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Resumen
El babaco es un cultivo no tradicional, de propagacién asexual, expuesto ante
fitopatdogenos cuando se aplican deficientes técnicas agronémicas; una alternativa
es el cultivo de tejidos vegetales empleando técnicas de micropropagacion con
diversos compuestos convencionales. Esta investigacion tuvo como objetivo
comprobar el efecto bioestimulante y antiséptico del gel de A. vera en protocolos
de desinfeccién y en medios de cultivo durante la iniciacién in vitro de nudos de
babaco, para ello se emplearon tratamientos que consistieron en cuatro protocolos
de desinfeccion: El desinfectante Dorbaq, gel de A. veraal 10y 20% p/v y un testigo;
en cuanto a los medios de cultivo aplicados en la iniciacién, mantuvieron constantes
las concentraciones de 2mg/L 6BAP y 4mg/L GAs, con los tratamientos 100%WPM,
100%WPM+0.3mg/L AIA, 50%WPM+10%p/v de A. vera, y 15%p/v de A. vera. Se
consider6 al T2 10% de gel de A. vera como un Optimo protocolo de desinfeccion
al presentar una contaminacion del 3% y una mortalidad del 10% luego de 28 dias,
en cuanto a los medios de cultivo el T1 WPM+6BAP+ GAs obtuvo mejores
resultados con un 13% de brotacion y una media de 0.35 cm de altura del explante
luego de 21 dias de la siembra in vitro. A través de esta investigacioén, se comprobo
gue el gel de Aloe vera puede reemplazar los compuestos convencionales usados
durante el protocolo de desinfeccion, ademas de considerarlo como un compuesto

nutritivo y bioestimulante de acuerdo al analisis del presente trabajo.

Palabras clave: Aloe vera, babaco, iniciacion in vitro.
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Abstract
The babaco is a non-traditional crop, of asexual propagation, exposed to
phytopathogens when poor agronomic techniques are applied; an alternative is the
cultivation of plant tissues using micropropagation techniques with various
conventional compounds. The objective of this research was to test the biostimulant
and antiseptic effect of A. vera gel in disinfection protocols and in culture media
during the in vitro initiation of babaco nodes, using treatments consisting of four
disinfection protocols: Dorbaq disinfectant, A. vera gel at 10 and 20% w/v and a
control; as for the applied culture media in the initiation, they maintained constant
concentrations of 2mg/L 6BAP and 4mg/L GA3, with the treatments 100%WPM,
100%WPM+0.3mg/L AIA, 50%WPM+10%w/v of A. vera, and 15%w/v of A. vera. T2
10% A. vera gel was considered an optimal disinfection protocol as it presented a
contamination of 3% and a mortality of 10% after 28 days. As for the culture media,
T1 WPM+6BAP+ GA3 obtained better results with 13% of sprouting and an average
of 0.35 cm explant height after 21 days of in vitro sowing. Through this research, it
was proved that A. vera gel can replace the conventional compounds used during
the disinfection protocol, in addition to considering it as a nutritive and biostimulant

compound according to the analysis of the present work.

Key words: Aloe vera, babaco, in vitro initiation.
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1. Introduccion

1.1 Antecedentes del problema

El babaco posee un fruto con alta calidad de nutrientes cumpliendo con las
peticiones del mercado tan solo que su reproduccion se limita a ser asexual debido
a su fruto estéril, una solucién es la propagacion por estacas, pero lleva consigo
altos indices de contaminacién microbiana y por esa causa se opta de forma
confiable la propagacion in vitro (Millones, 2019).

Gran parte de la familia de las Caricaceae muestran altos rangos de
contaminacion, incluso se pueden infectar mas de la mitad de brotes establecidos
en campo a pesar de aplicar antibiéticos para controlar enfermedades microbianas
(Jaramillo, Barrezueta, Luna y Castillo, 2017).

El gel de Aloe vera tiene un efecto antifungico debido a que disminuye el
crecimiento micelar de los hongos; Jaramillo et al. (2017) evidencié cédmo este gel
actué de forma moderada sobre Mycosphaerella fijensis comiunmente conocido
como sigatoka negra sugiriendo el gel de A. vera como un fungicida organico para
su control a nivel laboratorio, recomendando usar altas dosis y mayores
repeticiones a las ya planteadas.

En la micropropagacion in vitro, frecuentemente se debe emplear como medio
solido el agar en conjunto con reguladores de crecimiento, los cuales deben ser
importados o demandan altos precios de adquisicion, de esta forma crean limitantes
para una propagacion masiva de especies vegetales. Rodriguez y Hechevarria
(2006) demostraron que es posible reemplazar de forma total o parcial los
compuestos que conforman el medio de cultivo al emplear gel de A. vera y otros
compuestos organicos gelificantes como alternativa, mejorando las condiciones del

medio de cultivo in vitro al brindar desarrollos 6ptimos en las plantas.
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1.2 Planteamiento y formulacién del problema
1.2.1 Planteamiento del problema

A inicios del desarrollo del cultivo de babaco a nivel de campo, sus raices tienden
a ser muy delicadas presentando una baja capacidad de enraizamiento al
propagarlas por estacas. La planta va a presentar mayor quiebre de raices en su
etapa joven ya sea al manipularlas o llevarlas a trasplantar, provocando heridas
abiertas accesibles a la contaminacién por fitopatdbgenos entre ellos Fusarium,
retardando su desarrollo vegetativo, incluso puede tardar hasta tres meses.

La propagacion de explantes de babaco se ha visto limitada en la fase de
establecimiento debido a la elevada contaminacion microbiana, a pesar de
mantener las condiciones adecuadas en el laboratorio, para ello se requiere seguir
analizando cada una de las etapas de la micropropagacion.

Entre los agentes antisépticos del gel de A. vera se encuentra la aleotina y
saponina los cuales tienen un alto control ante bacterias, hongos y virus a nivel in
vitro, logrando inhibir el crecimiento micelar en hongos tal como Botrytis cinerea y
Penicillium digitatum, que causan dafios de importancia econémica en frutos.

1.2.2 Formulacién del problema

¢, Qué efecto tendra el gel de A. vera en los protocolos de desinfeccion y en
medios de cultivo durante la etapa de iniciacion in vitro de nudos de babaco?

1.3 Justificaciéon de lainvestigacion

La actividad agricola en Ecuador es de mucha importancia debido a que
contribuye al incremento econdémico del pais siendo asi una fuente de progreso
nacional que se debe fortalecer, entre ellos esta la produccion de cultivos no

tradicionales tal como el babaco ya que su fruto al no poseer semillas y presentar
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un buen sabor de su pulpa es un cultivo del cual se esperan muchos beneficios y
ventajas para la humanidad debido al gran aporte vitaminico y nutricional.

Para el control de plagas y enfermedades fungosas se emplean compuestos
guimicos causando dafios tal como la fitotoxicidad e incluso la defoliacion parcial o
total de la planta a pesar de emplear la accion preventiva; si la enfermedad esta ya
presente con alto indice poblacional no queda mas opcién que usar fungicidas
especificos elevando las dosis y tiempo de aplicacion.

El cultivar plantas en un frasco de vidrio con ambientes controlados de forma
artificial es el concepto del cultivo in vitro. Entre las caracteristicas primordiales de
esta técnica es la asepsia que es la ausencia de gérmenes y también esta el control
de elementos externos que afectan el desarrollo del organismo vegetal.

Debido a la presencia de aloina en el gel de la sabila, el desarrollo de los hongos
fitopatégenos se va a reducir ademas de aportar efectos bioestimulantes por la
actividad auxinica que presenta sobre el crecimiento y formacion de las raices
sobrepasando inclusos aquellos reguladores de crecimiento de uso habitual.

1.4 Delimitaciéon de lainvestigacion

Espacio: La investigacion se realizo en los laboratorios de Biotecnologia de la
Universidad Agraria del Ecuador, Sede Guayaquil.

Tiempo: Esta investigacion tuvo un periodo de 8 meses durante el afio 2021.

Poblacion: La presente investigacion va a ser de beneficio hacia los principales
productores fruticolas dedicados al cultivo de babaco.

1.5 Objetivo general

Evaluar la capacidad bioestimulante y antiséptica del gel de A. vera para el

desarrollo de nudos de babaco (Vasconcellea x heilbornii) iniciados in vitro.
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1.6 Objetivos especificos

e Determinar los protocolos de desinfeccion con gel de A. vera y convencional
para la iniciacion in vitro de babaco (Vasconcellea x heilbornii).

e Evaluar los medios de cultivo a base de extractos de gel de A. vera y
convencional para la fase de iniciacion in vitro de babaco (Vasconcellea x
heilbornii).

e Valorar el gel de A. vera como suplemento antiséptico y biorregulador en los
nudos de babaco.

1.7 Hipotesis

e Las dosificaciones propicias en los protocolos de desinfeccién disminuyen la
presencia de fitopatégenos en el cultivo in vitro de nudos de babaco.

e Los medios de cultivo apropiados actian como un estimulador éptimo del
desarrollo vegetativo presentando mayor crecimiento de tallos, hojas o brotes en

los nudos de babaco.
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2. Marco tedrico

2.1 Estado del arte

Actualmente se esta usando extractos vegetales para implementar en los medios
de cultivo con la finalidad de tomar otra alternativa a los reguladores de
crecimientos comerciales, esto indico Rodriguez (2015) quien reportd la utilizacion
del gel de sébila en explantes de violeta africana (Saintpaulia ionantha Wendl);
comprobando que los extractos de A. vera presentaron resultados con un efecto
alelopatico al obtener hojas de buen tamafio y aspecto, con tallos rectos y
vigorosos, caracteristicas importantes al realizar micropropagacion in vitro, siendo
los mejores tratamientos donde se aplicé la técnica de inmersion de los explantes
con 10% y 20% de gel de A. vera por el tiempo de 10 y 30 min previo a la siembra
en medio MS, presentando un buen progreso durante el tiempo de desarrollo, muy
relacionado con la investigacion realizada por Oviedo y Garcia (2018) quienes
usaron el medio de cultivo MS pero agregaron las concentraciones de 50%, 25% y
12.5% de gel de A. vera como un compuesto mas para la solucion, al sembrar los
explantes de papa (Solanum tuberosum) obtuvieron respuestas positivas tal como
un color verde intenso e incluso un tallo ligeramente mas ancho.

La etapa de establecimiento in vitro se considera con énfasis debido a la
contaminacion bacteriana en brotes de babaco. Jadan, Basantez, Gomez y
Bermudez (2016) indicaron que la cantidad de 1.5% de hipoclorito de sodio, al
mantener los brotes bajo esa concentracién durante 10 min se puede reducir hasta
55% la contaminacion bacteriana e incluso reduce los hongos hasta un 3%,
presentando esta metodologia como factible para la desinfeccién de brotes, lo que
concuerda con Lapiz, Huaman, Neri, y Oliva (2020) quienes aplicaron el mismo

protocolo de desinfeccion en brotes de babaco y obtuvieron explantes con mayor
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viabilidad al aplicar una concentracion de 1.5% de NaClO durante 10 minutos, por
otra parte; de acuerdo a la investigacion de Trujillo (2019) demostr6 que al
incorporar el hipoclorito de sodio al 1.25% (5 min) y etanol al 70% (1 min) como
parte del protocolo de desinfeccion se logré obtener un 80% de viabilidad de brotes
de babaco durante su introduccion in vitro.

Al emplear reguladores de crecimiento (bencilaminopurina, acido indolacético y
acido giberélico) se logra obtener una mayor cantidad de brotes, manteniendo un
balance con las cantidades agregadas segun lo que se requiera. Conforme a lo
investigado por Bazante (2016), para el crecimiento de nuevos brotes de babaco,
la hormona citoquinina (6BAP) va a influir evidentemente en el crecimiento de los
explantes de babaco debido al efecto que va a presentar este regulador de
crecimiento tal como el desdoblamiento de proteinas y la estimulacion de enzimas
dando inicio a la division celular, el cambio de la dominancia apical y la distincion
de brotes, ademés Jordan (2015) indicé que al emplear 1.0 mg/L AIA aumenté el
desarrollo de brotes en los segmentos nodales de Vasconcellea chilensis; en
relacion con Millones (2019) quien aplico la concentracion de 0.5 mg/L AlA en el
medio de cultivo para la iniciacion in vitro de yemas axilares de Vasconcellea x h.
presentando un ligero desarrollo y crecimiento de los explantes a los 35 dias luego
de la siembra.

Se puede constatar que el efecto biofungicida a partir de los extractos del gel de
sabila es a causa de los compuestos bioquimicos, tal como la aloina, que actian
sobre la propagacion de fitopatégenos de tipo microscépicos. Ademas, demostro
gue, en un cultivo por envenenamiento, al aplicar concentraciones de 500 y 1000
ppm disminuy6 el crecimiento radial del micelio de Mycosphaerellea fijencis a un

porcentaje de 44.14% y 44.84% en contraste a un popular biocontrolador de
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nombre Trichoderma sp. el cual logré reducir el crecimiento micelar a un porcentaje
menor de 38.62% (Jaramillo et al., 2017). También se observo altos porcentajes de
inhibicion micelar a partir de un control quimico de nombre Propiconazol el cual dio
resultados inmediatos llegando a un porcentaje de 80.51% en la primera aplicacion,
pero dias después de la incubacion su efecto inhibidor sobre el micelio fue
reduciendo.

En recientes investigaciones se ha comprobado que el gel de A. vera presenta
una gran eficacia en la sustitucion de reguladores de crecimiento, asi lo recalco
Pulido y Becerra (2016) quienes demostraron que este gel estd compuesto por
acido glutdmico y arginina, los cuales estimulan al mayor desarrollo foliar y al
crecimiento de raices, en relacién con Hamdeni et al. (2021) quienes demostraron
gue es muy eficaz la aplicacién del gel de A. vera para mejorar la regeneracion de
explantes de A. vera (L.) (Asphodelaceae) establecidos in vitro debido a que en
este estudio se obtuvo un mayor numero de brotes axilares con una longitud
promedio de 2.21 + 0.84 cm con una alta induccién de raices.

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Importancia del babaco en el Ecuador

Uno de los cultivos que presenta alta rentabilidad e importancia en el Ecuador
es el cultivo de frutales debido a que estos productos tienen alta demanda en el
mercado externo, asi como en el mercado interno (Arellano, 2014).

Se considera al cultivo de babaco con una alta tasa de retorno entre los frutales
comercializados; éste cultivo puede alcanzar un promedio de rendimiento de 225
ton por Ha por cada dos afios y medio del tiempo de produccién, teniendo como

densidad 5500 plantas por cada Ha (Rodriguez, 2013).
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Entre las limitantes ya mencionadas para este cultivo, la propagacion vegetativa
expone a las plantas a altos indices de contaminacién reduciendo el buen
desarrollo, impidiendo que el agricultor incremente la propagacion masiva del
babaco.

2.2.2 Taxonomia del babaco (Vasconcellea x heilbornii)

Se considera al babaco como el resultado de la hibridacion natural de
Vasconcellea pubescens y Vasconcellea stipulata, por esa causa se clasific6 como
Carica x Heilbornii (Badillo), siendo Helborn quien analizé la taxonomia del babaco
dandole origen a la especie Helborni en 1922 (Maldonado, 2015).

Luego del andlisis que hizo Helborn, Badillo fue quien realiz6 el descubrimiento
de la hibridacién del babaco en el afio de 1987 (Marifio, 2019).

Segun el estudio taxonémico por medio de AFLPS gque realizé la Universidad de
Ghent, determind que el género del babaco se debe clasificar como Vasconcellea

en lugar de Carica, siendo la descripcidn taxondmica la siguiente:

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del babaco

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Parietales

Familia: Caricaceae

Género: Vasconcellea
Especie: Vasconcellea x heilbornii var. pentagona Badillo

Nombre comun: Babaco, papaya de montafia

Badillo, Eynden y Damme, 2000
2.2.3 Descripcion morfolégica
2.2.3.1. Raiz
Debido a su propagacion por estacas va a presentar raices unitarias de un tono

café claro con una textura muy delicada quebrandose al minimo tacto, al quebrarse
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va a emitir un latex de consistencia pegajosa. Al ser trasplantadas se va activar el
desarrollo radicular el cual se realiza paulatinamente y es entonces que se da
origen a la raiz principal de una consistencia carnosa y gruesa, alcanza una
profundidad de un metro o inferiores (Vega y Barberan, 1993).

Sus raices secundarias tan solo alcanzan de 0.5 a 0.6 metros de profundidad,
son de coloracién cremosa amarillenta ligeramente oscuras y también poseen una
textura carnosa; sus raices terciarias son poco ramificadas y de color claro,
consistencia delicada y quebradizas con mucha capacidad de retencién de agua
(Asociacion de Agronomos Indigenas de Cafiar [AAIC], 2003).

Las raices del babaco en forma general, debido a su morfologia tienden a ser
muy sensibles a fitopatégenos a causa del mal manejo en el trasplante o al sufrir
encharcamiento en los suelos (Vélez, Armijo y Jordéan, 2015).

2.2.3.2. Tallo

Va a presentar un tallo recto de forma cilindrica, semilefioso con una altura
aproximada de 2.5 metros que se pueden desarrollar en el periodo de un afio, de
coloracion verde en su etapa juvenil y castafio gris en edad avanzada. Presenta un
diametro promedio de 0.25 metros al llegar a la etapa adulta, va a presentar
cicatrices de gran tamafo y prominentes debido a la caida de las hojas; en cada
cicatriz se presenta una yema vegetativa en letargo (Quisintufia, 2014).

2.2.3.3. Hojas

Presentan una forma palmo lobular con cinco Iébulos, ubicado en el tallo con
orden alternado en espiral, su peciolo es carnoso y muy largo con una longitud de
0.8 a 1 metro en su edad adulta. El haz es de color verde oscuro y el envés es un
tono mas claro, posee nervaduras muy sensibles y acentuadas (Coyago, Lebén y

Patifio, 2010).
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2.2.3.4. Flor
Tiene su aparicion luego de los dos a tres meses del trasplante, se van a ubicar
en la axila de cada hoja en forma perpendicular al tallo. ElI pedinculo tiene una
longitud de tres a cinco centimetros en su etapa inicial, en el pedunculo principal
pueden aparecer pequefias flores, pero luego caen y quedara solo aquella flor que
formard al fruto del babaco. Segun su sexualidad, la flor se considera dioica con tan
solo flores femeninas, a causa de ello no tendra anteras ni filamentos; tiene una
forma acampanada con un cdliz corto, el color de la flor es verde y posee cinco
pétalos de color verde blanquecino. Contiene un ovario supero con cinco carpelos
y muchos 6vulos; su estigma no posee un pedunculo y tiene una coloracién blanca.
Las flores pueden decaer si sufren algun tipo de estrés hidrico, térmico o luminoso
(Coyago et al., 2010).
2.2.3.5. Fruto
Su fruto es de color amarillo cuando esta maduro y verde en estado de desarrollo
con una pulpa blanquecina muy jugosa delicadamente acida con poca dulzura,
tiene una forma elipsoide, alargado con forma pentagonal en corte trasversal y no
va a necesitar de polinizadores para su desarrollo, no van a producir semillas
(partenocarpicos). Tiene un tamafio de 0.30 metros de largo, 0.06 a 0.12 metros de
diametro, con un peso aproximado de 300g a 2000g. La cantidad productiva por Ha
es de 50 Kg (Robles y Renteria, 2015).
2.2.4 Propagacion
Al poseer un fruto sin semillas, el babaco se limita a la propagacion vegetativa
por medio de estacas, injertos y cultivo de tejidos; a continuacion, se describen las

técnicas que se utilizan:
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2.2.4.1. Propagacion por estacas maduras
Esta técnica es por medio del uso de plantas maduras del babaco que hayan
concluido su etapa de cosecha; el tamafio de las estacas va a ser entre 25 a 30
centimetros con un diametro aproximado de 4 a 6 centimetros. El tipo de corte va
a ser bisel en la parte superior de la estacay la parte basal sera de corte transversal,
promoviendo el enraizamiento, luego de ello se debe desinfectar las estacas y
preparar el sustrato que requiera (Vaca, 2008).
2.2.4.2. Propagacion por estacas tiernas
Las estacas se las obtiene a partir de plantas jovenes, plantulas y brotes tiernos;
las dimensiones que deben tener son de 10 centimetros de largo y un diametro de
1.5 a 2.5 centimetros, luego se debe desinfectar las estacas y sembrarlas en
sustratos estériles también se debe cubrir las macetas con plastico para crear un
microclima y mantener niveles de humedad al 90% con temperaturas de
22°Celsius. Para realizar el trasplante se debe esperar de 6 a 7 semanas ademas
se recomienda aplicar &cido indol butirico (AIB) para mejorar el desarrollo de las
raices (Viteri, 1992).
2.2.4.3. Propagacion por injertacion
En esta técnica se emplea el injerto de pua terminal el cual consiste en cortar el
patron entre los 10 a 15 centimetros de altura y sobre este se hace un corte
longitudinal transversal y ahi se pondré el injerto del babaco, el cual debe tener las
dimensiones de 10 centimetros de largoy 1 a 1.5 centimetro de didmetro, la estaca
a injertar debe tener un corte en bisel y finalmente se uniré al patrén, se debe cubrir
con cinta plastica (Viteri, 1992).
2.2.4.4. Cultivo de tejidos vegetales

En esta técnica se usan los meristemos del babaco con la finalidad de obtener
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una produccion vegetativa mas rapida, con mayor nimero de plantas sanas con
ninguna contaminacion por microorganismos, siendo ésta una alternativa éptima
para mejorar la produccion del cultivo de babaco (Castillo, 2000).
2.2.5 Necesidades edafoclimaticas
2.2.5.1. Temperatura
Para el adecuado desarrollo del cultivo se debe emplear temperaturas entre 14
y 27°C, en caso de temperaturas bajas o altas (5 0 35°C) la planta va a manifestar
alteraciones fisiolégicas como el déficit nutricional y el aborto de flores y frutas
(Velastegui y Garcia, 2012).
2.2.5.2. Humedad
El rango de humedad ambiental recomendada para el buen desarrollo va desde
70-80%, en caso de alteraciones en el porcentaje de humedad pueden aparecer
enfermedades y plagas (Robles, Herrera y Torres, 2016).
2.2.5.3. Luminosidad
El cultivo de babaco no exige de muchas horas luz para su desarrollo, pero se
estima que requiere una cantidad minima de 4.5 hrs luz por cada dia (Matute y
Tirado, 2013).
2.2.5.4. Suelo
Las necesidades edéficas del cultivo de babaco son del tipo franco-arcilloso-
arenoso, con cantidades necesarias de materia organica dando la caracteristica de
un suelo suelto. También se puede emplear suelos limosos o arenosos ya que va
a facilitar el drenaje; los niveles de pH van a variar de 5.8 a 8.2, se puede optar por
un pH de 7.2 recomendado como el ideal para el cultivo (Aldaz, 2017).
2.2.6 Problemas fitosanitarios

Hay diversas enfermedades que atacan a los cultivos, pero las de mayor
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importancia son aquellas que tienen su origen a partir de hongos (Andrade, 2010).
En el cultivo de babaco hay enfermedades de gran importancia las cuales se
describen a continuacion:

2.2.6.1. Cenicilla (Oidium sp.)

Esta enfermedad inicia con el ingreso del patégeno en la epidermis foliar y va a
absorber los nutrientes a través de su haustorio, luego va a presentar manchas
anormales de apariencia traslucida, estas mismas manchas van a provocar un
amarillamiento del tejido foliar. Si se contindan las condiciones favorables para el
hongo éste va a causar altos porcentajes de severidad en la planta incluso puede
llegar al 100% (Bravo, Larriva y Minchala, 2012).

2.2.6.2. Lancha temprana (Alternaria sp.)

Afecta principalmente a las hojas manifestando como sintomas manchas
necréticas de forma redonda en la parte interna del limbo, estas manchas se van a
presentar tanto en el haz como en el envés. Al inicio de la infeccion del hongo, el
color de las manchas son café claro con varios anillos concéntricos con bordes
ondulados y finos, sus tamafios van a ser de 3 — 5 centimetros de diametro
aproximadamente. Cuando el ataque es severo las manchas van a fusionarse
observando lesiones muy visibles con hojas quebradizas y necroticas (Robles et
al., 2016).

2.2.6.3. Antracnosis (Mycosphaerella sp.)

Este hongo ataca principalmente a los frutos, es muy frecuente encontrar esta
enfermedad en el cultivo de babaco; va a presentar sintomas tal como necrosis en
forma de marchas irregulares con un aspecto quebradizo y color blancuzco en la

parte céntrica. Si los frutos del babaco estan en su etapa de maduracién pueden
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ser infectados por este hongo el cual va a manifestarse con pequefias exudaciones
de latex hacia fuera del fruto (Robles et al., 2016).
2.2.6.4. Marchitez Vascular del Babaco (MVB) (Fusarium oxysporum)
Esta enfermedad tiene su origen en Ecuador considerandose de mucha
importancia en el cultivo de babaco y otros frutales debido al aumento de su
distribucion y por su facil diseminacién en materiales contaminados. El hongo ataca
principalmente a las raices dafiando la mayor parte de estas causando el
debilitamiento en las plantas, amarillamiento en las hojas y su decaimiento e incluso
llega a provocar la muerte. Actualmente se esta usando controles quimicos a partir
de productos recomendados en casas comerciales y también se puede optar por
controladores biol6gicos, pero se considera que el uso de variedades resistentes a
MVB es el mejor método para su control debido a que los fungicidas de contacto no
demuestran una eficacia debido a que el hongo habita en el interior de la planta
(Helmuth, 2001).
2.2.7 Sébila (Aloe vera)
2.2.7.1. Morfologia
Al igual que otros vegetales, la planta de A. vera esta conformada por raiz, tallos,
hojas y flores. Las partes vegetativas mas resaltantes de la sabila son sus hojas las
cuales se desarrollan alrededor del tallo al ras del suelo creciendo en forma de
roseta hacia arriba (Garcia, Hernandez, Echevarria, Estévez y Santos, 2008).
Las hojas tienen un aspecto lanceolado y dentado con forma de espinas usado
como autodefensa, tiene un color que va desde un tono verde a verde azulado
segun el ambiente en el que se encuentre (Zapata et al., 2013). El gel es el

parénquima de la hoja y esta en la parte interna central junto con pequefios
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conductos longitudinales que contienen la aloina y la sabia de la planta conocida
como acibar (Dominguez et al., 2012).
2.2.7.2. Composicion quimica del gel de A. vera

En su composicién se encuentran minerales esenciales y vitaminas ademas de
la arginina y el acido glutdmico los cuales son importantes aminoacidos; incluso
este gel posee enzimas tal como la oxidasa, catalasa, amilasa y lipasa; cabe incluir
gue contiene polisacaridos siendo importantes como reservas de energia
(Calderdn, Quifiones y Pedraza, 2011). Entre los elementos nutricionales se puede
encontrar al calcio, magnesio, potasio, azufre y el fésforo como macro y
microelementos; investigaciones recientes afirman la eficacia del gel de A. vera
como un complemento o sustituto de reguladores sintéticos aplicados en cultivos in
vitro de vegetales, debido a su composicién quimica al ser un potencial estimulante,
acelerador y activador en células de regeneracion (Pulido y Becerra, 2016).

2.2.7.3. Obtencién del gel de Aloe

Se puede obtener el gel de A. vera al remover de forma mecanica o manual las
capas externas de la hoja con una técnica denominada fileteado el cual requiere
realizar cortes de forma manual a la hoja y con un cuchillo cortar al ras la capa
externa posterior dejando libre el gel, luego se procede a raspar el gel ya sea con
el cuchillo o puede ser con una cuchara metalica de bordes lisos, preferiblemente.
También se puede obtener el gel al licuarlo con aspas de acero, pero no es muy
recomendable debido a que va a oxidar mas rapido los compuestos que posee el
gel (Dominguez et al., 2012).

El gel de la s&bila se puede envasar en frascos de vidrio oscuro o plastico para
su distribucién o futuro uso; para mantenerlo en buenas condiciones es de suma

importancia su conservacion a temperaturas controladas en conjunto con la
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humedad relativa, en caso de alteraciones en su conservacion va a influir la
volatilizacion de algunas sustancias, disminuyendo su calidad nutricional llegando
a afectar de forma negativa el producto receptor (Dominguez et al., 2012).
2.2.8 Micropropagacion in vitro

La aplicacion de la técnica de micropropagacion in vitro se basa en la
potencialidad que tienen las células de un determinado organismo para regenerarse
en un ser completo, todo esto se logra con el beneficio de medios de cultivo
incorporados con nutrientes y condiciones ambientales controladas (Baque, 2019).

2.2.8.1. Medios de cultivo y componentes

El medio de cultivo es el sustrato a usar para colocar el explante previamente
seleccionado. La composicién del medio de cultivo va a variar dependiendo de la
finalidad que se desea alcanzar, este debe cumplir con dos funciones; la primera
es la de emplear soporte fisico al explante y la segunda es aportar los nutrientes
necesarios para un éptimo desarrollo del cultivo (Sharry, Adema y Abedini, 2020).
Al realizar cultivos de tejidos vegetales se va a requerir medios de cultivo con partes
parciales o total de los macroelementos y microelementos ademas de afadir
carbohidratos, aminoacidos, vitaminas, sustancias gelificantes y reguladores de
crecimiento (Gil, 2009).

Los reguladores de crecimiento son un aporte al desarrollo de las plantas segun
la variedad de la planta y otras caracteristicas fisiologicas, sera necesario afiadirlos
al medio de cultivo en otros casos no lo serd, entre las principales fitohormonas se

encuentran:
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Tabla 2. Caracteristicas de fitohormonas

Fitohormonas

Funciones

Auxinas

Citoquininas

Giberelinas

Acido abscisico

Etileno

Actua en la elongacién celular, formacién de raices,

expansion de tejidos.

Estimula la division celular en aquellos tejidos que no
presentan meristema, se encuentran en las raices y se
translocan por la xilema.

Promueve la germinacion de semillas, actta en el
desarrollo de las raices, mejora el desarrollo de los tallos,

actla en conjunto con las auxinas.

Se considera una hormona antagonica en las plantulas,
regula el balance de agua, se aplica en la fase de

aclimatizacion.

Promueve la maduracién de los frutos y la senescencia de

las flores, inhibe el crecimiento en semillas.

Nieto y Valdivieso, 2013

2.2.8.2. Etapas de la micropropagacién

2.2.8.2.1. Etapa 0

Se escoge a la planta madre que posea las mejores caracteristicas, esta etapa

es de gran importancia porque las plantas regeneradas van a presentar

caracteristicas superiores a su progenitor. También se la prepara desde el inicio

para que no presente dafos fisicos hasta llegar a la siguiente etapa (Macias, 2020).

2.2.8.2.2. Etapa |

Es la etapa inicial en la cual se establece el cultivo in vitro, se selecciona el

explante y se establece un pretratamiento de desinfeccion, puesto que las plantas

adultas obtenidas del campo o vivero pueden estar contaminados con

microorganismos fitopatdgenos ya sean hongos, virus o bacterias (Campoverde,

2020).
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En esta etapa se realiza varios procesos para la desinfeccion del material a usar
lo que significa que se eliminardn los microorganismos patdgenos y a la vez se
tratara de no dafiar el material vegetal. La primera desinfeccion se realiza con agua
y jabon, luego se enjuaga y nuevamente se expone al material vegetal en otro
enjuague con algun fungicida, se enjuaga y se realiza una ultima desinfeccién con
hipoclorito de sodio dentro de la camara de flujo laminar, luego se diseccionan con
el bisturi los meristemos y las partes necrosadas de los brotes, finalmente se realiza
la siembra del explante al medio de cultivo a fin de que se desarrolle bajo
condiciones controladas (Otero, 2020).

2.2.8.2.3. Etapa ll

A partir de esta etapa se iniciard la propagacion de los brotes o callos
afadiéndoles los reguladores de crecimiento tal como las auxinas y citoquininas,
también se puede emplear tres vias de multiplicacion in vitro; la primera es
organogeénesis y embriogénesis, la segunda es la propagacion por medio de yemas
0 apicesy por ultimo la multiplicacion por meristemos. En esta etapa también vamos
a presenciar la elongacion de los brotes los cuales son de mucha importancia
debido a que es una preparacién del enraizamiento de las yemas (Fabara y Quillay,
2012).

2.2.8.2.4. Etapa lll

Se considera como la etapa del pretrasplante o enraizamiento ya que a partir de
esta etapa se procurard que la planta se independice y comience a sintetizar las
sustancias esenciales para su propio desarrollo y metabolismo (Guaman, 2018). En
esta fase es necesario adicionar al medio enraizantes como las auxinas, AIB y ANA
para dar inicio a la formacién de las raices principales y que obtengan un buen

desarrollo (Gonzales, 2020).
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2.2.8.2.5. Etapa IV

Al observar el desarrollo pleno de la planta con sus respectivas hojas, tallos y
raices, se empieza el proceso de transferencia del laboratorio a campo en donde
previamente se preparara un sustrato enriquecido con nutrientes edaficos para un
correcto desarrollo de la planta en el vivero, se debe tener en cuenta que la luz
solar no les dé directo para que su proceso de adaptabilidad se vaya dando
paulatinamente, de esta forma la capacidad fotosintética de las plantulas aumentara
de forma gradual (Mufioz, 2012).

2.3 Marco legal

Titulo VI Régimen de Desarrollo
Capitulo Ill, Soberania Alimentaria

Las leyes establecidas en la constitucion del Ecuador (2008) refieren lo siguiente:
Art. 281.- Es una obligacion por parte del Estado establecer estrategias para la
soberania alimentaria, garantizando la autosuficiencia a partir de alimentos en
buen estado para el consumo del pueblo ecuatoriano, el Estado se
responsabiliza al:

3. Implementar y fortalecer nuevas tecnologias amigables al ambiente y que
posean un origen organico para la produccion agropecuaria.

8. Comprometerse con los avances cientificos e investigativos en conjunto con
la innovacion de tecnologias.

9. Controlar la aplicaciéon y el progreso de la biotecnologia, también sus
experimentos y comercializacion, por medio de normas de bioseguridad
(Asamblea Nacional, 2008, p.138).

Titulo VII Régimen del buen vivir
Capitulo Il, Biodiversidad y recursos naturales
Seccion segunda, Biodiversidad

Art. 401.- El Ecuador es un pais libre de transgénicos en la agricultura y solo por
aprobacion de la presidencia nacional y de la asamblea, se podra incluir
transgénicos. Ademas, el estado mantiene con mucha supervision de
bioseguridad el uso y aplicacién de la biotecnologia actual y los productos que
se derivan de ella, también se niega el uso de la biotecnologia con fines
riesgosos 0 de tipo experimental que causen dafos sociales (Asamblea
Nacional, 2008, p.179).
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3. Materiales y métodos
3.1 Enfoque de la investigacion
3.1.1 Tipo de investigacion
En esta investigacion de tipo experimental se aplicaron conocimientos a nivel
explicativo y correlacional.
3.1.2 Disefio de investigacion
3.1.2.1. Investigacidon descriptiva
Se recopilaron datos y analisis de teorias comprobadas para complementar los
objetivos establecidos de la investigacion planteada.
3.1.2.2. Investigacion experimental
Se realizaron tratamientos en nudos vegetativos con técnicas in vitro observando
el proceso de desarrollo, estableciendo relaciones entre la variable independiente
y dependiente.
3.1.2.3. Investigacion explicativa
Se proporcion6 mayores detalles de estudio para complementar mas teorias
experimentales por medio de la investigacion realizada.
3.2 Metodologia
3.2.1 Variables
3.2.1.1. Variable independiente para protocolos de desinfeccion
La aplicacion de protocolos de desinfeccibon en base de productos
convencionales y con gel de A. vera para los nudos de babaco (Vasconcellea x
heilbornii).
3.2.1.2. Variable independiente para medios de cultivo
Se planted la aplicacion de reguladores de crecimiento de tipo sintético auxina

(AIA), giberelina (GAs), citoquinina (6BAP) y de tipo organico el extracto del gel de
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A. vera cada uno de ellos agregados en los medios de cultivo, segun los
tratamientos, para el crecimiento de explantes de babaco.
3.2.1.3. Variable dependiente
Cada variable dependiente se consider6 tanto para la fase de protocolo de
desinfecciéon (40 unidades experimentales), asi como para la fase de
establecimiento en medios de cultivo (40 unidades experimentales).
3.2.1.3.1. Brotacion
Se observaron la cantidad de hojas, tallos o callos presentes en los explantes,
todo ello se realizé segun los periodos establecidos (cada 7 dias durante 4y 3
semanas), calificandolos segun su desarrollo vegetativo con 0 si no hubo ningun
brote y con 1 si hubo brotes.
3.2.1.3.2. Tamaiio de explantes
Se midié la altura de los explantes con una regla centimetrada desde la base
hasta el ultimo desarrollo superior de los apices, cada 7 dias después de la siembra
durante 4 y 3 semanas.
3.2.1.3.3. Contaminacion por numero de muestras
Se contaron de forma visual los frascos que presentaron hongos o bacterias y
se anotaron cada repeticion en los registros segun los periodos establecidos (cada
7 dias durante 4 y 3 semanas), calificAndolos con 0 si no hubo muestras con
presencia de hongos o bacterias y con 1 si se presentaron.
3.2.1.3.4. Mortalidad de explantes
Esta variable se obtuvo al observar altos grados de oxidacion y contaminacion
microbiana, considerandose como un explante muerto; se anotaron en los registros

segun los periodos establecidos (cada 7 dias durante 4 y 3 semanas), calificandolos
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con 0 si no hubo muestras oxidadas o contaminadas y 1 si hubo muestras oxidadas
0 contaminadas.
3.2.2 Tratamientos
El presente trabajo experimental estd compuesto por dos fases en donde uno de
ellos es establecer cuatro protocolos de desinfeccion para los nudos de babaco

como parte de la etapa de iniciacion, los cuales se describen a continuacion:

Tabla 3. Tratamientos de fase de protocolo de desinfeccion

Tratamientos Descripcion

3ml/L jabon liquido-povidin (10min), 6ml/L Dorbag (30min),

I Alcohol al 70% (1min), 1.25% viv NaClO (3min)

3ml/L jabon liquido-povidin (10min), 10% p/v gel de A. vera
T2 (30min), Alcohol al 70% (1min), 1.25% viv NaClO (3min)

3ml/L jabdn liquido-povidin (10min), 20% p/v gel de A. vera
T3 (30min), Alcohol al 70% (1min), 1.25% v/v NaClO (3min)

3ml/L jabén liquido-povidin (10min), Alcohol al 70% (1min),
T4 1.25% v/v NaClO (3min)

Reyes, 2022

La segunda fase de la etapa de iniciacion consistié en elaborar cuatro medios de

cultivo en donde se aplicaron cuatro tratamientos descritos de la siguiente forma:

Tabla 4. Tratamientos de la fase de establecimiento en medios de cultivo

Tratamientos Descripcién
T1 100% Medio *WPM, 2mg/L 6BAP, 4mg/L GAs
T2 100% Medio WPM, 2mg/L 6BAP, 0.3mg/L AlA, 4mg/L GA3
T3 50% Medio WPM, 2mg/L 6BAP, 4mg/L GAs, 10% p/v gel de A. vera
T4 2mg/L 6BAP, 4mg/L GAs, 15% p/v gel de A. vera

*WPM: Lloyd & McCown Woody Plant Basal Medium
Reyes, 2022
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3.2.3 Disefio experimental

El disefio experimental aplicado fue un disefio completamente aleatorizado para
los dos experimentos a realizar, a saber, la fase de protocolos de desinfeccion y
fase de establecimiento en medios de cultivo para la iniciacion in vitro de nudos de
babaco con 10 repeticiones en cada tratamiento.

Para comprobar la normalidad de la variable numérica continua (tamafio de
explantes) se aplicdé la prueba de Shapiro Wilks y en caso de presentar una
distribucion no normal se aplicé la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con 1%
de nivel de significancia, comparando las medianas cuando p sea <0.01.

En cuanto a las variables categoéricas, dicotomicas (brotacién, contaminacién por
namero de muestras y mortalidad de explantes) se aplico la prueba de Chi cuadrado
de Pearson para determinar el valor del nivel de significancia al 1%, se consideré
el coeficiente de Cramer para observar si las variables nominales estan o no
asociadas entre si. Se uso el software estadistico InfoStat 2017 1.2, para ingresar
los datos y obtener los resultados segun los datos recopilados evaluando cual fue
el mejor tratamiento con accion antiséptica y bioestimulante.

3.2.4 Delimitacion experimental

Tabla 5. Experimentos a realizar

Variables Descripcion

Fase de protocolo de desinfeccion

Lugar a realizar In vitro
NuUmero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 10
Numero de unidades experimentales 40
Fase de establecimiento en medios de cultivo

Lugar a realizar In vitro
Numero de tratamientos 4
Numero de repeticiones 10
Numero de unidades experimentales 40

Reyes, 2022
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3.2.5 Recoleccidén de datos
3.2.5.1. Recursos
3.2.5.1.1. Recursos bibliograficos
Como respaldo para la investigacion, se usaron informes de laboratorios,
articulos cientificos, tesis de pregrado y postgrado, informacion web, libros.
3.2.5.1.2. Material experimental
Se usaron plantulas de babaco en buen estado obtenidos del vivero “Flor de
Azalea” ubicado en la ciudad de Cuenca, hojas de sabila (A. vera) provenientes de
mi casa, compuestos para medios de cultivo y reguladores de crecimiento (AlA,
BAP, GAz), desinfectante-hidratante Dorbag, Alcohol al 70%, jabdn liquido-povidin,
NaClO al 5% marca comercial, agua destilada, autoclave, pH-metro, cAmara de
flujo laminar, materiales de vidrieria del laboratorio, equipo de diseccién quirargico,
balanza analitica.
3.2.5.1.3. Recursos humanos
Personal administrativo de la Universidad Agraria del Ecuador, director de tesis
y autora del presente proyecto.

3.2.5.1.4. Recursos econdmicos

Tabla 6. Costo de inversion de materiales

Equipos de laboratorio Valor total ($)
6BAP (citoquinina) 80
Auxina (AlA) 40
Medios de cultivo 50
Dorbagq (1litro) 30
Cloro comercial al 5% 3
Alcohol 70% 8
Alcohol 96% 3
Jabon liquido povidyn 120ml 8
Agar- agar 15
Azlcar 1
Plantas de babaco 2,5
Otros materiales 97
Total $337,5

Reyes, 2022
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3.2.5.2. Métodos y técnicas
3.2.5.2.1. Método exploratorio
Se aplico este método debido a que investigaciones recientes no informan el uso
del gel de A. vera en nudos de babaco Vasconcellea x heilbornii iniciadas in vitro.
3.2.5.2.2. Método analitico
A través de este método se logré6 comprender las distintas aplicaciones de
teorias o principios que se usaron en el proyecto.
3.2.5.2.3. Método inductivo
Este método permiti6 comprender los resultados obtenidos a fin de relacionarla
con las hipotesis y objetivos ya planteados.
3.2.5.3. Manejo del ensayo
3.2.5.3.1. Indicaciones del trabajo experimental
Se realiz6 un pretratamiento fitosanitario a las plantas de babaco por un periodo
de 3 meses al aplicar 200gr/hl de Kocide 2000 (fungicida — bactericida de contacto),
0.6gr/L de Amistar (fungicida sistémico) y 1.5ml/L de Dorbaqg (desinfectante —
hidratante) cada 15 dias alternando su aplicacién, también se aplic6 Marchfol y gel
de A. vera como fertilizantes y la citoquinina 6BAP para inducir el desarrollo de
yemas; 6 dias previos a la siembra se cortaron ramas de la planta con varios
segmentos nodales para colocarlos en vasos de plastico trasparente con una
solucién de 20% p/v de A. veray 150mg/L de 6BAP a fin de potenciar la vigorosidad
de la planta y activar las yemas vegetativas.
En los tratamientos de protocolo de desinfeccion, los explantes tratados se
sembraron en un cultivo de Lloyd & McCown Woody Plant Basal Medium con
vitaminas, reguladores de crecimiento y agar; en cuanto a los explantes de los

tratamientos de medios de cultivos se aplico un solo protocolo de desinfeccion para
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todos con jabon liquido-povidin, Alcohol al 70%, 1.25% NaClO luego se sembraron
en sus respectivos tratamientos.
3.2.5.3.2. Obtencion del extracto de gel de Aloe vera

Se cort6 la hoja de la sabila y se lavé con jabén liquido, se sec6 y colocd boca
abajo en un recipiente con agua destilada para recibir la aloina que segrega la hoja.
Pasando alrededor de 8 a 12 horas se corté un trozo de la hoja y se sacaron las
espinas que se encuentran en los costados, también se corta la parte posterior de
la hoja dejando solamente la parte anterior como base para iniciar el raspado del
gel, este gel se lo colocé en un cedazo y se le agreg6é 5 ml del agua destilada con
la aloina para tener una mejor disolucion del gel, una vez extraido el gel se lo pesé
en la balanza analitica segun la cantidad deseada.

3.2.5.3.3. Dosificaciones para la fase de establecimiento en medios de

cultivo

Se prepararon 4 tratamientos diferentes empleando el uso total, parcial y nulo
del medio WPM, reguladores de crecimiento y el gel de sabila, asi se comprobé
cual es el medio de cultivo que promueva el mejor desarrollo del explante; la
preparacion de los medios de cultivo se describe a continuacion:

1. En un beaker de 1000ml se agregé 250ml de agua desionizada y un iman
(en caso de poseer agitador magnético) o si no se agitaba con una barrilla de vidrio.

2. Se peso el medio WPM, el azlcar, los reguladores de crecimiento sintéticos,
el agar y el carbon activado, se los agreg6 al beaker (exceptuando al agar) agitando
continuamente la mezcla hasta lograr su disolucion.

3. Se enrasO hasta 500ml con agua desionizada, se ajusto el pH (5.8) con

NaOH y HCl.
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4. En una plancha magnética con regulador de temperatura, se coloco la
solucion hasta calentarla afiadiendo poco a poco el agar, luego se tapo el beaker y
los tubos de ensayo con papel aluminio, todos esos materiales se los llevé al
autoclave por 20min a 121°C y latm.

5. Ya esterilizados se los llevo a la camara de flujo y con una jeringa de 20 ml
se llené cada tubo de ensayo con la cantidad de 12ml del medio preparado,
finalmente se volvieron a tapar los tubos con su papel aluminio y con plastico film
se los sello hasta su posterior uso.

3.2.5.3.4. Protocolo de desinfeccion

Antes de iniciar con el proceso de desinfeccion se esterilizaron todos los
materiales que se usaron dentro de la camara de flujo incluso el agua destilada y la
solucion del gel de A. vera, exceptuando los otros productos de desinfeccién como
la povidona, alcohol al 70%, NaClO y el Dorbag.

Se llevé ramas de babaco con sus segmentos nodales al laboratorio y antes de
ingresar a la camara de flujo se cortaron los nudos a un tamafio de 3 a 5 cm, luego
se procedio a realizar los siguientes pasos dentro de la cAmara de flujo:

1. En un frasco de vidrio se agregd agua y jabon liquido-povidin, se agitd
durante 15min, luego se hicieron tres lavados con agua destilada estéril.

2. Segun el tratamiento a emplear, en un vaso precipitado se hizo la solucion
en 100ml agregando el producto de acuerdo al tratamiento y se agité por 30min,
luego se lavd una vez con agua destilada estéril.

3. Se dejo por el tiempo de 60" a los explantes en una solucién de alcohol al

70% luego se enjuago 3 veces con agua destilada.
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4. Se prepar6 la solucion de 1.25% v/v de NaClO en un vaso precipitado de
200mly se le agreg6 2 gotas de Tween 20, se colocaron los explantes en la solucion
agitando durante 3min, se dieron tres enjuagues.

5. Ya desinfectados los segmentos nodales de babaco, estos se diseccionan
tomando las yemas apicales y nodales realizando un corte en V con un bisturi n°23.

6. Los explantes se sembraron en sus respectivos tubos de ensayo con la
ayuda de pinzas previamente esterilizadas para luego sellarlos con su propio papel
aluminio y con plastico film.

7. Sellevo los explantes estudiados al cuarto de crecimiento con un fotoperiodo
de 16hrs luz y temperatura de 25+ 2 °C.

3.2.5.3.5. Toma de datos

Se registr6 semanalmente en un cuadernillo cada observacion de las variables
segun los tratamientos con sus repeticiones; en los tratamientos de protocolos de
desinfeccidn cada repeticion se evalu6 segun su progreso cada 7 dias después de
la siembra hasta completar los 28 dias (4 semanas) de desarrollo de los explantes
y de igual forma en la fase de establecimiento en medios se evalud cada repeticion
segun su progreso cada 7 dias después de la siembra hasta completar los 21 dias
(3 semanas) de desarrollo de los explantes.

Para evaluar las variables brotacion, contaminacion por nimero de muestras y
mortalidad de explantes, se utiliz6 los valores 0 (ausencia) y 1 (presencia)
anotandolos en cada casilla hasta completar las 10 repeticiones por cada
tratamiento tanto para la fase de protocolo de desinfeccién asi como en medios de
cultivo; en cuanto a la variable tamafio de explantes se anotaron las medidas en
centimetro en cada casilla hasta llegar a las 10 repeticiones por cada tratamiento

segun las semanas establecidas.



46

3.2.6 Analisis estadistico
3.2.6.1. Hipotesis estadistica
3.2.6.1.1. Fase de Protocolo de desinfeccion
Ho: Ninguno de los tratamientos aplicados en los protocolos de desinfeccion
tendran diferencia estadistica en el efecto antiséptico de los explantes.
Ha: Al menos uno de los tratamientos de protocolos de desinfeccién tendra
diferencia significativa en la asepsia de nudos de babaco.
3.2.6.1.2. Fase de establecimiento en Medios de cultivo
Ho: Ninguno de los tratamientos aplicados en los medios de cultivo tendran
diferencia estadistica en el desarrollo vegetativo de los explantes.
Ha: Al menos uno de los tratamientos aplicados en los medios de cultivo tendra

diferencia significativa en el desarrollo vegetativo de nudos de babaco.
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4. Resultados
4.1 Determinacion de los protocolos de desinfeccién con gel de A. veray
convencional para la iniciacion in vitro de babaco
4.1.1 Pruebas preliminares para protocolos de desinfeccion
Se realizaron estas pruebas con la finalidad de analizar los compuestos que
formaron parte de otras investigaciones comprobando su efectividad para
implementarlos en los tratamientos de los protocolos de desinfeccion de esta
investigacion.
4.1.1.1. Primera prueba para protocolos de desinfeccion
Se pudo observar que después de la desinfeccién los tallos de los explantes
presentaron moteados a causa de la concentracibn de NaClO, al finalizar la
desinfeccién la mayor parte de los explantes terminaban oxidados. En cuanto a los
explantes que se desinfectaron con gel de Aloe, estos lograron mantener su

coloracion verde durante y después del protocolo de desinfeccion.

Tabla 7. Primer prototipo para protocolos de desinfeccién

Protocolos de Desinfeccion

Solucién jabonosa + 200mg acido ascorbico y 150mg 6BAP (4hrs) + 1.5% NaCIO
+10% y 20% de Aloe + 120mg de oxitetraciclina y 40mg/ml gentamicina (2hr)

Reyes, 2022

4.1.1.2. Segunda prueba para protocolos de desinfeccion
En esta prueba se suprimié la gentamicina como parte del protocolo de
desinfeccion ya que en la anterior prueba no hubo mucha presencia de
contaminacion bacteriana, en cuanto al gel de Aloe se aumentd la concentracion
para observar si presentd un mayor control tanto como desinfectante o
bioestimulante; se observo que varios explantes presentaban oxidacion luego de la

desinfeccién con el NaClO.
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Tabla 8. Segundo prototipo para protocolos de desinfeccion

Protocolos de Desinfeccion

Solucién jabonosa + 200mg acido ascorbico y 150mg 6BAP (4hrs) + 1.5% NaCIO
+10% y 20% de Aloe + 60mg/ml de oxitetraciclina (2hr)

Reyes, 2022
4.1.1.3. Tercera prueba para protocolos de desinfeccion
Como parte del protocolo de desinfeccion se implement6 el desinfectante Dorbag
y el alcohol al 70% ademas se disminuyd la concentracién del NaClO. En esta
prueba se pudo observar que durante la desinfeccion se logré conservar la
consistencia y vigorosidad de los explantes a causa de la reduccion de la

concentracion del cloro.

Tabla 9. Tercer prototipo para protocolos de desinfeccion

Protocolos de Desinfeccion
3ml/L Solucion jabonosa + 10% y 20% de Aloe + Dorbaq 6ml/L + Alcohol al 70%
(1min) + 1.25% NaClO (5min)
Reyes, 2022

4.1.1.4. Cuarta prueba para protocolos de desinfeccion
En esta prueba se consider6 disminuir el tiempo y los productos usados en el
protocolo de desinfeccion para mantener con mayor vigorosidad a los explantes,

hubo presencia de explantes oxidados al terminar la desinfeccion.

Tabla 10. Cuarto prototipo para protocolos de desinfeccién

Protocolos de Desinfeccion

3ml/L Solucion jabonosa + Alcohol al 70% (1min) + 1.25% NaCIO (5min)

Reyes, 2022

4.1.1.5. Quinta prueba para protocolos de desinfeccién
Se implemento el yodo como parte de la solucién jabonosa para la desinfeccion
de los explantes ademas se disminuy6 el tiempo de exposicidén de los explantes de

babaco ante el NaClO; se observé que los explantes mantuvieron mayor
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vigorosidad al terminar la desinfeccion definiendo este protocolo de desinfeccién

como el mas eficiente para implementarlo en los tratamientos de esta investigacion.

Tabla 11. Quinto prototipo para protocolos de desinfeccién

Protocolos de Desinfeccion

3ml/L Jabon liquido-povidin + Alcohol al 70% (1min) + 1.25% NaCIO (3min)

Reyes, 2022

Los resultados obtenidos en esta primera parte del trabajo experimental
comprenden a la fase de protocolos de desinfeccién en donde se evaluaron las
variables dependientes: Brotacion, tamafio de explantes, contaminacién por
namero de muestras y mortalidad de explantes, estas fueron evaluadas por el
periodo de 7, 14, 21 y 28 dias luego de la siembra in vitro bajo condiciones
controladas.

En la figura 1 se puede observar los porcentajes que se obtuvieron de cada
variable evaluada segun los tratamientos de desinfeccidn que se aplicaron a los

nudos de babaco siendo el T2 el mas resaltante.

Resultado de las variables a los 7 y 28 dias despues de la desinfeccion

uTiDorbaq =T2Aloe 10% mT3Aloe20%  T4NaCl0O |
80%

52%
50%
i 40%
£ 32%
z 30%
: 24%% w% 2w
g 20% 18% 20%
20% 15% 17% 17% 15%
13%
10% 0 0
we 5% 5% 5% '
3% 3% 3% I%__3%
0% .% ! -0% 0% 0% 0% .
0% ‘
7 dias 28 dias 7 dias 28 dias 7 dias 28dias | T7dias 28 dias
Brotacion Tamano de explantes Contaminacion Mortalidad de explantes

Figura 1. Resultados a los 7 y 28 dias de protocolo de desinfeccion
Reyes, 2022
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4.1.2 Resultados obtenidos a los 7 dias de la desinfeccidn

En el transcurso de la primera semana no se logré observar muchos brotes en
los explantes, a pesar de ello algunos mantuvieron su coloracién verde esto se
evidencio con los T2 y T3, tomando en consideracion que los T2 y T4 presentaron
moderados porcentajes de contaminacion, los tratamientos con Dorbaq y 10% de
Aloe no presentaron contaminacién, pero si tuvieron muestras con una mortalidad
considerable. Segun las pruebas establecidas se obtuvieron valores mayores al 1%
de nivel de significancia, aceptando la Ho en donde ninguno de los tratamientos
presento diferencia estadistica significativa entre las variables evaluadas durante la
primera semana, siendo la variable brotaciébn quien presenté una asociacion

moderada con los tratamientos evaluados.

Tabla 12. Pruebas estadisticas en variables categéricas a los 7 dias

Pruebas estadisticas segln las variables

Brotacion Contaminacioén Mortalidad
Chi Hipdtesis  Coef. Chi Hipétesis Coef. Chi Hipétesis Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0347 *Ho 0.33 0.5508 *Ho 0.16 0.1264 *Ho 0.27

*Ho: Se acept6 la hipétesis nula
Reyes, 2022

Resultado de las variables a los 7 dias de la desinfeccion
» T1 Dorbaq T2 Aloe 10% m T3 Aloe 20% T4 NacCIlO

35% 329
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2 20%
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- 10%
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5% 3% 3%
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Brotacion Tamano de Contaminacién Mortalidad de
explantes explantes

Figura 2. Resultados de protocolos de desinfeccion a los 7 dias
Reyes, 2022
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Al aplicar la prueba de normalidad de Shapiro Wilks, se comprobd que los datos
ingresados de la variable tamafio difieren en su distribucién normal al presentar un
valor de p=0.0001< 0.01, por lo tanto, se aplic6 una prueba no paramétrica
obteniendo un valor de p=0.3816, aceptando la hipotesis nula, ya que ninguno de
los tratamientos tuvo diferencia estadistica en el tamafio de explantes durante la
primera semana siendo el T2 quien presenté mayor tamafio de explantes con 0.39

cm de altura.

Tabla 13. Prueba estadistica en variable numérica a los 7 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamano de explantes (cm)

Shapiro Wilks Kruskall-Wallis Egitg?jtigfiicsa
0.0001 0.3816 *Ho
*Ho: Se aceptd la hipbtesis nula
Reyes, 2022

4.1.3 Resultados obtenidos a los 14 dias de la desinfeccion

De acuerdo a los datos registrados se observé que a los 14 dias hubo mayor
presencia de brotes en todos los tratamientos menos en T4 a causa de la oxidacion
presentando un total de 10 muestras con mortalidad, también se presencio
contaminacion en todos los tratamientos a diferencia de aquellos que se
desinfectaron con Dorbaq durante 30 min (T1).

Segun indica la tabla 14, en las variables brotacion y contaminacion se acepto la
Ho en donde ninguno de los protocolos aplicados influyé de forma significativa
estadisticamente en la brotacidbn ni en la contaminacion de las muestras; a
diferencia de la variable mortalidad quien obtuvo un valor de p=0.0089<0.01
aceptando Ha, siendo el T2 quien presentd 10% de mortalidad de explantes con 6
muestras que no presentaron ninguna contaminacion u oxidacién, mientras que los

demas tratamientos presentaron porcentajes mayores al 20% con presencia de
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oxidacion a los 14 dias después de la siembra, también se analizé el valor del
coeficiente de Cramer para cada variable en donde brotacion y mortalidad tuvieron
una moderada relacion con los tratamientos siendo el T2 quien presentdé mayor

cantidad de brotes con 6 muestras.

Tabla 14. Pruebas estadisticas en variables categéricas a los 14 dias

Pruebas estadisticas segun las variables

Brotacién Contaminacion Mortalidad
Chi Hipotesis  Coef. Chi Hipotesis Coef. Chi Hipotesis Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0244 *Ho 0.34 0.7816 *Ho 0.12 0.0077 *Ha 0.39

*Ho: Se aceptd la hipbtesis nula, *Ha: Se acepto la hipétesis alternativa
Reyes, 2022

Resultado de las variables a los 14 dias de la desinfeccion

| mT1Dorbaq =T2Aloe10% mT3 Aloe 20% T4 NaCIO |
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Brotacion Tamaiio de Contaminacion Mortalidad de
explantes explantes

Figura 3. Resultados de protocolos de desinfeccion a los 14 dias
Reyes, 2022
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A partir de esta semana comenz0 a notarse un mayor tamafio en los explantes
gue se trataron con 10% de gel de Aloe a diferencia de los demas tratamientos que
mantuvieron su tamafio de explante, esta variable no tuvo diferencia significativa
entre los tratamientos de protocolos de desinfeccion. Durante las observaciones

algunos explantes oxidados se precipitaron gradualmente en el medio de cultivo.
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Tabla 15. Prueba estadistica en variable numérica a los 14 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamafo de explantes (cm)

Shapiro Wilks Kruskall-Wallis Jipotesis
0.0001 0.1444 *Ho
*Ho: Se aceptd la hipbtesis nula
Reyes, 2022

4.1.4 Resultados obtenidos a los 21 dias de la desinfeccion

La mayor parte de los brotes que se formaron en los explantes de babaco eran
callos, en T2 se mantuvo la presencia de brotes con hojas y tallos a diferencia del
T4 quien no ha presentado ningun brote después de la siembra; hubo
contaminacion en todos los tratamientos exceptuando el T1, en cuanto a la
mortalidad hubo mayores muestras oxidadas en los T1, T3y T4.

De acuerdo a los datos estadisticos, se acept6 que todos los tratamientos de los
protocolos de desinfeccion no tuvieron una diferencia significativa entre las
variables categoricas observadas en los explantes de babaco al completar los 21
dias. Se presentd independencia de los tratamientos aplicados con la variable
contaminacion, las variables brotacibn y mortalidad tuvieron una moderada

dependencia o asociacion con los tratamientos

Tabla 16. Pruebas estadisticas en variables categoricas a los 21 dias

Pruebas estadisticas segun las variables

Brotacion Contaminacion Mortalidad
Chi Hipétesis  Coef. Chi Hipétesis Coef. Chi Hipétesis Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0175 *Ho 0.36 0.7816 *Ho 0.12 0.0175 *Ho 0.36

*Ho: Se acepté la hipbtesis nula
Reyes, 2022
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Resultado de las variables a los 21 dias de la desinfeccion

| ®mT1Dorbaq =T2Alce 10% uT3 Aloe 20% T4 NaCIO |
45%
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1] 1]
[ 0% [
Brotacion Tamaifio de Contaminacién Mortalidad de
explantes explantes

Figura 4. Resultados de protocolos de desinfeccién a los 21 dias
Reyes, 2022

En cuanto a la variable tamafio de explantes, segun lo observado en las
muestras del T4 la oxidacién incidi6 mucho en el crecimiento de los explantes
alcanzando solo 0.25 cm, en el T2 hubo un mejor desarrollo debido a que se usaron
yemas apicales las cuales lograron mantener nuevos brotes con un tamafo de 0.45
cm; cabe recalcar que en todos los tratamientos se usaron yemas apicales y
nodales. De acuerdo a los datos evaluados, ninguno de los tratamientos tuvo
diferencia estadistica en el tamafio de explantes de babaco con un valor p=0.2317
aceptando la Ho.

Tabla 17. Prueba estadistica en variable numérica a los 21 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamafio de explantes (cm)

. . . Hipotesis
Shapiro Wilks Kruskall-Wallis Estadistica
0.0001 0.2317 *Ho

*Ho: Se acept6 la hipétesis nula
Reyes, 2022
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4.1.5 Resultados obtenidos a los 28 dias de la desinfeccidn

En esta Ultima observacion algunos brotes se mantuvieron, pero otros redujeron
su crecimiento a causa de la oxidacion presentando 1 muestra con brotes en el T3
y O brotes en el T4, en cuanto a la contaminacién no hubo muchas muestras
contaminadas a excepciéon del T3 quien presentd un 5% de explantes
contaminados; el T2 es quien tuvo la mayor presencia de brotes disminuyendo la
presencia de contaminacion hasta el 3% y solo presenté 10% de mortalidad.

De acuerdo a las pruebas estadisticas se acept6 Ho en la variable
contaminacion, pero se rechazo en las variables brotacién y mortalidad con valores
menores al 1% de probabilidad de error, demostrando que el T2 tuvo mayor
presencia de brotes con un 15%, en cuanto a la variable mortalidad de igual forma
el T2 presentd menor presencia de explantes oxidados, siendo el T4 quien presenté
mayores muestras con mortalidad al presentar un 25% a los 28 dias luego de la
siembra, se presentd una moderada asociaciéon de los tratamientos con las
variables mortalidad de explantes y brotacién, en cuanto a la contaminacion hubo
una moderada independencia debido a que los tratamientos lograron mantener

niveles adecuados de asepsia.

Tabla 18. Pruebas estadisticas en variables categodricas a los 28 dias

Pruebas estadisticas segun las variables

Brotacion Contaminacion Mortalidad
Chi Hipotesis  Coef. Chi Hipotesis Coef. Chi Hipotesis Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0077 *Ha 0.39 05276 *Ha 0.17 0.0077 *Ha 0.39

*Ho: Se aceptd la hipdtesis nula, *Ha: Se acepto la hipotesis alternativa
Reyes, 2022
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Resultado de las variables a los 28 dias de la desinfeccion
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Figura 5. Resultados de protocolos de desinfeccion a los 28 dias
Reyes, 2022

Al comprobar que los datos no tienen una distribucion normal en la variable
tamafio de explantes, se procedié aplicar la prueba no paramétrica de Kruskall-
Wallis dando un valor de p=0.0173>0.01 analizando que ninguno de los
tratamientos influy6 de forma estadisticamente significativa en el tamafio de
explantes siendo el T2 quien alcanzé el mejor tamafio con una mediana de 0.6 cm
a los 28 dias luego de la siembra.

Tabla 19. Pruebas estadisticas en variable numérica a los 28 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamafo de explantes (cm)

, , , Hipodtesis
Shapiro Wilks Kruskall-Wallis Estadistica
0.0001 0.0173 *Ho

*Ho: Se acept6 la hipétesis nula
Reyes, 2022
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4.2 Evaluacién de los medios de cultivo con gel de A. veray convencional
para la fase de iniciacién in vitro de babaco
4.2.1 Pruebas preliminares para medios de cultivo
Estas pruebas se realizaron con el objetivo de estudiar los compuestos que
formaron parte de otros trabajos e investigaciones relacionandolas al trabajo
planteado, comprobando su efectividad para implementarlos como parte de los
tratamientos de los medios de cultivos a realizar.
4.2.1.1. Primera prueba para medios de cultivo
En los medios de cultivos tratados con gel de Aloe se observé una mayor
gelificacion, ademas que se afiadié un antibidtico a fin de disminuir la contaminacion
bacteriana; a pesar de todo lo aplicado todas las muestras se oxidaron y luego se
contaminaron por hongos.

Tabla 20. Primer prototipo para medios de cultivo

Medios de cultivo

MS 4.43 gr/L + 1mg ANA + 3mg 6BAP + 10% y 20% de Aloe + 5ml tetraciclina

Reyes, 2022

4.2.1.2. Segunda prueba para medios de cultivo
Se redujo al 50% el medio MS y se le afiadio el acido ascorbico con la finalidad
de disminuir la oxidacion de los explantes ademas que se le afiadi6 CuSO4 para
disminuir la contaminacion, se aumentd la concentracion de gel de Aloe para
observar si hubo efectos bioestimulante; como resultado los explantes no lograron
desarrollarse.

Tabla 21. Segundo prototipo para medios de cultivo

Medios de cultivo
2.215gr/l MS + 1mg ANA + 3mg 6BAP + Aloe 15% y 25% + 0.1 mg CuSO4 +
150mg/L acido ascérbico
Reyes, 2022




58

4.2.1.3. Tercera prueba para medios de cultivo
Se afadié el aceite de canela debido a sus propiedades antifingicas y se
disminuyo la concentracion del antibiético, a pesar de los productos usados se

presentd contaminacion en las muestras.

Tabla 22. Tercer prototipo para medios de cultivo

Medios de cultivo
2.215gr/L MS + 1mg ANA + 3mg 6BAP + 15% y 25% gel de Aloe + 0.1 mg CuSO4
+ 150mg/L acido ascorbico + 0.5 gr/L aceite de canela (tween 20) + oxitetraciclina
0.25 mg/ml
Reyes, 2022

4.2.1.4. Cuarta prueba para medios de cultivo
Se agreg6 el hidroxido de cobre como parte del medio de cultivo a fin de
mantener un mayor control de los agentes contaminantes. Se logré observar que
en el medio de cultivo el hidréxido de cobre no se incorporé en su totalidad a los
demas componentes, a pesar de ello no se presencié contaminacion en los medios,
pero si hubo altos niveles de oxidacion en los explantes.

Tabla 23. Cuarto prototipo para medios de cultivo

Medios de cultivo

2.215gr/L MS + 1mg ANA + 3mg 6BAP + 15 %y 25% de Aloe + 0.1 mg CuSO4 +

150mg/L acido ascoérbico + 0.2gr/L hidréxido de cobre

Reyes, 2022

4.2.1.5. Quinta prueba para medios de cultivo
Se reemplazé el medio MS por el medio WPM ya que éste es especificamente
para plantas con caracteristicas especificas del babaco, se sustituyo la auxina ANA
por AlA debido a que la primera auxina mencionada causa mayor oxidacion en los
explantes, de igual forma se afiadio el carbon activado para disminuir la oxidacion.
Se observo que los explantes mantuvieron mayor vigorosidad y no hubo

presencia de contaminacion incluso se presenciaron hojas y callos en todos los
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explantes; a partir de esta prueba se pudo establecer la mayor parte de los
componentes que conformarian los tratamientos de los medios de cultivo.

Tabla 24. Quinto prototipo para medios de cultivo

Medios de cultivo

2.41gr/L WPM + 2mg/L 6BAP + 0.3mg/L AIA + 4mg/L GAs + Carbdn activado
Reyes, 2022

En esta fase de establecimiento en medios de cultivo se usaron cuatro
tratamientos en donde se evalué cada uno segun las composiciones del medio; las
variables dependientes evaluadas fueron: Brotacion, tamafio de explantes,
contaminacién por numero de muestras y mortalidad de explantes; el tiempo de
evaluacion fue de 7, 14 y 21 dias luego de la siembra in vitro bajo condiciones
controladas.

En la figura 6 se puede observar los tratamientos con los porcentajes de cada
variable evaluada en los tratamientos de medios de cultivos, siendo el T1 y T4
guienes presentaron resultados mas favorables segun se puede observar entre los

demas tratamientos evaluados.

Resultado de las variables a los 7 y 21 dias en medios de cultivo
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Figura 6. Resultados a los 7 y 21 dias de medios de cultivo
Reyes, 2022
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4.2.2 Resultados obtenidos alos 7 dias en medios de cultivo

Se observo que la mayor parte de los brotes son callos, pero algunos explantes
luego de presentar oxidacibn generaron nuevos brotes, hubo muestras
contaminadas por bacterias en su mayoria enlos T1y T2 con 2 muestras cada uno,
en lo que respecta a la mortalidad todos los tratamientos presentaron oxidacion
excepto el T4 con 15% de Aloe quien no presentd ninguna muestra oxidada o
contaminada.

Se determind por medio de la prueba estadistica de Chi cuadrado de Pearson el
nivel de significancia en donde las variables brotacion y contaminacién se acept6
la hipotesis nula debido a que los valores de p fueron mayores a los establecidos,
en cuanto a la variable mortalidad de explantes hubo diferencia significativa con
moderada asociacion con los tratamientos, demostrando que el T4 tuvo menor
mortalidad con 0% luego de la siembra, pero el T2 fue quien mayor mortalidad
presentd con 23% a los 7 dias después de la siembra. En cuanto a las variables
brotacién y contaminacion presentaron una dependencia baja con los tratamientos

aplicados.

Tabla 25. Pruebas estadisticas en variables categoricas a los 7 dias

Pruebas estadisticas segun las variables

Brotacion Contaminacion Mortalidad
Chi Hipétesis  Coef. Chi Hipétesis  Coef. Chi Hipétesis  Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0533 *Ho 031 0.2173 *Ho 0.24 0.0010 *Ha 0.45

*Ho: Se aceptd la hipétesis nula, *Ha: Se acepto la hipétesis alternativa
Reyes, 2022
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Resultado de las variables a los 7 dias en medios de cultivo
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Figura 7. Resultados de medios de cultivo a los 7 dias

Reyes, 2022

Acorde a las observaciones realizadas, hubo mejor desarrollo en los explantes
tomados del area apical de la plantula de babaco; se evaluaron los datos y no
presentaron una distribucion normal, para ello se realizé la prueba no paramétrica
obteniendo un valor de p=0.5443>0.01 aceptando la hipétesis nula al no presentar
diferencia estadistica entre los tratamientos, en donde los T1y T3 presentaron una

mediana de 0.30 cm siendo los tratamientos con mayor tamafio a diferencia del T2
con 0.20 cm a los 7 dias después de la siembra.

Tabla 26. Prueba estadistica en variable numérica a los 7 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamafo de explantes (cm)

Shapiro Wilks Kruskall-Wallis E'*Sitg%téfiicsa
0.0030 0.5443 *Ho
*Ho: Se aceptd la hipotesis nula
Reyes, 2022

4.2.3 Resultados obtenidos a los 14 dias en medios de cultivo
De acuerdo a las observaciones realizadas en este periodo los explantes del T2

se oxidaron tomando una coloracion blanca, en el T3 aparecieron hojas nuevas y
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se mantuvo la coloracién verde de los explantes esto se presencié mas en las
muestras con yemas apicales, en los T1 y T4 se mantuvo la brotacion con 5
muestras resaltando la presencia de hojas y callos.

Al ingresar los datos al software estadistico se obtuvieron los valores para
comparar el nivel de significancia, por lo tanto, se acepté la hipétesis nula para las
tres variables categoéricas, en donde ninguno de los tratamientos presento
diferencia estadisticamente significativa con una baja asociacion entre las variables

y los tratamientos, demostrando que no hubo una relacién de dependencia durante
los 14 dias luego de la siembra.

Tabla 27. Pruebas estadisticas en variables categéricas a los 14 dias

Pruebas estadisticas segun las variables

Brotaciéon Contaminacion Mortalidad
Chi Hipdtesis  Coef. Chi Hipétesis Coef. Chi Hipétesis Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0154 *Ho 036 0.2701 *Ho 0.22 0.0313 *Ho 0.33

*Ho: Se acept6 la hipétesis nula
Reyes, 2022

Resultado de las variables a los 14 dias en medios de cultivo
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Figura 8. Resultados de medios de cultivo a los 14 dias
Reyes, 2022
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Durante las observaciones y toma de datos muchos explantes aumentaron su
tamano eso se vio en T1 con el 30% al presentar tallos mas largos lo mismo ocurrié
con los explantes en T3 debido a la presencia de yemas apicales activas.

Al presentar una distribucién no normal, se aplicé la prueba de Kruskall y segun
los resultados estadisticos, se acepté la hipo6tesis nula debido a que el
p=0.0402>0.01 por lo tanto los tratamientos planteados no influyeron de forma
estadisticamente significativa en el tamafio de explantes luego de 14 dias después

de la siembra.

Tabla 28. Prueba estadistica en variable numérica a los 14 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamafo de explantes (cm)

: . , Hipotesis
Shapiro Wilks Kruskall-Wallis Estadistica
0.0001 0.0402 *Ho
*Ho: Se acept6 la hipotesis nula
Reyes, 2022

4.2.4 Resultados obtenidos a los 21 dias en medios de cultivo

Algunos tratamientos mantuvieron la cantidad de brotes que tuvieron desde el
inicio como es el caso del T1, los demas fueron disminuyendo de forma gradual y
total. La mayoria de brotes fueron hojas con callos, en el T3 se observaron
explantes que desarrollaron nuevos tallos con hojas cercanas a las yemas apicales,
siendo el T1 quien presentd una mayor brotacion con 13% seguido del T4 con 10%.
Algunos brotes que desarrollaron callos se oxidaron, pero a pesar de ello no
presentaron contaminacion en esta Ultima observacion.

Se determino por medio de pruebas estadisticas los niveles de significancia para
cada variable cualitativa dando como respuesta valores mayores a 0.01

demostrando de esta forma que no hay significancia estadistica presentando
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moderada relacion de dependencia entre las variables evaluadas con los

tratamientos planteados.

Tabla 29. Pruebas estadisticas en variables categdricas a los 21 dias

Pruebas estadisticas segun las variables

Brotacion Contaminacion Mortalidad
Chi Hipétesis  Coef. Chi Hipotesis Coef. Chi Hipotesis Coef.
cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer cuadrado Estadistica Cramer

0.0602 *Ho 0.30 0.2701 *Ho 0.22 0.0741 *Ho 0.29
*Ho: Se acepto la hipétesis nula
Reyes, 2022

Resultado de las variables a los 21 dias en medios de cultivo
| =5T1WPM T2 WPM+AIA = T3 50%WPM+10%Aloe T4 15%Aloe |
40% 38%
35% 33%
30%
25%,
= 25%

. 20%
- 19%, o g0t

o,

Porcentaje

15% 13% 13%

10% 10%
10% 8%
5% 5%
5% 3%
0% I B o
0%

Brotacion Tamaiio de explantes Contaminacion Mortalidad de
explantes

Figura 9. Resultados de medios de cultivo a los 21 dias
Reyes, 2022

Algunos explantes observados a los 21 dias luego de la siembra presentaron
oxidacion y se precipitaron en el medio de cultivo, el T3 es el que mayor crecimiento
ha obtenido con una mediana de 0.4 cm seguido por el T1 con 0.35 cm a pesar de
presentar niveles moderados de contaminacion. Debido a que el valor del nivel de
significancia fue mayor a 0.01, se acepto la hipotesis nula demostrando que los
tratamientos no son estadisticamente significativos en esta variable evaluada,

previamente comprobando que no hay una distribucion normal en la variable

numérica tamafo de explantes.
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Tabla 30. Prueba estadistica en variable numérica a los 21 dias

Pruebas estadisticas segun la variable

Tamafio de explantes (cm)

. . . Hipotesis
Shapiro Wilks Kruskall-Wallis Estgdl’stica
0.0001 0.0221 *Ho
*Ho: Se acepto la hipétesis nula
Reyes, 2022

4.3 Valoracion del gel de Aloe vera como suplemento antiséptico y
biorregulador en los nudos de babaco

En este objetivo se va a considerar el efecto que tuvo el gel de A. vera en las
variables brotacion, tamafio de explantes, contaminacién por nUmero muestras y
mortalidad de explantes. Al observar el desarrollo de los explantes con gel de A.
vera con varias dosis se lograron resultados con altos e iguales porcentajes tanto
en los protocolos de desinfeccién como en los medios de cultivos.

4.3.1 Gel de A. vera como suplemento antiséptico en protocolos de

desinfeccion

Valoracion del gel de A. vera en protocolos de desinfeccion
T2 Aloe 10% = T3 Aloe 20%

52%
32%
24% 23%
18°
15% 13% .
10% 10% 10%
5% 39, I 3% = 39, 5%,
| . b |
T dias 28 dias 7 dias 28 dias 7 dias 28 dias 7 dias 28 dias
Brotacion Tamaiio de explantes| Contaminacion Mortalidad de
explantes

Figura 10. Valoracién del gel de A. vera en protocolo de desinfeccién
Reyes, 2022
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Segun indica la figura 10, al usar el gel de la s&bila como parte de la desinfeccién
de los nudos de babaco, éstos tuvieron un buen desarrollo incluso se observo que
su color y consistencia vegetativa se mantuvo luego de exponerse por varios
minutos ante el alcohol e hipoclorito de sodio, compuestos que causan alteraciones
en la epidermis de las plantas, también se evidenci6 muestras con niveles
moderados de mortalidad y contaminacion los cuales se lograron controlar luego
de establecerlos in vitro.

Al aplicar 10% del gel de A. vera se logré controlar la contaminacion al iniciar con
un 3% y terminar con el mismo valor del 3%, en cuanto a la mortalidad hubieron
solo 4 muestras que se oxidaron, pero se logré alcanzar una mayor brotacién con
6 muestras que presentaron buen desarrollo vegetativo ademas el tamafio de los
explantes fueron los mejores con una mediana de 0.6 cm, analizando que a pesar
de usar una concentracion del 10% del gel de A. vera con el mismo tiempo de
inmersion (30min) los resultados fueron mas deseables que con una dosis
aumentada al 20% p/v A. vera.

En el T3 con 20% p/v de A. vera se inicié con un buen porcentaje de crecimiento
y tamafio de explantes tomando en cuenta la presencia de la mortalidad, pero a la
cuarta semana aumentoé la contaminacion hasta un 5% afectando el desarrollo de
los explantes dejando solo 1 muestra viable a los 28 dias luego de la siembra, esto
puede ser a causa de bacterias las cuales son enddgenas en las plantas de babaco,
bacterias a las cuales no se logré controlar en su totalidad durante los protocolos
de desinfeccidn establecidos para esta fase.

4.3.2 Gel de A. vera como biorregulador en medios de cultivo
En la fase de establecimiento en medios de cultivo, al aplicar el gel de sabila se

observaron altos porcentajes de crecimiento como muestra la figura 11, una de las
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causas pudo ser que al aplicar otros reguladores de crecimiento como el 6BAP y el
GAs actuaron en conjunto para mantener un buen tamafio y mayor brotacion,
siendo esta una buena combinacién ya que otros reguladores sintéticos de tipo
auxinico causan oxidacion, por ello se reemplazoé el uso de AlA (acido indol acético)
por el gel de A. vera quien también posee propiedades auxinicas.

En la aplicacién del 10% p/v de A. vera, hubo 5 muestras con mortalidad a los 7
dias después de la siembra, ya en los 21 dias se presencid contaminacion al 3%
incluso la mortalidad aumento un poco. También se obtuvo mayor presencia de
brotes como callos y hojas ademas de explantes en buen estado. A los 21 dias
disminuy6 la brotacién, pero aun los que quedaron aumentaron de tamafio,
demostrando de esta forma que el gel de A. vera al agregarlo en el medio de cultivo
produjo efectos de elongacion promoviendo el crecimiento en hojas jévenes de los
nudos de babaco, todo esto es debido a la presencia del aminoacido acido
glutamico quien va a mejorar la absorcién de nutrientes del medio WPM.

Al emplear el 15% de A. vera se logro disminuir en la primera semana los niveles
de mortalidad y contaminacion al 0%, incluso se obtuvo un buen tamafio con una
mediana de 0.2 cm y con una brotacion de 18%, al transcurrir los 21 dias aumento
la presencia de mortalidad al 18% trayendo como consecuencia la resta de nuevos
brotes vegetativos y su tamafo, esto puede ser porque no se le agregaron las sales
del WPM pero a pesar de ello no disminuy6 en su totalidad el tamafio y los brotes
ya desarrollados en contraste con los demas tratamientos que si poseian este

medio nutritivo.
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Valoracion del gel de A. vera en medios de cultivo

| m T3 50%WPM+10%Aloe u T4 15%Aloe |
0% 38%

30% 29%
24%

18% 19% 20% 89,
13%
10% 10%
10%
500
5% 4 3%
0% 0% 0% 0%
0%

7 dias 21 dias 7 dias 21 dias 7 dias 21 dias 7 dias 21 dias

Porcentaje %
BN
E- S

o
R

Brotacién Tamaiio de explantes| Contaminacion Mortalidad de
explantes

Figura 11. Valoracion del gel de A. vera en medios de cultivo
Reyes, 2022
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5. Discusion

De acuerdo a los resultados expuestos de la presente investigacién sobre el
efecto bioestimulante y antiséptico del gel de A. vera aplicados en nudos de babaco,
se logr6 obtener resultados positivos acorde a la hipo6tesis anteriormente
planteadas, en donde la primera hipotesis consistio en las dosificaciones propicias
en los protocolos de desinfeccion para disminuir la presencia de fitopatdgenos en
el cultivo in vitro de nudos de babaco, demostrando que en la fase de protocolos de
desinfeccién el gel de A. vera disminuy0 la presencia de agentes contaminantes
ademas de incrementar el tamafio de los explantes y brotacion al sumergirlos por
el tiempo de 30 minutos con la cantidad del 10% p/v, lo cual va de acuerdo a lo
aplicado en nudos de violeta africana, ya que al sumergirlas durante 10 y 20 min en
10% y 20% de gel de sébila, se obtuvo de estos tratamientos los mejores resultados
incluso se mantuvo la vigorosidad de las plantas con tallo y hojas firmes ademas
de mantener un color verde intenso (Rodriguez, 2015).

Al usar Dorbaq (30 min) e hipoclorito de sodio al 1.25% (3 min) como parte del
T1 se obtuvieron los niveles mas bajos de contaminacion, pero como efecto
secundario se dio la oxidacion y muerte de la mayoria de los explantes tal como
indicaron Jadan et al. (2016) ya que al exponer a los explantes bajo la solucion de
1.5% de NaClO por 10min se logré disminuir un 57% la contaminacién microbiana
pero como consecuencia obtuvieron plantulas necrosadas, lo que coincide con
Lapiz et al. (2020) quienes aplicaron el mismo protocolo de desinfeccion de los
anteriores autores, obteniendo muestras con altos indices de mortalidad a causa
de los tiempos de inmersién durante la desinfeccion dando como resultados
explantes necrosados con un color marrén oscuro ademas de presentar

contaminacion por bacterias en la mayoria de los explantes.
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En lo que respecta a los explantes de los tratamientos de desinfeccion, se
sembraron en medios de cultivo ya preparados, los cuales contenian reguladores
de crecimiento como 6BAP, GAz y AlA, este ultimo segun indicé Jordan (2015) al
agregar el regulador de crecimiento AIA como parte del medio de cultivo para los
explantes de Vasconcellea ch., no presentaron una respuesta positiva debido a la
oxidacion vegetativa con coloracién parda, color muy similar a la que presentaron
los nudos de babaco durante las observaciones realizadas en el transcurso del
trabajo experimental, por otra parte Bazantes (2016) concluy6 que al usar el carbén
activado en el medio de cultivo como un antioxidante para los explantes de babaco
logré un mejor desarrollo evitando altos porcentajes de muestras necrosadas.

De acuerdo a la segunda hipoétesis planteada, la cual consistié en la accién de
los medios de cultivo apropiados como un estimulador 6ptimo del desarrollo
vegetativo presentando mayor crecimiento de tallos, hojas o brotes en los nudos de
babaco; se aceptd dicha hipotesis al comprobar que en la fase de establecimiento
en medios de cultivos se observaron que los tratamientos que contenian 10 y 15%
de gel de A. vera como parte de las sales preparadas, tuvieron buenos resultados
en cuanto a brotacion y tamafio de explantes, a pesar que en el T4 se suprimié el
medio de cultivo WPM en su totalidad, en relacion con Oviedo y Garcia (2018)
quienes aplicaron concentraciones de 50%, 25% y 12.5% de gel de A. vera como
un agente gelificante al medio de cultivo obteniendo como respuesta explantes de
papa (Solanum t.) con tonos de color verde intenso e incluso mayor presencia de
raices demostrando una mayor absorcién de los nutrientes; por otra parte Bazantes
(2016) corrobora que debido a la composicién de los micronutrientes del medio
WPM las plantulas de babaco tuvieron menor grado de necrosamiento y buen

crecimiento, entre los elementos que se encuentran en este medio esta el cobre
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pentahidratado quien va a ayudar en la formacion de clorofila, activacion de
enzimas y la regularizacion de la transferencia electro-fotosintética.

Segun indicé Trujillo (2019) al aplicar los reguladores de crecimiento 6BAP, GAs
y AlA obtuvo explantes de babaco viables ademas de presentar callos y brotes con
una altura de 3.81cm considerandolo como el mejor tratamiento para la iniciacion
de brotes apicales de babaco; en cambio el autor Millones (2019) empled los mismo
reguladores 6BAP, GAsz y AIA pero no logré obtener respuestas favorables en el
desarrollo de los explantes de babaco, solo hubo presencia de un callo al aplicar
las concentraciones de 0.2 mg/L de AIA + 0.5 mg/L de BAP, también sembré yemas
apicales pero éstas no lograron su crecimiento y desarrollo al aplicar la
concentracion de 0.2 mg/L de AG3 + 0.2 mg/L de BAP; en lo que respecta a la
presente investigacion al suprimir el AIA por 10% p/v de A. vera en el T3 se obtuvo
una mediana de 0.30 cm de tamafio de explantes a los 7 dias y llego alcanzar hasta
0.40 cm a los 21 dias; de esta forma se da iniciativa a este compuesto organico
como un suplemento mas para afadir en la preparacién de medios de cultivos.

Se comprob6 que al aplicar el gel de A. vera como parte de la solucion del medio
nutritivo para los explantes de babaco ayudo a disminuir la contaminacion hasta el
3 y 0%, contribuyendo a la mayor formacion de nuevos brotes e incluso
aumentando el tamafio de explantes en comparacion con los productos
convencionales los cuales tuvieron poco control, asi lo afirmaron los autores
Jaramillo et al. (2017) quienes lograron controlar al hongo Mycosphaerella f. al
aplicar una concentracién de 1000 ppm de gel de A. vera en un medio de cultivo
(PDA) reduciendo el micelio de dicho hongo hasta el 44.84% evidenciando la

actividad fungica del gel de sabila.
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Al realizar este estudio con el gel de A. vera en la iniciacion in vitro se observaron
respuestas antisépticas y bioestimulante en los nudos de babaco, asi lo atribuyeron
Pulido y Becerra (2016) quienes consideran que el gel de A. vera tiene la capacidad
antimicrobial debido a la presencia de sustancias tal como barbaloin, acido aloético
y el aloin los cuales son mecanismos de defensa de la propia planta, capaces de
bloguear la sintesis de &cidos nucleicos en las bacterias, lo cual se presencid en
este trabajo realizado al aplicar el 10% y 20% de gel de A. vera como parte del
protocolo de desinfeccién, reduciendo la presencia de contaminacion desde el 5%
hasta 0%.

Cabe recalcar que al establecer una dosis 6ptima del gel de sabila como parte
del medio de cultivo se disminuirian el uso de otros componentes empleados
cotidianamente en las etapa de micropropagaciéon, esto va en concordancia con
Hamdeni et al. (2021) quienes consideran que el gel de A. vera es un suplemento
util al realizar las soluciones de medios de cultivos y probarlas en explantes de Aloe
vera L. (Asphodelaceae) obteniendo una mayor brotacién al aplicar 5% de gel de
A. vera al medio nutritivo, ademas obtuvieron un promedio de 2.21 + 0.84 cm de
longitud del explante con una alta presencia de raices luego de las cuatro semanas
después de la siembra, siendo estos resultados positivos que reafirman lo
estudiado en el presente trabajo al aplicar 10% y 15% de gel de A. vera como parte
del medio nutritivo de los explantes de babaco obteniendo una mediana de 0.4 cm
y 0.2 cm de tamafio de explantes luego de los 21 dias después de la siembra.

Los resultados discutidos con otros autores a través de la presente investigacion
han logrado constatar la eficacia del uso del gel de A. vera aceptando la hipotesis
general sobre las dosificaciones apropiadas en protocolos de desinfeccion, ademas

se demostro que en los tratamientos de los medios de cultivo hubo efectos
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bioestimulantes, pero estos no fueron a causa del gel de A. vera sino por
compuestos convencionales aceptando la hipétesis general planteada para el uso
de los medios de cultivos propuestos, cabe recalcar que es de importancia
investigar como complementar otros ingredientes bioldgicos en los procesos de la
micropropagacion de distintas especies vegetales, en este caso el babaco, a fin de
obtener un mejor desarrollo de los explantes y aminorar la presencia de

compuestos toxicos o contaminantes.
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6. Conclusiones

Se determiné que el mejor método de desinfeccion segun los protocolos
establecidos fue el T2 (jabdén liquido-povidin, 10% p/v gel de A. vera, Alcohol al
70%, 1.25% v/v NaClO) al presentar respuestas favorables como un buen nimero
y tamafio de explantes ademas de presentar una contaminacion del 3% y con una
mortalidad de 10% a los 28 dias después de la siembra, siendo favorables para el
correcto desarrollo de explantes de babaco ya que este cultivo presenta dificultades
al establecerlo in vitro.

Segun los medios de cultivos evaluados en la etapa de iniciacion, se logré
obtener los mejores resultados con el T1 (WPM, 2mg/L 6BAP, 4mg/L GAs) a pesar
de presentar una mortalidad del 13%, se logr6 controlar la contaminacién hasta el
5% después de los 7 y 21 dias, llegando a obtener altos porcentajes de desarrollo
de los explantes de babaco Vasconcellea x heilbornii con el 13% de brotacion y con
una mediana de 0.35 cm de altura del explante.

Se valor6 en esta investigacion al gel de A. vera ya que al aplicarlo como parte
del protocolo de desinfeccion se obtuvieron resultados positivos tal como disminuir
la contaminacion hasta el 3% asi como obtener un efecto bioestimulante con un
52% de tamafio de explantes con el T2 (10% p/v gel de A. vera, Alcohol al 70%,
1.25% v/v NaClO); incluso, al agregar el gel de A. vera al medio de cultivo éste
actué como un compuesto nutritivo y promotor de nuevos brotes con un 19% de
tamafio de explantes y un 10% de nuevas yemas en las muestras observadas del
T4 (2mg/L 6BAP, 4mg/L GAs, 15% p/v gel de A. vera); valorando al gel de A. vera
COmo un compuesto organico, logrando obtener resultados muy positivos en cuanto
al control de fitopatdégenos, asi como la accién bioestimulante en las células

vegetativas del babaco.
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7. Recomendaciones

De acuerdo a los resultados obtenidos se recomienda el uso del gel de A. vera
al 10% como parte del protocolo de desinfeccion, tomando en consideracion que
deberia probarse el tiempo de desinfeccion con el hipoclorito de sodio en brotes
jovenes y maduros de la planta de babaco debido a que durante el trabajo
experimental algunos segmentos nodales se oxidaron segun el desarrollo
vegetativo.

Se recomienda el uso del medio WPM ya que es especificamente para plantas
lefiosas o semilefiosas como lo es el babaco, no se recomienda medios con altos
niveles de NH, NO3, se sugiere hacer pruebas preliminares con medios de cultivo
gue contengan otras composiciones de nitrogeno de mejor asimilacion para los
explantes.

Se recomienda el uso del gel de A. vera como un compuesto antiséptico y
bioestimulante para su aplicacién tanto en protocolos de desinfeccién, asi como
agregarlo al medio de cultivo debido a que los tratamientos aplicados en la presente

investigacion presentaron resultados favorables.
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9. Anexos

Tabla 31. Variables catego6ricas y numérica a los 7 dias — Protocolo

Variables de medicién

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) Kruskall
Brotacion Contaminacion Mortalidad Tamafo de
explantes (cm)
0 1 0 1 0 1 Medianas
T1 Dorbaq 10 0 10 0 4 6 0,24
T2 Aloe 10% 6 4 9 1 6 4 0,39
T3 Aloe 20% 8 2 10 0 3 7 0,29
T4 NaCIO 10 0 9 1 1 9 0,3
Reyes, 2022

Tabla 32. Variables categéricas y numérica a los 14 dias — Protocolo

Variables de medicién

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) Kruskall
Brotacion Contaminacién Mortalidad e;pa;a?]?gg (C:; ?n)
0 1 0 1 0 1 Medianas
T1 Dorbaq 7 3 10 0 2 8 0,2
T2 Aloe 10% 4 6 9 1 6 4 0,4
T3 Aloe 20% 8 2 9 1 1 9 0,2
T4 NaCIlO 10 0 9 1 0 10 0,3
Reyes, 2022

Tabla 33. Variables categoéricas y numérica a los 21 dias — Protocolo

Variables de medicién

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) TKrus~ka1jI
Brotacién Contaminacion Mortalidad amano de
explantes (cm)
0 1 0 1 0 1 Medianas
T1 Dorbaq 8 2 10 0 2 8 0,2
T2 Aloe 10% 4 6 9 1 6 4 0,45
T3 Aloe 20% 8 2 9 1 2 8 0,2
T4 NaClo 10 0 9 1 0 10 0,25

Reyes, 2022



85

Tabla 34. Variables categoéricas y numérica a los 28 dias — Protocolo

Variables de medicion

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) Krus~kall
Brotacion Contaminacion Mortalidad er?;?gs (O(I:?n)
0 1 0 1 0 1 Medianas
T1 Dorbaq 8 2 10 0 2 8 0,2
T2 Aloe 10% 4 6 9 1 6 4 0,6
T3 Aloe 20% 9 1 8 2 1 9 0,15
T4 NaClo 10 0 9 1 0 10 0,2
Reyes, 2022

Tabla 35. Variables categoéricas y numérica alos 7 dias — Medios

Variables de medicion

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) Kruskall
Brotacion Contaminacion Mortalidad e;p?;:]?gg (dcfn)
0 1 0 1 0 1 Medianas
100% Megio WPM 5 > 8 2 5 5 0,3
100% Medio WPMSAIA 9 1 8 2 1 9 0,2
503 WPMaAloe 10% 6 4 10 0 5 5 0,3
Alow 15% 3 7 10 0 10 0 0,25
Reyes, 2022

Tabla 36. Variables categodricas y numeérica a los 14 dias — Medios

Variables de medicién

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) Kruskall
Brotacion Contaminacién Mortalidad ~_'2mano de
explantes (cm)
0 1 0 1 0 1 Medianas
T1
100% Medio WPM 5 8 2 5 5 0,3
T2
100% Medio wpM+AlA 10 0 7 3 0 10 0,15
T3
5006WPM+Aloe10% 9 1 9 1 4 6 0,3
T4
Aloe 15% o S 10 0 5 5 0,25

Reyes, 2022
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Tabla 37. Variables catego6ricas y numérica a los 21 dias — Medios

Variables de medicién

Tablas de contingencia Prueba de
Tratamientos (frecuencias absolutas) Kruskall

Brotacion Contaminacion ~ Mortalidad e;p?;nn?:g (dc?n)

0 1 0 1 0 1 Medianas
100% Motio WPM > 5 8 2 5 5 0,35
100% MediTOZWPM+ aa 10 0 7 3 0 10 0,1
SO%WPM-Aloe10% 8 2 9 1 2 8 0,4
Alos 15% 6 4 10 0 3 7 0,2

Reyes, 2022

Tabla 38. Composicién del medio WPM

Lloyd & McCown Woody Plant Basal Medium with Vitamins

Componentes Férmula (mg/L)
Macro y micronutrientes

Nitrato de amonio NH4 NOs 400
Fosfato de potasio, monobasico KH2 PO4 170
Acido bérico H3BOs 6.2
Sulfato de potasio K2 S04 990
Cloruro de calcio, anhidro CaCl2.2 H20 72.5
Sulfato de zinc ZnS04.7 H20 8.6
Nitrato de calcio Ca (NOs3)2.4 H20 386
Sulfato cuprico CuS04.5 H20 0.25
Sulfato ferroso FeS04.7 H20 27.85
Quelato de sodio Naz EDTA 2 H20 37.3
Sulfato de magnesio MgS04.7 H20 180.7
Sulfato de manganeso MnSOa.4 H20 22.3
Acido molibdico (sal de sodio) NazMo0a.2 H20 0.25
Vitaminas

Glicina (base libre) 2
Myo-Inositol 100
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina-HCI 0.5
Tiamina-HCI 1

Phytotechnology, 2017
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Tabla 39. Formulaciones para preparacion de medios de cultivo

Formulaciones de medios de cultivo

Preparaciones T2 T3
P *explantes de N 10006WPM+  50%WPM+ ™o
Composicion (120 ml) (120 ml)
Medio WPM 1.20 gr 0.28 gr 0.28 gr 0.14gr -
Azlcar 15 ¢gr 3.6 0r 3.6 0r 3.60r 3.60r
6BAP 2mg/L 1mg 0.24mg 0.24mg  0.24mg  0.24mg
(HCI)
AIA 0.3mg/L
*(NaOH) 015mg e 0.036mg -
GA3 4mg/L
*(etanol 95%) 2mg 0.48mg 0.48mg 0.48mg 0.48mg
Gel de sabila
10-15 gr/L """""""""""""""""""""" 129r 18gr
Carbon activado 1.25gr 0.3gr 0.3gr 0.3gr 0.3gr
Agar agar 4gr 0.96 gr 0.96 gr 0.96 gr 0.96 gr

* explantes de protocolo: preparacion de medio para establecer los nudos de los
tratamientos de protocolo de desinfeccion

*(HCI), *(NaOH), *(etanol 95%): compuestos para diluir los reguladores de crecimiento.
Reyes, 2022

Tabla 40. Componentes de protocolos de desinfeccion

Formulaciones para protocolo de desinfeccién

Tratamientos “Medios T1 T2 0T3 T4
Tiempo L (Dorbaq) 10% Aloe 20% Aloe  1egiigo
(44min) Composicion  100m| 100m| 100m| 100mi 100m|
10 min  Jabénpovidin 0.3ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.3 mil
Dorbaq --------- 0.6ml e e e
30 min
Aloe vera  ----meeemm emeees 10gr 20gr -
1min Alcohol 70% 100ml 100ml 100ml 100ml 100ml
_ (NaClo) 25m| 25ml 25ml 25ml| 25ml
3 min 1.25% NaClO+ NaClO+ NaClOo+ NaClo+ NaClO+
tween tween tween tween tween
Nudos totales 40 10 10 10 10

*Protocolo de desinfeccién para los nudos de los tratamientos de medios de cultivo
Reyes, 2022
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Figura 12. Plantulas y nudos de babaco para trabajo experimental
Reyes, 2022

Charcoz' Melyaled
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Figura 13. Reactivos usados para medios de cultivo
Reyes, 2022
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Figura 14. Pesando reactivos en la balanza analitica
Reyes, 2022

Figura 15. Extraccion y pesado de gel de A. vera
Reyes, 2022
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Figura 16. Calibracion de pH en medios de cultivo
Reyes, 2022

Figura 17. Tratamientos para la fase de medios de cultivo
Reyes, 2022
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Figura 18. Lavado de explantes con solucion de yodo
Reyes,2022

Figura 19. Tratamientos para la fase de protocolos de desinfecciéon
Reyes, 2022
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Figura 20. Explantes oxidados en sus bordes durante la desinfeccion
Reyes, 2022

Figura 21. Siembra de explantes de babaco en medio nutritivo
Reyes, 2022
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Figura 22. Explantes de protocolo de desinfeccion a los 7 dias

En su respectivo orden; A: T1 Dorbaq, B: T2 10% A. vera, C: T3 20% A. vera, D:
T4 NaClO

Reyes, 2022

En su respectivo orden; A: T1 Dorbaq, B: T2 10% A. vera, C: T3 20% A. vera,
D: T4 NaClO

Reyes, 2022
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Figura 24. Explantes de los tratamientos de medios de cultivo a los 7 dias

En su respectivo orden; A: T1 100%Medio WPM, B: T2 100%Medio WPM +AIA,
C: T3 50%WPM +10% A. vera, D: T4 15% A. vera
Reyes, 2022

Figura 25. Expléntes de los tratamientos de medios de cultivo a los 21 dias

En su respectivo orden; A: T1 100%Medio WPM, B: T2 100%Medio WPM +AIA,
C: T3 50%WPM +10% A. vera, D: T4 15% A. vera
Reyes, 2021
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Figura 26. Observacion de explantes bajo supervision del tutor

Reyes, 2022

Figura 27. Muestras contaminadas por hongos y bacterias

Reyes, 2022
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