vitro, lo cual apunta que estos compuestos remueven iones metalicos que son
fundamentales para la actividad de enzimas oxidasas.

El uso de agua destilada tuvo una efectividad moderada en la reduccion de la
fenolizacion, probablemente debido a su capacidad para diluir los compuestos
fendlicos presentes. La siembra directa también contribuyé a disminuir la
fenolizacion, aunque en menor medida en comparacién con los antioxidantes
previamente mencionados.

Por ultimo, el carbén activado, conocido por su capacidad de adsorcion, resultd
ser el menos eficaz para reducir la fenolizacion. Esto indica que, aunque puede
eliminar algunos compuestos fendlicos, no es suficiente para controlar

completamente el proceso de oxidacion.
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CAPITULO V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

En conclusion, emplear antioxidantes para la reduccién de la fenolizacién en
explantes in vitro de platano (Musa AAB) cv. Harton Barraganete es una estrategia
efectiva para mejorar la calidad y viabilidad de los cultivos. Es fundamental
seleccionar y utilizar apropiadamente los antioxidantes, ademas de ajustar las
condiciones del medio de cultivo para reducir la produccién de compuestos
fendlicos que podrian obstaculizar el crecimiento. Ademas, es crucial monitorear
de manera continua los niveles de fenoles y evaluar la regeneracion de los
explantes para garantizar resultados 6ptimos.

Los resultados del estudio indican que el Acido Ascérbico (AA) es el antioxidante
mas efectivo para reducir la fenolizacién en explantes de platano en todas las
etapas del experimento, manteniendo consistentemente las medias mas bajas de
fenoles a lo largo de los nueve dias. En contraste, el Carbon Activado (CA) vy el
testigo absoluto con siembra directa (TA-SD) mostraron ser los tratamientos menos
efectivos, con niveles de fenolizacién significativamente mas altos.

Estos hallazgos sugieren que el uso de Acido Ascorbico como antioxidante
podria ser una estrategia viable para minimizar los efectos negativos de la
fenolizacion en cultivos in vitro de platano, lo que puede mejorar las tasas de éxito
en la micropropagacion de este cultivo. Sin embargo, la efectividad de otros
antioxidantes como EDTA y T-AD, aunque mejor que la de CAy TA-SD, no alcanzé
los niveles de inhibicién logrados por el AA. Por lo tanto, se recomienda la
implementacién del Acido Ascorbico en protocolos de micropropagacion de

platano, especialmente en las etapas iniciales del cultivo.

5.2. Recomendaciones

Se recomienda que para reducir la fenolizacion en explantes in vitro de platano
(Musa AAB) cv. Hartdn Barraganete, es esencial seleccionar y experimentar varios
antioxidantes para determinar cuales son mas efectivos en la disminucion de
compuestos fendlicos. Debe realizarse un ajuste preciso en las concentraciones de

cada antioxidante, ya que tanto niveles insuficientes como excesivos pueden
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impactar negativamente los resultados. Ademas, ajustar las condiciones del medio
de cultivo, incluyendo pH y nutrientes, es crucial para asegurar que los
antioxidantes actien eficazmente sin interferir con otros componentes necesarios.

Es importante llevar a cabo un monitoreo constante de los niveles de fenoles en

los explantes para concordar las concentraciones de antioxidantes segun sea
necesario y obtener los mejores resultados. También se debe evaluar la tasa de
regeneracion y la calidad de los explantes para afirmar que la reduccién de fenoles
no afecte el crecimiento y desarrollo de estos. Realizar comparaciones entre
antioxidantes permitira identificar cual es el mas efectivo, y una documentacion
detallada de los resultados y las condiciones experimentales facilitara la
interpretacion de los hallazgos y su reproducibilidad.

Considerar la posibilidad econémica y la disponibilidad de los antioxidantes es
crucial para garantizar que las soluciones planteadas sean practicas y accesibles
para aplicaciones a gran escala. Revisar estudios anteriores sobre fenolizacion en
cultivos in vitro proporcionara informacion adicional sobre métodos efectivos, y
colaborar con especialistas en biotecnologia de plantas o quimica de alimentos
puede ofrecer una orientacion valiosa sobre la seleccién y uso de antioxidantes,

optimizando asi el enfoque para la reduccion de fenoles en los explantes.
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ANEXOS

Anexo 2: Esterilizaciébn de materiales de trabajo
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Anexo 4: Preparacion de los tubos de ensayos
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Anexo 6: Desinfeccion de los cormos de platano
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Anexo 7: Colocacion de los 4pices meristeméticos del platano a los tubos

preparados anteriormente con los antioxidantes
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Anexo 8: Evaluacién de explantes In vitro con la coordinadora de titulacion
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Materia prima e insumos Total
Colinos de platano $80
Transporte de los colines hasta la $30

facultad
EDTA $15
Acido Ascérbico $10
Tubo de ensayo $23
Algodon $5
Murashige Skoog $46.39
Carbdn activado $5
cloro $4
Bisturi $6
Total 224.39

Anexo 9: Tabla de Presupuesto
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