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Resumen:

El estudio realizado durante el crecimiento y desarrollo de plantas de Moringa
incluyé la caracterizacion bioquimica de sus organos a partir de extractos
metandlicos y acuosos, observandose que las hojas de plantas en fase vegetativa y
floral son ricas en nitrégeno, contenido de fenoles solubles y actividad antioxidante.
Para evaluar la actividad fortificante de esta planta se prepararon diferentes
concentraciones de extractos acuosos procedentes de fases vegetativa y floral y se
aplicaron a vitroplantas de banano clon Wiliams que habian sido aclimatadas
durante seis semanas. A los 21 dias de la aplicacion se obtuvieron plantas
fortificadas con 6rganos de mayor crecimiento morfolégico, contenido de fenoles
solubles y actividad antioxidante. En las hojas se obtuvo mayor contenido de
clorofila a, clorofila b, asi como una menor fuga de electrolitos de membranas
celulares. Para la optimizacién del cultivo in vitro de banano se utilizaron plantas de
banano locales brotadas en invernadero, lo que facilito el establecimiento de cultivos
asépticos e incrementd la capacidad de proliferacion. El uso de sistemas de
inmersion temporal RITA® aumentd la eficiencia de la multiplicacién in vitro. Este
sistema se utiliz6 para crear un prototipo local con contenedores y tapa de
polipropileno que propicié la produccién de vitroplantas vigorosas cuando se afadio

al medio de cultivo extracto acuoso de hojas de Moringa en fase floral.

Palabras clave: Moringa, banano, desarrollo, fenoles solubles, antioxidantes,

fitoquimico, peroxidasa, cultivo in vitro, sistemas de inmersion temporal
Resumo:

O estudo realizado durante o crecemento e desenvolvemento das plantas de
Moringa incluiu a caracterizacion bioquimica dos seus 6rganos a partir de extractos
metandlicos e acuosos, observandose que as follas das plantas en fase vexetativa e
floral son ricas en nitréxeno, e tefien un elevado contido de fenois solubles, asi
como unha elevada actividade antioxidante. Para avaliar a actividade fortificante
desta planta, prepararonse diferentes concentracions de extractos acuosos de follas
procedentes de plantas en fases vexetativa e floral que se aplicaron a vitroplantas
de banano clon Williams que levaban seis semanas aclimatadas. Vinte e un dias

despois da aplicacion, obtivéronse plantas fortificadas, con érganos de crecemento



morfoléxico mais elevados, altos contidos de fenois solubles soluble e alta
actividade antioxidante. Nas follas obtivose un maior contido de clorofilas, asi como

unha menor fuga de electrélitos das membranas celulares.

Para a optimizacién do cultivo in vitro de banano utilizaronse plantas de banano
locais brotadas en invernadoiros, o que facilitou o establecemento de cultivos
asépticos e aumentou a sua posterior capacidade de proliferacion. O uso dos
sistemas de inmersiéon temporal RITA® aumentou a eficiencia da multiplicacion in
vitro. Este sistema utilizouse para crear un prototipo local con recipientes e tapa de
polipropileno que favoreceu a producién de vitroplantas vigorosas ao engadir ao

medio de cultivo extracto acuoso de follas de Moringa en fase floral.
Summary

The study carried out during the growth and development of Moringa plants included
the biochemical characterization of their organs using methanolic and aqueous
extracts. It was observed that leaves in the vegetative and floral phase are rich in
nitrogen and have high soluble phenol content and antioxidant activity. To evaluate
the fortifying activity of Moringa plants, different concentrations of aqueous extracts
from the vegetative and floral phases were applied to banana vitro plants of the
“Williams” clone that had been acclimated for six weeks. Twenty-one days after the
extract application, treated plants showed more growth, higher soluble phenol
content and higher antioxidant activity than controls, whereas leaves had higher

content of chlorophylls and lower leakage of electrolytes from cell membranes.

For the optimization of in vitro banana cultivation, local banana plant material was
sprouted in a greenhouse, this facilitated the establishment of aseptic cultures and
increased the proliferation capacity. The use of RITA® temporary immersion systems
increased the efficiency of in vitro multiplication. This system was used to design and
assemble a local prototype using polypropylene containers. Banana vitroplants
cultured in this prototype showed more vigour when the culture medium was
supplemented with aqueous Moringa extracts obtained from leaves of plants in the

floral phase.



La investigacién ha sido realizada en la Facultad de Ciencias Agropecuarias
(Machala, Ecuador) bajo la tutela del Departamento de Biologia de la Facultad
de Ciencias de la Universidad de A Corufia (A Corufa) y el Grupo de Biologia
de Especies Lefosas del Departamento de Produccion Vegetal de la Misién
Biolégica de Galicia (Sede Santiago de Compostela), perteneciente al

Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

Resultados sobresalientes en la investigacién han sido divulgados en los

siguientes trabajos:

Publicaciones:

Moreno Herrera, A., Garcia Batista, R. G., Garcia, C., & Montes de Oca
Suarez, J. L. (2017). Analisis sistémico sustentable de una Biofabrica de
vitroplantas en predios agricolas de la UTMACH, Ecuador. Revista Cientifica
Agroecosistemas, 5(1-Ext),140-149.

Ugarte-Barco, F., Lima Morales, K. A., Bernal Pita Da Veig, M. A, &
Moreno-Herrera, A. (2018). Estudios preliminares del efecto fortificante de
extractos de Moringa Oleifera Lam. en vitroplantas del clon Williams en

aclimatacion. Revista Cientifica Agroecosistemas, 6(2), 47-55.

Ordoriez Castillo, F. M., Bernal Pita Da Veiga, M. A., Vidal Gonzalez N. P., &
Moreno Herrera, A. (2019). Efectos antioxidantes de Moringa oleifera LAM en
vitroplantas de banano clon Williams enraizadas en sistemas de inmersion

temporal RITA. Revista Cientifica Agroecosistemas, 7(3), 57-63.

Castillo Ontaneda, A. L., Moreno Herrera, A., Garcia Batista, R. M. (2020).
Eficiencia del sistema de inmersién temporal frente al método de propagacion
convencional in vitro. Revista Metropolitana de Ciencias Aplicadas, 3(2), 173 -
182.

Ugarte Barco, F. A., Bernal Pita Da Vega, M. A, Vidal Gonzalez, N. P, &
Moreno Herrera, A. (2021). Prototipo de sistema de inmersion temporal en

fase de multiplicacién en la micropropagacion de banano Clon Williams.



Revista Cientifica Agroecosistemas, 9(1), 18-26.

Comunicaciones en congresos nacionales:

Francisco Ugarte-Barco, Yimabel Lalangui Paucar, Kevin Andrés Lima
Morales, Alexander Moreno-Herrera. 2017. Efecto fortificante de extractos de
Moringa oleifera L. en vitroplantas de banano clon Williams en aclimatacion.
3eras Jornadas de Investigacion Estudiantil UTMACH 2017.

Comunicaciones en congresos internacionales:

Moreno, A., Bernal, A., Ugarte, F.,, Lima, K., Coig, M., Sanchez, C., Aldrey, A.,
& Vidal, N. (2019). Use of liquid medium and biofortificants for improving
micropropagation and acclimation of Musa AAA cv. Williams. Clonal Trees in
the Bioeconomy Age: Opportunities and Challenges. In: Bonga JM, Park YS,
Trontin JF (Editors) Proceedings of the 5th International Conference of the
IUFRO Unit 2.09.02 on “Clonal Trees in the Bioeconomy Age: Opportunities
and Challenges.” September 10-15, 2019. Coimbra, Portugal.

Moreno, A., N. Vidal, F. Ugarte, K. Lima, A. Bernal. (2018). Cultivo in vitro de
banano y efecto fortificante de la Moringa. IV Congreso Internacional de
Biotecnologia y Biodiversidad y el XV Foro Internacional de Banano,

Guayaquil, Ecuador.

Pésters en congresos nacionales:

Moreno Herrera A, Bernal Pita da Veiga A, Coig O’Donnell M, Sanchez
Fernandez C, Vidal Gonzalez. Sistemas alternativos del cultivo in vitro para la
multiplicacién eficiente del banano (Musa AAA) variedad Williams™
SECIVTV2017: Plants in vitro for the future. Madrid, 13-15 septiembre, 2017.
Libro de abstracts, pagina 134.


http://paperpile.com/b/mXPBoo/n5KTb
http://paperpile.com/b/mXPBoo/n5KTb
http://paperpile.com/b/mXPBoo/n5KTb
http://paperpile.com/b/mXPBoo/n5KTb

Dedicatoria

A Dios por permitirme cada momento de aprendizaje.

A mi esposa Sally Elizabeth Gonzaga Gonzalez

A mis padres Onelia Juliana Herrera Rodriguez y Omar Moreno Munguia

A mi hermano Alexey Fernandez Herrera

A mis estudiantes de Fisiologia y Biotecnologia Vegetal que cada dia se

forman en la Universidad Técnica de Machala.



Agradecimientos

A Dios por permitirme hoy culminar con salud el presente trabajo de
investigacion.

A mis tutoras Maria de los Angeles Bernal Pita Da Veiga y Nieves del Pilar
Vidal Gonzalez por sus ensefianzas, dedicacién y paciencia en mi
preparacion.

A mi esposa Sally Elizabet Gonzaga Gonzalez por su amor y entrega en cada
momento como pilar indispensable a mi lado en este estudio.

A la Universidad Técnica de Machala por la beca otorgada para este estudio
Doctoral.

A las autoridades de la Universidad Técnica de Machala que mediante el
proyecto “Micropropagacion de plantas, del cultivo de células y tejidos para
obtener material vegetal de calidad para Alimentacién - Fitofarmacologia” se
cred y habilitoé los espacios del laboratorio de Micropropagacién Vegetal en la
Facultad de Ciencias Agropecuatrias.

A los estudiantes integrantes del Grupo de Investigaciéon Agrobiologia de las
Plantas “AgroPlant”: Carlos Eduardo Romero Ruiz, Kevin Andrés Lima
Morales, Francisco Ugarte-Barco, Franklin Miguel Ordofiez Castillo, proximos
a graduarse otros hoy Ingenieros Agronomos productos a las investigaciones.

A los estudiantes de la asignatura de Biotecnologia Vegetal que cada
semestre apoyaron las actividades curriculares y el proyecto en el laboratorio
de Micropropagacion Vegetal y area de aclimatacion de plantas.

A mi compariero de trabajo y amigo Iran Rodriguez Delgado por su apoyo en
la motivacién y colaboracién de los diferentes momentos de este arduo
trabajo.

A aquellas personas que de una forma u otra colaboraron con este trabajo y
que hoy no estan con nosotros.

A mi mascota Jully que hoy extrafiamos tanto, por acomparfiarme todas las

largas noches de estudio.

10



iNDICE

1. INTRODUCCION
Moringa oleifera Lam.
2. OBJETIVOS

3. CAPITULO |

Estudio de extractos de 6rganos de Moringa oleifera Lam en fases de
crecimiento y desarrollo.

3.1. INTRODUCCION
Extractos como fuentes nutricionales y bioactivos
Extractos y actividad peroxidasa EC 1.11.1.7
Localizacion subcelular de peroxidasa
3.2. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal
Preparacion de las muestras de érganos deshidratados
Caracterizacion de la composicion mineral del material vegetal
Contenido de fenoles solubles
Actividad antioxidante total
Peroxidasa (PRX)
Actividad de peroxidasa protoplastica y apoplastica
Fraccionamiento subcelular
Extraccion de enzimas enlazadas a membranas celulares
Extraccion de enzimas enlazadas a paredes celulares
Procedimiento estadistico
3.3. RESULTADOS
Analisis de la composicién mineral en 6rganos de M. oleifera
Contenido de fenoles solubles en 6rganos de M. oleifera
Capacidad antioxidante total en érganos de M. oleifera
Actividad peroxidasa en hojas
Actividad peroxidasa en hojas por técnica infiltracion al vacio.
Fraccionamiento subcelular de la actividad peroxidasa en hojas
3.4. DISCUSION
Composicién mineral en 6rganos de M. oleifera
Contenido de fenoles solubles en plantas
Capacidad antioxidante total en plantas
Actividad peroxidasa en hojas
Actividad de peroxidasa soluble protoplastica y apoplastica en hojas
Fraccionamiento subcelular de la actividad de peroxidasa en hojas

11

21
21
25
27

29
29
31

33
35
35
36
37
37
39
41

44
45
45
46
47
48
48
49
51

53
55
58
61

61

62
63
64
66
67



4. CAPITULO Il 69

Efecto fortificante de extractos acuosos de hojas de Moringa oleifera Lam de
estado vegetativo y floral en vitroplantas de banano (Musa AAA) clon Williams
en condiciones de aclimatacion.

4.1. INTRODUCCION 71
4.2. MATERIALES Y METODOS 74
Material vegetal 74
Disefos experimentales 76
Modelo matematico 76
Primer experimento 77
Segundo experimento 77
Método de elaboracién de los extractos 78
Toma de muestras y recoleccion de datos 79
Parametros morfolégicos 80
Fuga de electrolitos 81
Contenido de pigmentos fotosintéticos 82
Contenido de fenoles solubles 82
Actividad antioxidante total 83
Actividad de peroxidasa y contenidos de proteinas solubles 83
Procedimiento estadistico 83
4.3. RESULTADOS 85
Crecimiento foliar 85
Crecimiento del pseudotallo 87
Peso fresco, peso seco y cenizas 90
Proteccion de membrana celular 92
Estado del contenido de pigmentos fotosintéticos 93
Contenido de fenoles solubles 97
Actividad antioxidante total 100
Actividad de peroxidasa y contenidos de proteinas solubles 105
4.4 DISCUSION 107
5. CAPITULO Il 115

Control eficiente del cultivo in vitro de genotipos de banano (Musa AAA) clon
Williams.

5.1. INTRODUCCION 117
Cultivo in vitro de Musa sp. 117
Automatizacién del cultivo in vitro 119
Extractos vegetales en la elicitacion del cultivo in vitro 121

12



5.2. MATERIALES Y METODOS 123

Material vegetal 123
Condiciones establecidas para el material vegetal donante 123
Establecimiento y multiplicacién in vitro de genotipos de banano 125
Alternativas de sistemas de cultivo in vitro en banano 129
Prototipo de sistema de inmersién temporal local 132
Eficiencia de sistema de inmersion temporal RITA® en fase de
enraizamiento de banano 136
Fortificante en Sistema de Inmersion Temporal RITA® 137
Contenido de fenoles solubles 138
Actividad antioxidante total 139
Actividad de peroxidasa y contenidos de proteinas solubles 139
Procedimiento estadistico 139
5.3 RESULTADOS 141
Respuesta in vitro de genotipos de banano Williams 141
Automatizacion in vitro de genotipos de banano Williams 143
Efectos de los sistemas PSITL en multiplicacion 158
Eficiencia de Sistema RITA® durante el enraizamiento y respuesta durante
la aclimatacion de genotipos de banano Williams 161
Fortificacion de vitroplantas de banano enraizadas en sistemas RITA® con
extractos de Moringa oleifera 165
5.4. DISCUSION 169
Asepsia y estados iniciales in vitro en banano Williams 169
Automatizacion en la produccion de genotipos de banano Williams 172
Alternativa de Prototipo PSITL en multiplicacién de genotipos de banano
Williams 176
Eficiencia y fortificacion de genotipos de banano Williams enraizadas
sistemas RITA® 181
6. CONCLUSIONES 185
7. BIBLIOGRAFIA 189

13



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Distribucion mundial de M. oleifera. 21

Figura 2. Plantas de M. oleifera en estado vegetativo y floral. A. Plantulas en estado
vegetativo de 20 dias de edad. B. Plantas en estado floral con rebrote de 26 dias de

edad. C. Plantas en estado floral a los dos afios de sembrada. 36

Figura 3. Material vegetal de plantas de M. oleifera utilizadas en la caracterizacion
del potencial fitoquimico. A. Hojas. B. Raquis. C. Tallo. D) raiz. E) flores. F) soporte

floral. G) semillas. H) secado de 6rganos de M. oleifera en la estufa. 37

Figura 4. Recta de calibrado con absorbancias obtenidas segun las diferentes

concentraciones de acido galico. 38

Figura 5. Recta de calibrado en relacién de Reduccion DPPH, ante diferentes

concentraciones de Trolox. 41
Figura 6. Recta de calibrado mediante diferentes concentraciones de BSA. 43

Figura 7. Contenido de fenoles solubles en 6rganos de M. oleifera en diferentes
estados fenoldgicos. (GAE) equivalentes de acido galico. A) Plantulas a 20 dias
(estado vegetativo), n: 48 unidades. B) Plantas de rebrote (estado floral) de 26 dias,
n:48 unidades. C) Plantas arbdreas (estado floral) de 2 afios, n:84 unidades. Medias
con letras diferentes, en cada columna, indican diferencias significativas entre

extractos y 6rganos de plantas para un p-valor<0,05 (prueba de Tukey). 50

Figura 8. Actividad antioxidante total en organos de Moringa oleifera LAM en
diferentes estados fenoldgicos. Equivalentes Trolox (TE); A) Plantulas (estado
vegetativo) de 20 dias, n:48 unidades. B) Plantas de rebrote (estado floral) de 26
dias, n:48 unidades. C) Plantas arbdreas (estado floral) de 2 afios, n:48 unidades.
Medias con letras diferentes, en cada columna, indican diferencias significativas entre

extractos y 6rganos de plantas para un p-valor<0,05 (prueba de Tukey). 52

Figura 9. Actividad peroxidasa en hojas de plantas de M. oleifera en diferentes
estados fenoldgicos. A) Actividad de enzimatica de peroxidasa, n:9 unidades. B)
Contenido de proteinas solubles, n:9 unidades. C) Actividad especifica de
peroxidasa, n:9 unidades. Medias con letras diferentes, indican diferencias
significativas entre estados fenoldgicos para un p-valor<0,05 (prueba Kruskal-Wallis

de muestras independientes). 54

Figura 10. Modelo de evaluacién fortificante de vitroplantas de Clon Williams en
condiciones de aclimatacién para cada experimento. A: Vitroplantas de banano libres

de sustrato B: Sustrato de soporte artificial y solucidon nutritiva utilizados C:

14



Vitroplantas de banano expuestas a extractos acuosos de M. oleifera de fase

vegetativa y floral. D: Condiciones de invernadero. 75

Figura 11. A. Plantulas de M. oleifera en estado vegetativo. B. Plantas de M. oleifera

en estado floral. 78

Figura 12. Vitroplantas de Clon Williams establecidas en condiciones de
aclimataciéon. A: Eliminacion de soporte artificial. B: Secado en papel de filtro C:

Vitroplantas de banano en macetas listas para analisis bioquimico. 81

Figura 13. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja en
estado vegetativo y floral en numero, longitud y ancho de hoja emitida por
vitroplantas de banano Wiliams en condiciones de aclimatacion. Para cada
parametro y origen del extracto (vegetativo o floral), letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (p-valor<0,05) segun prueba de Duncan. 87

Figura 14. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja en
estado vegetativo y floral en el diametro y longitud del pseudotallo en vitroplantas de
banano Williams en condiciones de aclimatacion. Para cada parametro y origen del
extracto (vegetativo o floral), letras diferentes indican diferencia significativa
(p-valor<0,05) para prueba Duncan. 89

Figura 15. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja en
estado vegetativo y floral en la peso fresco, seco y cenizas en vitroplantas de banano
Williams en condiciones de aclimatacion. Para cada parametro y origen del extracto
(vegetativo o floral), letras diferentes indican diferencia significativa (p-valor<0,05)

para prueba Duncan. 91

Figura 16. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja en
estado vegetativo y floral en la conductividad eléctrica de discos de hojas por
vitroplantas de banano Williams en condiciones de aclimatacion. Para cada
parametro y origen del extracto (vegetativo o floral), letras diferentes indican

diferencia significativa (p-valor <0,05) para prueba Duncan. 96

Figura 17. Procedimiento Corte en cruz de la yema apical y adicion en la cavidad
herida del meristemo de 6-benzylaminopurine (6-BAP) para estimular la brotacién de
yemas laterales en genotipos de banano (Musa AAA) cv. Williams cultivado en

canteros e invernaderos. A) Corte de yema apical, B) Adicion de 6-BAP en heridas.
125

Figura 18. Establecimiento in vitro de genotipos de banano (Musa AAA) cv. Williams

cultivados en condiciones de El Oro. A) Plantas madre que crecen en sistemas

15



productivos locales, B) Genotipos seleccionados establecidos en canteros
experimentales de la UTMACH, C) Cultivo de bananos sobre macetas en
invernadero, D) Explantes para establecimiento in vitro, E) Paso de preesterilizacion
en un agitador comercial, F) Explantes inoculados, G) Vitroplanta tres semanas
después de la inoculacion, H) Explante seccionado transversalmente para detectar

contaminantes enddgenos y eliminacion dominancia apical. 127

Figura 19. Multiplicacién in vitro de genotipos de banano (Musa AAA) cv. Williams
cultivados en condiciones de El Oro. A) Lineas asépticas con explante seccionado
transversal completamente en cuatro secciones, para confirmar contaminantes
enddgenos e induccidon yemas laterales, B) Respuesta de genotipos a 21 dias del
primer subcultivo desde explantes con apariencia vigorosa, seleccionados para iniciar
cultivos asépticos, C) Vitroplantas de tipo |, destinada a siembras en medios
semisdlidos y liquidos, D) Clasificacion de Brotes Tipo | (BTI), Brotes Tipo Il (BTII),
Brotes Tipo Il (BTIII). 128

Figura 20. Sistemas convencionales y de Inmersién Temporal en el cultivo in vitro de
genotipos de banano (Musa AAA) cv. Williams de la provincia de El Oro. A) Jarras de
cristal con medio semisélido, B) sistemas de inmersién temporal RITA®, C) sistema
de inmersién temporal PLANTFORM ™, D) sistemas de doble frasco (SDF). 130

Figura 21. Propuesta de prototipo de sistema de inmersion temporal local (PSITL).
A) Sistemas (PSITL), B) recipiente externo y material para confeccién de canasta
superior, C) Recipiente interno compuesto por canasta superior como soporte de
plantas fijado con perno a canasta inferior para permitir volumen de medios de cultivo

liquido, D) Tapa con pernos conductores de entrada y salida de aire. 133

Figura 22. Sistemas valorados en fase de multiplicacion de genotipos de banano. A)
Jarras con medios semi solidos, B) sistemas de inmersion temporal RITA®, C)

Prototipo de sistema de inmersién temporal local (PSITL). 134

Figura 23. Efecto de los sistemas de cultivo en la respuesta in vitro y ex vitro de
genotipos de banano Williams. Fase de multiplicacién (21 dias): A) Sistema con
medios de cultivo semisolido. B) Sistema de inmersion temporal RITA®. C) Sistema
de inmersion temporal PLANTFORM™. D) Sistemas de doble frasco (SDF). E)
Clusteres obtenidas en semisdlido. F) Clusteres obtenidas en RITA®; G) Clusteres
obtenidas en PLANTFORM™. H) Clusteres obtenidas en SDF; vitroplantas en fase de
enraizamiento (21 dias): 1) Cultivadas en semisolido. J) Cultivadas en RITA®, K)
Cultivadas en PLANTFORM™. L) Cultivadas en SDF; vitroplantas en fase de

16



aclimatacion (42 dias). M) Originadas en semisélido. N) Originadas en RITA®. N)
Originadas en PLANTFORM™. O) Originadas en SDF. 150

Figura 24. Aspecto de los brotes obtenidos a las 3 semanas de su multiplicaciéon en
distintos sistemas de cultivo (medio semisdlido e inmersiéon temporal comercial o
local). Los brotes cultivados en medio liquido se sometieron a 8 inmersiones diarias
de 4 minutos de duracidon. A) Sistema en medio de cultivo semisélido (MSS), B)
Sistema de inmersion temporal RITA®, C) Sistema de inmersién temporal de
prototipo local (PSITL), D) Calidad de vitroplantas obtenidas en Sistemas PSITL, E)
Vitroplantas obtenidas en sistemas MS, F) Vitroplantas obtenidas en Sistema RITA®,
G) Vitroplantas obtenidas en Sistema PSITL. 160

Figura 25. Efecto del sistema de cultivo in vitro en la produccién de fenoles y
actividad antioxidante en vitroplantas de banano multiplicadas en sistemas
convencionales y sistemas de inmersiéon temporal. A) Contenido de fenoles solubles
(CFS), B) Actividad antioxidante (AA). Sistemas de cultivo en semisélido (MSS),
sistemas de inmersién temporal RITA®, sistemas de inmersién temporal en prototipo
local (PSITL). Los valores representan la media, con + error estandar total para CFS:
0,79 y AA: 20,18. Las muestras fueron tomadas de 3 réplicas de sistemas y 3 brotes
tipo | para generar nueve caracterizaciones de cada variable por sistema, a 21 dias
de ser multiplicadas en sistemas. Medias con letras diferentes por variable, indican
diferencias significativas entre sistemas de cultivo para p-valor<0,05 (prueba

Kruskal-Wallis de muestras independientes). 161

Figura 26. Efecto del sistema de cultivo y del ciclo de inmersiones en biorreactores
RITA® en el enraizamiento y respuesta ex vitro de genotipos de banano Williams. El
enraizamiento tuvo lugar durante 3 semanas en MSS o biorreactores con 4 minutos
de inmersién 3, 6 o 8 veces al dia. A) Sistemas de medios de cultivo semisdlido
(MSS), B) Sistemas de inmersion temporal RITA®, C) Sistemas de inmersion
temporal RITA® con vitroplantas enraizadas, D) Vitroplantas obtenidas en MSS, E)
Vitroplantas obtenidas en RITA®, programados a 3 ciclos de inmersiones, F)
Vitroplantas obtenidas en RITA®, programados en 6 ciclos de inmersiones, G)
Vitroplantas obtenidas en RITA®, programados en 8 ciclos de inmersiones, H)
Microtinel de endurecimiento, I) Vitroplantas de 3 semanas en bandeja, J) Calidad
de vitroplantas de 3 semanas para trasplante a funda, K) Vitroplantas (42 dias de

aclimatacion) en funda de polipropileno. 164

Figura 27. Efecto de los extractos de hojas de M. oleifera en el aspecto de genotipos

de banano enraizados en sistemas de inmersion temporal RITA®. Sistemas en

17



enraizamiento (3 semanas), frecuencias de exposicion de vitroplantas a medios de
cultivo con inmersiones de 8 ciclos y 4 minutos de exposicion. A) RITA® y medios
MS, B) RITA® y medios MS mas etanol 80% (MSE), C) RITA® y medio MS mas
extracto etandlico de M. oleifera (MSEE), D) RITA® y medio MS mas extracto acuoso
de M. oleifera (MSEA), E) Vitroplantas obtenidas en MS, F) Vitroplantas obtenidas en
MSE, G) Vitroplantas obtenidas en MSEE, H) Vitroplantas obtenidas en MSEA 167

Figura 28. Efecto de los extractos de hojas de M. oleifera en el contenido de fenoles
solubles y actividad antioxidantes de vitroplantas de banano enraizadas en sistemas
de inmersion temporal RITA®. A) Contenido de fenoles solubles (CFS), B) Actividad
antioxidante (AA). RITA® y medios MS, RITA® y medios MS mas etanol 80% (MSE),
RITA® y medio MS mas extracto etandlico de M. oleifera (MSEE), RITA® y medio MS
mas extracto acuoso de M. oleifera (MSEA). Los valores representan la media, con +
error estandar total para CFS: 0,28 y AA: 7,03. Las muestras fueron tomadas de 3
réplicas de sistemas y 3 brotes tipo | para generar 9 caracterizaciones de cada
variable por sistema, a 21 dias de enraizamiento en sistemas programados a
inmersiones de 8 ciclos y 4 minutos de exposicion al medio de cultivo. Medias con
letras diferentes por variable, indican diferencias significativas entre sistemas de

cultivo para p-valor<0,05 (prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes). 168

18



iNDICE DE TABLAS
Tabla 1. Resultados de andlisis de composicion mineral de polvos de 6rganos de M.
oleifera. 48
Tabla 2. Distribuciéon de actividad peroxidasa protoplastica y apoplastica en hojas de
plantas de M. oleifera en diferentes estados fenoldgicos. 57
Tabla 3. Distribucidon de las actividades peroxidasa segun técnica de fraccionamiento
celular en hojas de plantas de M. oleifera con diferentes estados fenolégicos. 60
Tabla 4. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes estados
fenoldgicos en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas de banano (Musa
AAA) variedad Williams, a los 7 dias en condiciones de aclimatacion. 94
Tabla 5. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes estados
fenoldgicos en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas de banano (Musa
AAA) variedad Williams, a los 14 dias en condiciones de aclimatacion. 95
Tabla 6. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes estados
fenoloégicos en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas de banano (Musa
AAA) variedad Williams, a los 21 dias en condiciones de aclimatacion. 97
Tabla 7. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado vegetativo y
floral en el contenido de fenoles solubles de plantas de banano (Musa AAA) variedad
Williams, en condiciones de aclimatacion. 100
Tabla 8. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado vegetativo y
floral en la actividad de antioxidante total de plantas de banano (Musa AAA) variedad
Williams, en condiciones de aclimatacion. 104
Tabla 9. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes estados
fenolégicos en actividad peroxidasa y contenido proteinas solubles de plantas de
banano (Musa AAA) variedad Williams, en condiciones de aclimatacion. 106
Tabla 10. Numero de explantes, volumen de medio de cultivo y capacidad de
contenedores en sistemas de cultivo in vitro de genotipos de banano 131
Tabla 11. Condiciones de sistemas in vitro convencionales, de inmersion temporal
(RITA®) y alternativos (Prototipo Local) en fase de multiplicacion de banano 135
Tabla 12. Ciclos de inmersion de biorreactores RITA® en fase enraizamiento de
genotipos de banano 136
Tabla 13. Tratamientos de vitroplantas de banano enraizadas en sistemas RITA® y
expuestas a extractos de hojas de M. oleifera 138
Tabla 14. Respuesta in vitro de apices de genotipos de banano Williams 142
Tabla 15. Obtencién de brotes de banano en fase de multiplicacion mediante el

manejo de apices meristematicos 143

19



Tabla 16. Efecto del sistema de cultivo en el crecimiento de pseudotallos de banano
en las fases de multiplicacién, enraizamiento y su influencia en aclimatacion 145
Tabla 17. Efecto del sistema de cultivo en el crecimiento foliar de banano en fases de
multiplicacién, enraizamiento y su influencia en aclimatacion 147
Tabla 18. Efecto del sistema de cultivo en el peso de genotipos de banano Williams
en fases de multiplicacion, enraizamiento y su influencia en aclimatacién 149
Tabla 19. Eficiencia de cuatro sistemas de cultivo en la obtencién de brotes en fase
de multiplicacion de genotipos de banano Willimas 151
Tabla 20. Efecto del sistema de cultivo en el contenido de fenoles de 6rganos de
banano Williams durante la multiplicacion, enraizamiento in vitro y su posterior
aclimatacion. 153
Tabla 21. Efecto del sistema de cultivo durante las fases de multiplicacion y
enraizamiento in vitro en la actividad antioxidante (AA) de diferentes 6rganos de
banano Williams en dichas fases y durante la aclimatacion. 155
Tabla 22. Efecto del sistema de cultivo durante las fases de multiplicacion y
enraizamiento in vitro en la actividad peroxidasa de hojas de banano Williams en
dichas fases y durante la aclimatacion. 156
Tabla 23. Efecto del sistema de cultivo en el nimero de raices y su contenido de
fenoles y antioxidantes de vitroplantas de banano Williams. 157
Tabla 24. Efecto del sistema de cultivo (convencional, RITA® y prototipo local de
inmersion temporal) en el crecimiento de genotipos de banano Williams durante la
fase de multiplicacion 158
Tabla 25. Efecto del sistema de cultivo (convencional, RITA® y prototipo local de
inmersién temporal) en el tipo de brotes obtenidos en la fase de multiplicacion de
genotipos de banano Williams 159
Tabla 26. Efecto del sistema de cultivo y del nimero de inmersiones en biorreactores
RITA® en el enraizamiento de genotipos de banano Williams 162
Tabla 27. Respuesta ex vitro de genotipos de banano Williams generadas en medio
semisdlido o mediante sistemas de inmersion temporal RITA® con 3. 6 y 8
inmersiones diarias 163
Tabla 28. Efecto fortificante de extractos de hojas de M. oleifera en el
comportamiento morfolégico de vitroplantas de banano enraizadas en sistemas de

inmersién temporal RITA® 166

20



1. INTRODUCCION

Moringa oleifera Lam.

Moringa es el Unico género de la familia Moringaceae, llamada también como
marango y otros 100 nombres. Este género esta compuesto por 13 especies
(M. hildebrandtii, M. borziana, M. arbdérea, M. drouhardii, M. longituba, M.
ovalifolia, M. rivae, M. corcanensis, M. ruspoliana, M. stenopetala, M.
peregrine, M. pygmaea, M. oleifera) de tipo arbustiva, siendo la especie mas
popular Moringa oleifera Lam (Velazquez-Zavala et al., 2016). Esta especie es
originaria de la India (Singh et al., 2020) y es conocida como Moringa, con
una diversidad de adaptaciones a climas tropicales, subtropicales (figura 1)
siendo considerada una planta invasiva (Vélez, 2017).

'. Introduccido . Nativo O Origen no reconocido

Figura 1. Distribucion mundial de M. oleifera.

Fuente: (Vélez, 2017).

Segun la clasificacién taxondmica de Moringa, esta se ubica en el reino
Plantae, subreino Tracheobionta, suUper division Spermatophyta, division
Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase Dilleniidae, orden Capparales,
familia Moringaceae, género Moringa y Especie oleifera (Dhongade et al.,

2017). Esta especie se encuentra en el grupo de plantas lefiosas, de tipo
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arbustiva, con un tallo que alcanza hasta 10 metros de altura y raices
tuberosas. Con hojas pinnadas que se encuentran divididas en foliolos
dispuestos sobre un raquis, que permiten la presencia de flores zigomorficas
con cinco pétalos, cinco sépalos, cinco estambres funcionales y varios
estaminodios pedicelos e inflorescencias axilares que generan frutos con
forma de vaina larga que contiene las semillas ftrivalvas con alas
longitudinales (Velazquez-Zavala et al., 2016).

Los requerimientos ambientales de la especie, le permiten adaptarse a un
margen amplio de condiciones locales y su crecimiento no es afectado hasta
una altitud de 2000 m. Esta planta puede tolerar un margen de temperaturas
amplio (Muhammad et al., 2016), aunque el desarrollo 6ptimo lo alcanza de
24 a 32 °C, subdptimas de 22-24 a 30-32 °C y las marginales de <24 y >32
°C. Los requerimientos del pH del suelo son amplios, entre 4,5 y 9,0 aunque
prefiere suelos bien drenados. La planta se adapta a suelos arcillosos o
pesados que no presenten saturacion por un tiempo prolongado (Reyes,
2016).

M. oleifera utilizada como extracto foliar, ha puesto en evidencia sus efectos
fortificantes, mediante estudios como promotor de crecimiento de los cultivos.
Su uso como planta bioestimulante es corroborado en plantas de trigo donde
la pulverizacion foliar puede retrasar la maduracion de los cultivos, extender el
area foliar estacional y el periodo de llenado del grano, lo que conduce a una
mayor semilla y rendimientos bioldgicos (Yasmeen et al., 2012). Se ha
comprobado que extractos de M. oleifera mejoran el crecimiento del maiz
hibrido cv Dekalb 5219 debido a un incremento en el contenido de clorofila y
compuestos fendlicos de las plantulas procedentes de semillero (Basra et al.,
2011a).

En respuesta al estrés, las plantulas de frijol comun (Phaseolus vulgaris L.)
superan el estrés por cloruro de sodio, como resultado del remojo previo en
extracto de hoja de M. oleifera. El extracto incrementa el contenido de
osmoprotectores, la actividad de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos,
asi como, la relacion K*/Na* (Rady et al., 2013).

En las condiciones de la provincia El Oro, la utilizacion de fortificantes
naturales como extractos de M. oleifera es una alternativa que permite

potencializar los sistemas productivos bananeros locales, que responden a
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producciones limpias y sostenibles con el medio ambiente asi como, el
incremento del nivel de resiliencia de este cultivo.

Los avances en la investigacion en los ultimos afos se encaminan a validar
cientificamente los usos tradicionales de M. oleifera al identificar los principios
activos responsables de dichas actividades y profundizar en los mecanismos
de accion (Nogales, 2019). El uso de estos extractos, permite el
aprovechamiento de recursos naturales locales existentes en el territorio y su
utilizacion para fortalecer las fases productivas del cultivo del banano. Las
fases fenoldgicas de este cultivo evidencian la deficiente utilizacion de
fortificantes a nivel local, donde lo recomendado ante esta situacion es
realizar estudios en mayor profundidad y con extractos estandarizados de M.
oleifera, que posibiliten comparar los resultados obtenidos en diferentes
valoraciones.

La introduccion y diseminacion de M. oleifera en el territorio ha sido como
referente ornamental hasta el momento actual, lo cual demuestra su buena
aceptacion por las comunidades locales, acompafado de su excelente
adaptacion a las condiciones ambientales diversas que permite disponer de
material vegetal todo el afio. Esta disponibilidad convierte a la planta idénea
para realizar estudios que permitan conocer su potencial fortificante en el
ambiente; asi como, la influencia de sus propiedades fotoquimicas en la
especie prioritaria de cultivo local como es el banano variedad Williams. Esta
variedad de interés local requiere del establecimiento de sistemas tecnificados
que demandan de alternativas nutricionales organicas que reduzcan el estrés
vegetal. Ante estas demandas locales, se ha trazado como hipétesis de
trabajo que el extracto de M. oleifera presenta un efecto fortificante en
vitroplantas de banano Williams. Ante estas demandas locales, se ha trazado
como hipodtesis de trabajo que el extracto de M. oleifera presenta un efecto

fortificante en vitroplantas de banano Williams.
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2. OBJETIVOS

La investigacion ha tenido como objetivo principal determinar el efecto
fortificante de extractos de diferentes partes de la planta de M. oleifera
procedente de la zona del El Oro (Ecuador) en el crecimiento y desarrollo en

vitroplantas de banano variedad Williams (Musa AAA).

Para el cumplimiento de este objetivo principal, se proponen los siguientes

objetivos especificos:
1. Caracterizar los extractos pertenecientes a diferentes partes de la
planta de M. oleifera durante diferentes fases del desarrollo (vegetativo

y floral) que demuestren su potencial como nutriente y antioxidante.

2. Determinar el efecto fortificante de extractos acuosos de hojas en
diferentes estados fenoldgicos de la planta de M. oleifera en el
crecimiento de vitroplantas de banano (Musa AAA) clon Williams en

condiciones de aclimatacion.

3. Establecer el cultivo in vitro de genotipos banano Williams mediante
sistemas convencionales y de inmersion temporal eficientes para el

fortalecimiento del material vegetal existente en la provincia de El Oro.

El presente trabajo ha dividido el cuerpo de la tesis en tres capitulos

principales para favorecer su lectura.
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3. CAPITULO |

Estudio de extractos de 6rganos de Moringa oleifera Lam en fases de

crecimiento y desarrollo.
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3.1. INTRODUCCION

Extractos como fuentes nutricionales y bioactivos
Los extractos vegetales representan una fuente disponible de nutrientes o

fitoquimicos que se convierten en los nuevos productos con propiedades
bioactivas para promover una economia circular (Brito et al., 2022). A nivel
local los extractos de M. oleifera representan una fuente valiosa de nutrientes

y ricos en compuestos bioactivos.

La ubicacién geografica y momento del afio condicionan el estado fisiolégico
de las plantas de Moringa, en especial la concentracién de metabolitos debido
a su interaccion con factores abidticos locales como tipo y fertilidad de suelo,
clima, asi como la disponibilidad de agua. La composicion nutricional en hojas
es variable dependiendo de estos factores ademas de la procedencia y las
practicas de manejo (Afzal et al., 2020).

Las diversas condiciones en la distribucion de la especie, evidencian la
necesidad de estudios de caracterizacion del material vegetal local para
declarar la potencialidad de sus diferentes 6rganos como hoja, tallo, raiz y
semilla (Velazquez-Zavala et al., 2016). La hoja de la Moringa se caracteriza
por presentar, en estados de crecimiento y desarrollo, un comportamiento
variable en su composiciéon como fuente fitoquimica Destacar contenido en
proteinas, carbohidratos, grasas y aminoacidos esenciales (arginina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina,
prolina, aspartato y glutamato en mayor cuantia). Este 6rgano es una fuente
de vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B3, Vitamina E y en
especial los contenidos de vitamina C. En relacién al contenido mineral,
destacar el calcio, potasio y hierro y en menor cuantia, el cobre, magnesio,
sodio y zinc (Rubio, 2020). Las hojas (6rgano mas utilizado de la planta) son
ricas en carotenoides, polifenoles, acidos fendlicos, flavonoides, alcaloides,
glucosinolatos, isotiocianatos, taninos y saponinas (Leone et al., 2015).

Las hojas y raices de M. oleifera presentan un importante potencial
antioxidante que ayuda a prevenir dafios causados por especies reactivas de
oxigeno (ROS) (Igbal & Bhanger, 2006). Entre las ROS destaca perdxido de

hidrégeno (H,0,), oxigeno singlete 'O, asi como los radicales anion
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superoxido (O, ™) y el radical hidroxilo (HO™) (Carvajal, 2019). Estos radicales
libres son moléculas parcialmente reducidas que poseen un electron adicional
en estado desapareado y esta configuracidon electrénica confiere a estas
moléculas inestabilidad, facil reaccién con lipidos, proteinas asi como con los
acidos nucleicos de su entorno (Vaquero-Raya & Molero-Richard, 2005;
Chaverri & Rodriguez, 2018).

Los cloroplastos, mitocondrias, pared celular y peroxisomas son los
principales lugares de generacion de ROS. Cuando los mecanismos
antioxidantes celulares responden de manera poco eficaz a los incrementos
en concentracién de ROS por encima de valores tolerables, se puede llegar a
comprometer la supervivencia celular (Sainz et al., 2012).

Ante estas evidencias la confirmacién de la actividad antioxidante en especies
como M. oleifera es especialmente interesante, ya que en ella se identifican
mas de 40 antioxidantes naturales (Mahmood et al., 2010). Se ha observado
la presencia de antioxidantes en diferentes 6rganos de la planta y en
diferentes estados fenoldgicos.

Se han podido detectar tocoferoles (a-tocoferol, d-tocoferol, g-tocoferol) asi
como vainillina, quercitina, &cidos felurico, galico, elagico, B-caroteno,
astragalo, catequina, miricetina, acido felurico, acido galico, acido elagico y
kaempferol (Velazquez-Zavala et al., 2016).

En hojas de Moringa se han encontrado diversos fitoconstituyentes activos
como alcaloides, proteinas, quinina, saponinas, flavonoides, taninos,
esteroides, glucosidos, aceite y grasas; asi como, niacina A, niacina B,
niacimicina A y niacimicina B (Dhongade et al., 2017; Kumar et al., 2018). Esta
diversidad de productos de actividades bioldgicas confirma el potencial de M.
oleifera, donde (Ma et al., 2020) al realizar pretratamiento de semillas con
aplicacién de nanomateriales como nanoparticulas de éxido de cinc (NZnO),
incrementan fenoles, flavonoides y vitamina C.

En Ecuador la planta de Moringa es valorada como fuente proteica a partir de
hojas y semillas, gracias a estudios realizados durante el estado vegetativo,
asi como en su proceso de almacenamiento (Coello et al.,, 2017). La
diversidad de estudios locales confirma a las hojas como fuente de nutrientes
proteicos, con una diversidad de aminoacidos, acidos grasos saturados e

insaturados; asi como, carbohidratos (Isitua et al.,, 2015). En hojas de
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diferentes edades y altura de planta, se ha evaluado la capacidad antioxidante
en relacién al contenido de alcaloides, fenoles totales, flavonoides y taninos
(Cabrera et al., 2017).

Las caracteristicas de M. oleifera, permiten realizar extractos de sus érganos
como posibles fuentes de nutricion y antioxidantes en sistemas productivos

locales, los cuales demandan de fuentes alternativas organicas fortificantes.

Extractos y actividad peroxidasa EC 1.11.1.7

En los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, la participacion de
enzimas como las peroxidasas (PRXs) y su accion ante los ROS, demandan
evidencias en la especie en estudio, asi como la caracterizacién de sus
funciones expresadas en un ambiente local. Cuando las condiciones
fisiolégicas son 6ptimas, las ROS se acumulan, distribuyen y se encuentran
en rango optimo por accion de diversos grupos de antioxidantes de bajo peso
molecular, asi como de enzimas antioxidantes que en este caso mantienen un
equilibrio (Jovanovi¢ et al., 2018). Este tipo de enzimas son oxidorreductasas
que utilizan peroxido de hidrogeno para catalizar reacciones oxidativas
capaces de oxidar varios tipos de sustratos (Medina et al., 2017).

Las PRXs se encuentran relacionadas estructuralmente en superfamilias
como peroxidasas vegetales, fungicas y bacterianas que responden a tres
clases de enzimas basandose en sus diferencias en la secuencia de
aminoacidos (Welinder, 1992). Las peroxidasas en plantas se identifican en
clase | como ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11) cloroplastica y citosélica en
células vegetales, considerada como enzimas intracelulares muy termolabiles,
asi como, en clase Il como peroxidasa (EC 1.11.1.7) que contiene todas las
peroxidasas vegetales de secrecion con naturaleza glicoprotéica e inusual
estabilidad térmica, localizadas en las paredes celulares y vacuolas (Hiraga et
al.,, 2001). Estas enzimas pertenecen a la superfamilia de las
peroxidasa-catalasa, identificandose al menos 158 peroxidasas de clase lll en
el genoma del maiz (Zea mays L.), 155 isoenzimas en el genoma del arroz
(Oryza sativa L.), 103 isoenzimas en el genoma del Medicago truncatula
Gaertn y 75 isoenzimas en el genoma de Arabidopsis thaliana L. (Luthje &
Martinez, 2018).
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Las plantas superiores contienen estas peroxidasas especificas (peroxidasa
de clase lll; PRXs) que constituyen grandes familias multigénicas. Estudios de
genética inversa para caracterizar la funcién de cada PRX revelan su
participacién en procesos de germinacion de semillas, elongacién celular,
lignificacion y defensa contra el estrés (Shigeto & Tsutsumi, 2016).

Las PRXs en células de maiz (Zea mays L.) cultivadas en suspension, en
respuestas a la polimerizacion de lignina, identifica a las peroxidasas de clase
[l (PRX) con un rol prominente (Martinez-Rubio et al., 2018). Estas enzimas
catalizan la oxidacion de diversos sustratos, principalmente fendlicos y su
correspondiente radical, existiendo el H,0O, como aceptor de electrones y
donde esta reaccion catalizada por PRX produce el radical fenoxilo por la
sustraccion de un electrén del compuesto fendlico (Jovanovi¢ et al., 2018).
Estas oxidaciones se localizan en las membranas mitocondriales, del reticulo
endoplasmatico y plasmatica, debido a que sus fosfolipidos poseen afinidades
para el alfa-tocoferol que es acumulado en estos sitios. Estos tocoferoles
intervienen en la neutralizacion de reacciones en cadena con radicales libres
como resultado de su capacidad de transferir el hidrégeno fendlico a un
radical peroxilo libre llamado fenoxi o fenoxilo (Benitez, 2006).

Las PRX catalizan la oxidacion de diversos sustratos donantes de electrones
como aminas aromaticas y fenoles en presencia de peréxido hidrégeno.
Estas enzimas oxidan un diverso grupo de compuestos fenélicos como acido
clorogénico, pirogalol, catecol, guayacol y catequina (Onsa et al., 2004).

Las hojas de M. oleifera, se encuentran disponibles en grandes cantidades en
todo el ano, las PRX purificada es reportada como activa en pH acidos, con
actividad estable en un 90 % a 60 °C durante 30 min, condicion que brinda
una excelente recuperacion de estas enzimas y por contener azucar pueden
ser catalogadas como una glicoproteina (Khatun et al., 2012). La PRX en
hojas de esta especie permite obtener eficiencia en los procesos metabdlicos;
asi como, declararlas como enzimas purificadas que exhiben propiedades
fisicoquimicas que la hacen apta para diversas aplicaciones biotecnoldgicas
(Agunbiade et al.,, 2021). En plantas de M. oleifera expuestas a estrés
abidtico, las POX presentan una respuesta eficiente, ante estrés hidrico, que
permite obtener un aumento de varias enzimas antioxidantes como
superéxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y PRX (Sadak et al., 2020).
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Localizacion subcelular de peroxidasa

La célula vegetal posee dos espacios bien definidos, identificados como el
protoplasto y el apoplasto. El protoplasto representa la totalidad de los
constituyentes de células vivas, comprendido por el citoplasma y sus
organulos, asi como la membrana plasmatica. El apoplasto es el
compartimento extracelular en los tejidos vegetales, ubicado externamente a
la membrana plasmatica que incluye la pared celular junto con los espacios
intercelulares. El compartimento apoplastico es el espacio de procesos
biolégicos esenciales, que incluyen la formacion de la pared celular, la
absorcion 'y exportacion de agua, nutrientes celulares, interacciones
planta-patdgeno y, respuestas de defensa frente a los mismos (Jovanovi¢ et
al., 2018; O’Leary et al., 2014). En estos espacios, la pared celular es el
principal compartimento de actividad peroxidasa, aunque la importancia de

esta localizacién difiere entre especies (Perrey et al., 1989).

Atendiendo a su localizaciéon subcelular, se pueden distinguir hasta 4 tipos de
isoenzimas PRX ( Li et al., 1989):

1. Enzimas solubles en el apoplasto, obtenidas a partir de lavados de tejidos

por soluciones que no deterioran el plasmalema.

2. Enzimas solubles en el protoplasma, obtenidas rompiendo las células y

precipitando los organulos y restos de paredes.

3. Enzimas ionicamente ligadas, extraidas del precipitado de membranas y

paredes por soluciones salinas de alta fuerza iénica.

4. Enzimas covalentemente ligadas, mediante extracciones por tratamientos
con enzimas hidroliticas (celulasa) y que estarian covalentemente ligadas o

atrapadas a las membranas y/o a la pared.

Mediante la técnica de infiltracion a vacio de un tampdn en el tejido vegetal,
seguido de su recuperacion por centrifugacion suave, puede ser posible la
extraccion de enzimas solubles en el apoplasto o débilmente ligadas a la
pared. Mediante este procedimiento, se evita la ruptura del protoplasto y

dependiendo de la fuerza iénica y la composicidon del medio de infiltracién, se
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puede diferenciar la actividad enzimatica libre en los espacios intercelulares,

de la actividad enzimética enlazada a la pared celular (Bernal, 1993).

El fraccionamiento subcelular ha proporcionado los medios necesarios para
analizar la composicion y las propiedades de los elementos celulares
purificados (Christian et al., 1999). En la determinacién de enzimas de
membranas y paredes, se requiere del fraccionamiento celular, por él se
obtendran enzimas solubles en el citoplasma, y un precipitado compuesto de
membranas y paredes. Las peroxidasas basicas y acidas se encuentran
solubles en apoplasto y protoplasto, idnicamente ligadas a membranas y
paredes celulares, y covalentemente ligadas a membranas y paredes
celulares (Christian et al., 1999; Ros Barcel6 et al.,1989). Los extractos de
células rotas se centrifugan a altas velocidades para separar los componentes
celulares por tamafio y densidad (Alberts et al., 2002)Para estudiar el
comportamiento subcelular de las isoenzimas PRXs en células de M. oleifera,
utilizaremos las técnicas de fraccionamiento subcelular y de infiltracion a
vacio que nos permitird a su vez, caracterizar estados fenolégicos (vegetativo

y floral) mediante actividades enzimaticas.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La recoleccion de semillas de M. oleifera, se realizé en los cantones de
Arenilla y Machala de la provincia de El Oro, Ecuador. Estas actividades
permitieron obtener muestras de semillas con madurez fisiolégica, utilizadas
en procesos de germinacion que generaron plantulas de calidad.

El trabajo con las plantulas facilité su caracterizacion, la creaciéon de un banco
de germoplasma in vivo, en areas de aclimatacion del laboratorio de
micropropagacion vegetal de la Facultad de Ciencias Agropecuarias en la
Universidad Técnica de Machala.

El establecimiento de plantas de M. oleifera en areas in vivo permitié disponer
de material vegetal para los diferentes estudios realizados, asi como la
produccion permanente de semillas y plantulas.

Las plantas empleadas para analisis fitoquimicos provenian de tres grupos. El
primer grupo se establecié en condiciones de invernadero en bandejas
plasticas y estaba compuesto por plantulas de 20 dias de edad (dia 1 con la
germinacion del 50% de las semillas) en fase de crecimiento (figura 2A).
Estas plantulas permitieron generar dos grupos de plantas en diferente estado
de desarrollo (establecidas en canteros tecnificados in vivo). Un segundo
grupo de plantas con dos metros de altura fueron decapitadas a 25 cm de
altura para la generacion de rebrotes, que se cosecharon a 26 dias de edad
(figura 2B). El tercer grupo estuvo formado por plantas de crecimiento
perenne (arbol) con 2 afios de edad (figura 2C). Todas las plantas se
establecieron en suelo, con textura franco-arcillosa y en condiciones de

humedad 6ptima para su crecimiento y desarrollo.
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Figura 2. Plantas de M. oleifera en estado vegetativo y floral. A. Plantulas en
estado vegetativo de 20 dias de edad. B. Plantas en estado floral con rebrote

de 26 dias de edad. C. Plantas en estado floral a los dos afios de su siembra.

Preparacion de las muestras de 6rganos deshidratados

Para la valoracion de contenido fitoquimico de extractos acuosos o
metandlicos, se utilizaron plantulas de 20 dias, plantas con rebrote y arboles
que permitieron obtener muestras de todos los érganos (figura 3) como hojas,
raquis, tallo, raiz, flores, soporte floral y semillas. Los 6rganos fueron
recolectados, lavados con agua destilada, secados con papel de filtro y
seccionados en pequeias fracciones para ser llevados a estufa por 24 horas
a 70 °C. Transcurrido el tiempo de secado, las muestras vegetales se
trituraron con molino de cuchilla fina (Moulinex, Alenzén, Francia) y
maceradas en mortero para obtener polvos de granulometria finas. Las
muestras fueron conservadas en fundas de plastico impermeables oscuras,

que permitié evitar la fotodegradacion hasta el momento de caracterizacion.
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Figura 3. Material vegetal de plantas de M. oleifera utilizadas en el proceso
de caracterizacion del potencial fitoquimico. A. Hojas. B. Raquis. C. Tallo. D.
raiz. E. flores. F. soporte floral. G. semillas. H. secado de 6rganos de M.

oleifera en la estufa.

Caracterizacion de la composicion mineral del material vegetal

Las caracterizaciones elementales de las muestras de los 6rganos de M.
oleifera fueron posibles por la presencia de ejemplares de esta especie en el
Cantén Machala de la provincia de El Oro en Ecuador, facilitando la
recoleccion de muestras locales por o6rganos. Estas muestras fueron
deshidratadas con el procedimiento antes mencionado y almacenadas a
temperatura ambiente en frascos ambares. Para la caracterizacién se
emplearon réplicas por 6rganos de 2 mg de masa seca para el analisis
mediante el Servicio de Apoyo a la investigacion de la Universidad de A
Coruna (S.A.l.). Esta actividad permitié valorar la composicién elemental
vegetal y seleccionar el érgano potencial con fines de elaboracion de

extractos fortificantes.

Contenido de fenoles solubles

Las muestras de tejidos vegetales utilizadas en la cuantificacion de fenoles,
requirid de 0,1 gramo de masa seca de cada 6rgano para los tres grupos de

plantas de M. oleifera, que se encontraban conservados como polvo fino en
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oscuridad. Esta determinacioén fendlica requirié de la elaboracién de una recta
de calibrado con un acido fendlico, mediante el empleo de acido gélico. Se
requirié la preparacion de una solucién madre de 1 mg/1mL para elaborar la
recta de calibrado que permitié calcular la cantidad de fenoles presentes en
las muestras. En su elaboracion se utilizaron soluciones de acido galico en
metanol al 80% a concentraciones (mg de acido galico/ml de metanol): 0,01
mg/ml; 0,02 mg/mL; 0,05 mg/mL; 0,1 mg/mL; 0,2 mg/mL. A partir de las
mismas se tomaron 100 pL por triplicado y se afiadié 1 ml de reactivo Folin
Ciocalteu diluido a proporcion 1:10 (v:v)segun el método de reduccion del

consumo de reactivos (Kraujalyté et al., 2015).

Después de 4 min de incubacién en oscuridad, se aplicd a cada tubo 1 mL de
Na,CO; al 7% y 400 yL de agua destilada, volviendo a incubar los tubos
durante 90 minutos en oscuridad. Después de la incubacion se realizo la
lectura de las muestras en espectrofotémetro (Spectronic 21D, Los Angeles,
USA) a una absorbancia 760 nm, utilizandose como blanco 100 pL de agua

destilada en lugar de &cido galico.

La recta de calibrado obtenida facilitdé la ecuacién: absorbancia 760
nm=3.8292 [equivalentes de acido galico]+0,0303 con R? = 0,997, que se
utilizé para el calculo del contenido de fenoles solubles totales como se

muestra en la figura 4.
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Figura 4. Recta de calibrado con absorbancias obtenidas segun las diferentes

concentraciones de acido galico.
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Las lecturas de muestras vegetales se realizaron por triplicado para cada
organo, siguiendo el método modificado de Diaz et al. (2001), mediante una
extraccion a proporcion 0,1:1 (p:v) con diferentes solventes como metanol al
80% y agua destilada como alternativa para posterior incubacién a 70 °C

durante 30 minutos en bafio maria.

Una vez incubadas se centrifugaron (MiniSpin plus, Hamburgo, Alemania) 15
minutos a 10000 g recuperando el sobrenadante. A continuacion, se preparé
la mezcla de reaccion: 100uL de sobrenadante de muestra vegetal, 1000 uL
de reactivo de Folin-Ciocalteu e incubacion 4 min en la oscuridad a
temperatura ambiente. Seguidamente se afiadieron a cada muestra 1000 pL
de Na,CO; al 7%, 400 pL de H,O destilada, se homogeneizaron y fueron

puestas en oscuridad por 90 min a temperatura ambiente.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se realizaron las lecturas de fenoles
solubles totales, el procedimiento requirié la elaboracion de un blanco (1000
pL de reactivo de Folin-Ciocalteu, 100 pL de metanol al 80% o H,O destilada
segun el proceso de extraccion,1000 uL de Na, CO;, 400 uL de H,0). Una
vez disponible el blanco, se procedié a la calibraciéon del equipo y a realizar
lectura de las muestras para obtener los contenidos de absorbancia a 760 nm
longitud de onda. Los resultados fueron expresados en mg de equivalentes de

acido galico (GAE) por gramo de peso seco de la muestra (mg GAE/g PS).

Actividad antioxidante total

La obtencién de extractos de 6rganos de los tres grupos de plantas de M.
oleifera (plantulas, rebrote y arbol) mediante extraccion fendlica antes
descrita, fue el material de partida para la caracterizacion de la actividad
antioxidante total de cada 6rgano. Esta actividad antioxidante se determiné
por el descenso de la absorbancia a 515 nm de una solucién metandlica de
2.2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) en presencia de extractos metandlicos y
acuosos de organos de plantas de M. oleifera en diferentes momentos
fenoldgicos, donde la solucion del radical DPPH es la absorbancia inicial (AO)
(Thaipong et al., 2006).
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El DPPH con radical, presentd un color inicial morado que fue reduciéndose
en el tiempo hasta tomar una coloracién amarilla en presencia del
antioxidante, debido a que se eliminan los radicales libres y tienen la habilidad
de reducir el DPPH mediante la transferencia de electrones o atomos de
hidrégeno al radical (Fitriana et al., 2018). La pérdida de color se consideré
proporcional al grado de captura del radical DPPH e indicé la eficiencia de los
extractos vegetales. Esta eficiencia considerd la diferencia de color, que
permitié cuantificar el porcentaje de DPPH reducido mediante la ecuacion: %
DHHP reducido = ((A0 — Am) — A0)) x 100, siendo AO absorbancia ajustada

del DPPH y Am la absorbancia de las muestras.

Las valoraciones de las muestras se realizaron al preparar la dilucién madre
de DPPH 1Mm (40 mg de DPPH en 100 mL de metanol absoluto). Esta
dilucion se ajustd en metanol absoluto hasta alcanzar valores de absorbancia
cercanos a 0.800 nm y se reaccion6 50 pL de extractos de los 6rganos como
estandar antioxidante con 950 pyL de DPPH ajustado en cubetas de 1 mL de
metanol absoluto como blanco y primera medida DPPH con lecturas en
cubetas sin tiempo de incubacion. Los resultados se obtuvieron como %
DHHP reducido y concentracion en equivalentes de las muestras evaluadas

ante una recta de calibrado con patron externo Trolox.

La recta de calibrado se realiz6 con el patron externo Trolox (acido
6-hydroxi-2.5.7.8-tetrametilchroman-2-carboxilico) mediante la preparacién de
una diluciéon madre de 1 mm (25 mg de Trolox en etanol absoluto). A partir de
esta dilucion madre, se prepararon cinco diluciones de concentraciones
diferentes (100, 200, 300, 400 y 500 uL). Estas diluciones permitieron valorar
las cinco concentraciones por triplicado para valorar en equivalentes Trolox,
tomandose la absorbancia inicial (AO) compuesto por disolventes de DPPH
(950 pL de metanol absoluto) y Trolox (50 yL de metanol absoluto). Las
lecturas de absorbancias a 515 nm se obtuvieron al utilizar 50 yL de cada
concentracion Trolox y 950 uL de DPPH con lecturas fijas, para elaborar la

recta de calibrado.

La recta de calibrado permiti6 obtener la ecuacion: Absorbancia 515
nm=0.0536 [equivalentes de Trolox]+ 2.7577 con R? = 0,9596, como se
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muestra en la figura 5. Las lecturas fueron realizadas en espectrofotometro
(Spectronic 21D, Los Angeles, USA).
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Figura 5. Recta de calibrado en relacion de Reduccion DPPH, ante

diferentes concentraciones de Trolox.

Peroxidasa (PRX)

Mediante la actividad de PRX (EC 1.11.1.7) y el contenido en proteinas, se ha
determinado la actividad enzimatica en diferentes estados fenoldgicos de
hojas de M. oleifera, (Ferrer et al., 1990). Estas valoraciones se realizaron en
hojas de plantas germinadas a los 20 dias, plantas con rebrote a 26 dias y
plantas de dos afios de edad. Las hojas fueron recolectadas y movilizadas
hasta el area de caracterizacion, siempre en conservacion a 4 °C. En el
laboratorio las hojas fueron lavadas con agua destilada y secadas con papel
de filiro, se pesaron en muestras divididas por pesos semejantes de
aproximado 1 g, posteriormente fueron llevadas a 80 °C hasta el momento de
homogeneizado. Las muestras de hoja una vez retiradas de conservacion, se
procedieron a homogeneizar en mortero con arena fina de mar a relaciéon de
1:5 (p:p) a 4 °C, a una proporcién 1:5 (p:v) de tampon de extraccion
compuesto por EDTA 1 mM, KCL 1 Mm, y Tris HCI 5 Mm, ajustadoapH 7.5y
PVPP40 a 0,5 por 100 mg de tejido.
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El homogeneizado obtenido se filtr6 en gasas de celulosa de
aproximadamente 2 mm de malla, que estaban frias y el material retenido fue
descartado, obteniéndose una solucion que se centrifugd por 30 minutos a
1000 g en condiciones refrigeracion a 4 °C en centrifuga (Hermle, Los
Angeles, USA). El sobrenadante de esta centrifugacion fue considerado para
determinar el contenido de peroxidasa soluble total que se destin6 a dializar
en tampén tris HCL 50 mM PH 7,5 en membranas de celulosa para didlisis

por 24 horas en agitacion magnética a 4°C.

Una vez obtenida las muestras, se procedid a las lecturas de actividad
enzimatica frente a 4-Metoxi-a-Nafthol como sustrato. Los medios de reaccion
estaban compuestos por 4-Metoxi-a-Nafthol 1 mM, H,O, 0.01 mM, tampén
Tris CLH 50 mM pH 7.5 y solucién enzimatica. Los valores de absorbancia se
obtuvieron a 595 nm en un espectrofotémetro (Spectronic21D, Los Angeles,
USA) en cubetas de plastico de 1 mL. Las actividades enzimaticas fueron
calculadas y cuantificadas en los tratamientos, mediante coeficiente de
extincién de €= 593 de 21 x 10 * M cm™ para el producto de la oxidacion
enzimatica el 4-Metoxi-a-Nafthol y fueron expresadas en nkat.gramos de
masa fresca para los ensayos enzimaticos (cantidad de enzima que convierte

un nmol por segundo (nmol s™') de sustrato en producto).

A partir de las muestras dializadas, se determiné el contenido de proteinas
totales cuantificadas de forma rutinaria de acuerdo con el método de Bradford
(Bradford, 1976) usando albumina de suero bovino como proteina estandar.
Esta valoracién proteica se realizé a partir de extractos de hojas de M.
oleifera, utilizadas en el analisis de actividad peroxidasa de muestras
conservadas a - 80°C. En el momento de andlisis, las muestras fueron
expuestas a descongelacion a temperatura ambiente y llevadas a hielo para
mantener la conservacion a 4 °C. Seguidamente se centrifugaron en (MiniSpin
plus, Los Angeles, USA) a temperatura ambiente a 13000 rpm por 1 min, se
prepararon las soluciones compuestas por 900 uL de reactivo Bradford, 50 uL
de NaOH,10 uyL de muestra, 40 uL de H,O destilada, asi como un blanco
compuesto por los componentes antes citados menos la muestra de extracto

vegetal.
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Una vez preparadas todas las muestras de extracto, fueron mezcladas y
puestas en la oscuridad a temperatura ambiente por 5 min para que se

produzca la reaccién que sera estable por 60 minutos.

Para determinar el contenido en proteinas, se elabord una recta de calibrado

con patrén externo de albumina de suero bovino (BSA).

Esta recta de calibrado se realiz6 con el patron externo mediante la
preparacion de una disolucién madre de BSA 0,04 % (p/v). A partir de esta
disolucién madre, se prepard una dilucién madre de partida de 0,02% BSA
para obtener siete diluciones de concentraciones diferentes (0, 1, 2, 4, 6, 8 y
10 pg de BSA), asi como una solucidon madre de partida inicial 0,04% BSA
para obtener cinco diluciones de concentraciones diferentes (10, 12, 14, 18 y
20 ug de BSA). Estas diluciones permitieron valorar las 12 concentraciones
por triplicado obteniendo pug de BSA por concentracién valorada, tomandose
la absorbancia inicial (AO) y absorbancia en presencia de las concentraciones
conocidas, compuesto por reactivo Bradford (900 uL), NaOH 1M (50 uL), 10
ML (agua destilada de reemplazo como absorbancia inicial o concentracién
conocida), 40 yL (agua destilada). Se agitaron los tubos, se incubaron 30 min
en oscuridad para posteriormente cuantificar la absorbancia a 590 nm con

lecturas fijas y elaborar la recta de calibrado.

La recta de calibrado permiti6 obtener la ecuacién: Absorbancia 590
nm=0,0462 X [ugramos de BSA]J+ 0,1148 con R?= 0,9796 como se muestra en

la figura 6.
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Figura 6. Recta de calibrado mediante diferentes concentraciones de BSA.
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Los contenidos de proteinas totales de las muestras fueron obtenidos a 590
nm en un espectrofotdmetro (Spectronic 21D, Los Angeles, USA) en cubetas
de plastico de 1 mL. Los valores de absorbancia obtenidos permitieron

determinar el contenido proteico expresado en pgprot/ml.

Una vez obtenido el contenido proteico se determind la actividad especifica de
la enzima peroxidasa segun la expresion: Actividad especifica=actividad
enzimatica/concentracion de proteinas, que fueron expresadas en nakt.ug

proteina.

Actividad de peroxidasa protoplastica y apoplastica

Se utilizé como material vegetal hojas de plantulas, rebrote y arboles de M.
oleifera, para determinar la actividad enzimatica en diferentes estados
fenoldgicos mediante el aislamiento de peroxidasa de los espacios libres de la
pared (apoplasto celular). Las muestras de 1 g de discos de hojas con 9 mm
de diametro, eran lavadas exhaustivamente con tampon Tris HClI 50 mM pH
7,6 a 4°C e infiltradas al vacio durante 10 minutos en el mismo tampén
(con/sin Cl,Ca 100 mM), en una proporcion 1:5, p:v. El fluido del espacio libre
de la pared, se recuperd después de exponer los discos de hoja infiltrados a
centrifugacién (Hermle, Los Angeles, USA) 1000 g durante 5 minutos a 4°C
(Rathmell & Sequeira, 1974).

Para obtener la fraccion de peroxidasa apoplastica, los discos de hoja fueron
infiltrados con tampdn sin CI2Ca 100 mM llevandose a dialisis en tampdn Tris
HCI 50 mM pH 7,6 a 4°C por 24 horas. Los extractos obtenidos fueron
conservados a -80 °C hasta el momento de lectura a 595 nm en
espectrofotémetro (Spectronic 21D, Los Angeles, USA) en cubetas de plastico
de 1 mL. Las actividades enzimaticas se expresaron como el producto de la
oxidacion enzimatica el 4-Metoxi-a-Naftol y se expresaron en nkat.gramos de
masa fresca. El contenido de proteinas totales a lecturas de 590 nm se
expresd en ug-prot/ml. La actividad especifica de la enzima peroxidasa se
obtuvo segun la expresion: Actividad especifica=actividad
enzimatica/concentracién de proteinas, que fueron expresadas en nakt.ug

proteina.
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Fraccionamiento subcelular

El analisis se basa en la técnica de fraccionamiento subcelular. Las hojas en
los diferentes estados fenoldgicos, se recolectaron y llevaron hasta el area de
caracterizacion, siempre conservadas a una temperatura de 4 °C, en dénde
se lavaron con agua destilada y se secaron con papel de filtro. Se dividieron
en muestras por pesos semejantes de aproximado 1g, posteriormente

llevadas a — 80 °C de temperatura hasta el momento de homogenizado.

Las muestras de hoja una vez retiradas de conservacion, se procedieron a
homogeneizar en mortero con arena fina de mar a una temperatura de 4 °C,
en una proporcion 1:5 (p:v) de tampdn de extraccién compuesto por sacarosa
0,25 M, (Ac O), Mg 1M y Tris CIH 5 mM pH 7,2. Las fracciones de peroxidasa
solubles, enlazadas a membranas y a paredes fueron obtenidas segun la

técnica de Ros Barcel6 et al. (1989).

El homogeneizado se filtré6 en gasas de celulosa de aproximado 2 mm de
malla, estas permanecieron frias y el material retenido fue descartado,
obteniéndose una soluciéon que se centrifugé por 15 minutos a 1000 g en
condiciones refrigeraciéon a 4 °C en centrifuga refrigerada (Hermle, Los
Angeles, USA). El producto de esta centrifugaciéon fue un sobrenadante
considerado como la fraccién soluble y un precipitado como fraccion primaria

de paredes.

La fraccion soluble se procedio a centrifugar en 4 °C durante 20 minutos a
20000 g, obteniéndose un sobrenadante como fracciones de peroxidasa

soluble llevado a dialisis y un precipitado considerado fraccion de membranas.

Extraccion de enzimas enlazadas a membranas celulares

En la determinacién de la actividad de peroxidasa enlazada a membranas en
los diferentes estados fenoldgicos valorados, se realizé mediante la técnica de

solubilizaciéon enzimatica (Ros Barcelé et al., 1988).

El precipitado obtenido cuando se procede a centrifugar la fracciéon soluble
durante 20 minutos a 20000, se considerd fraccion de membranas. Para

solubilizar la enzima iénicamente enlazada a membranas, este precipitado se
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incubd por 30 min en condiciones de 25 °C con KCL 1M y se centrifugé 20
minutos a 10000 g (este proceso fue repetido una vez mas para obtener dos
voliumenes de fraccion de membranas que representan las fracciones de
peroxidasa enlazada de forma idénica a membrana) llevandose a dialisis a
continuacion. En este dultimo centrifugado, el precipitado obtenido fue
resuspendido con Tampoén Acetato 0,1 M, celulosa al 1% por 12 horas a 25
°C, centrifugdndose seguidamente durante 20 minutos a 20000 g,
obteniéndose un sobrenadante como fraccidon de peroxidasa enlazada de

manera covalente a membrana que se destino a dialisis.

Extraccion de enzimas enlazadas a paredes celulares

La extraccién de enzimas enlazadas a pared se realizdé por la técnica
propuesta por Ros Barcelé et al. (1987), donde la fraccidon primaria de
paredes celulares producto de la primera centrifugacion, se resuspendio a
relacion 1:5 (v:v) con Tritédn X- 100 al 1%, n-Octanol al 0,2% en Tampon Tris
HCL 5Mm y pH 7,2. Se continu6 con una centrifugacion durante 10 minutos a
1000 g y el precipitado resultante, se resuspendié con el mismo tampon para
la eliminaciéon de restos membranosos. La muestra obtenida se lavo tres
veces mediante tampén TRIS HCL 50 mM relacién 1:5 (viv) con
centrifugaciones de 10 minutos a 1000 g para obtener un precipitado final

considerado fraccion de paredes.

Esta fraccion de paredes resultante, se incubd dos veces en CLK 1M durante
30 minutos a 25 °C, centrifugando seguidamente 10 minutos a 1000 g,
recolectando las fracciones que representan la peroxidasa idnicamente
enlazada a pared, destinadas posteriormente a didlisis. Producto de estas
incubaciones se recolectd el precipitado que fue resuspendido en tampén
acetato 0,1 M, celulosa 1% (p:v) por 12 horas a 25 °C y centrifugado 10
minutos a 1000 g para obtener un sobrenadante que permitié determinar la
actividad de la peroxidasa covalente enlazada a pared una vez efectuada la

dialisis.

Una vez obtenida las muestras para lecturas de actividad enzimatica frente a
4-Metoxi-a-Nafthol como sustrato, se prepararon los medios de reaccion que

estaban compuestos por 4-Metoxi-a-Nafthol 1 mM, H,O, 0,33 mM, tampén
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Tris CLH 50 mM pH 7,5 y solucién enzimatica midiendo la absorbancia a 595
nm en un espectrofotémetro (Spectronic 21D, Los Angeles, USA), en cubetas
de plastico. Las actividades enzimaticas fueron expresadas en nkat.gramos

de masa fresca para los ensayos enzimaticos.

A partir de las muestras dializadas se determind el contenido de proteinas

totales, utilizando la ecuacioén de la recta de calibrado antes elaborada.

Las soluciones para las lecturas del contenido proteico consistieron en 900 uL
de reactivo Bradford, 50 yL de NaOH,10 pL de muestra, 40 yL de H,O
destilada, asi como un blanco compuesto por los componentes antes citados
excepto el extracto vegetal. Una vez preparadas todas las muestras de
extracto, fueron mezcladas y puestas en la oscuridad a temperatura ambiente

por 5 min para que se produzca la reaccion que sera estable por 60 minutos.

Los contenidos de proteinas totales de las muestras fueron obtenidos a 590
nm en un espectrofotémetro (Spectronic 21D, Los Angeles, USA) en cubetas
de plastico. Los valores de absorbancia obtenidos permitieron determinar el
contenido proteico expresado en ug-prot/ml. La actividad especifica de la
enzima peroxidasa se realizd segun la expresion: Actividad especifica =
actividad enzimatica/concentracién de proteinas, que fueron expresadas en

nakt.ug proteina.

Procedimiento estadistico

El andlisis estadistico de datos se realiz6 al seleccionar muestras de érganos
de M. oleifera por tratamiento para su valoracién en al menos dos momentos
experimentales. En las bases de datos que se generaron por experimento, se
observé normalidad de datos (verificada con el test de Shapiro-Wilk) y
homogeneidad de varianzas (verificada con el test de Levene). Las variables
dependientes cuando cumplieron estos postulados, fueron objeto de pruebas
parameétricas Tukey o Duncan. Cuando se incumplié algun supuesto, se utilizd
la prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes. Los datos obtenidos
fueron procesados estadisticamente con el paquete estadistico IBM SPSS
version 25 de prueba para Windows y se utilizé una confiabilidad en la
estimacion del 95% (a=0,05).
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3.3. RESULTADOS

Analisis de la composicidon mineral en 6rganos de M. oleifera

La obtencién de muestras de érganos en plantas de M. oleifera en estado
floral, permitié realizar valoraciones de N, C, Hy S, presentandose diferencias

significativas entre semilla, raiz, hoja y flor.

Las valoraciones de estos elementos realizadas a muestras de polvos de
diferentes 6rganos (tabla 1), ubican a la hoja como fuente esencial de
nitrégeno con valores mayores (5,05%) y diferentes estadisticamente al ser
comparados con la semilla, flor y raiz. En los elementos carbono (55,96%),
hidrogeno (8,32%) y azufre (1,36%) se obtuvieron los mayores valores y con
diferencias significativas (p<0,05) en las semillas con los demas érganos. En
estos dos ultimos elementos, se destacan las hojas, que mostraron ser una

fuente importante de hidrégeno (5,84%) y azufre (1,33%).

El analisis elemental de 6rganos de M. oleifera en estado floral permitié
identificar a las hojas como una fuente esencial de nitrégeno mientras que las

semillas son una fuente de carbono, hidrégeno y azufre.

Tabla 1. Resultados de analisis de composicién mineral de polvos de érganos

de M. oleifera.

Organos N (%) C (%) H (%) S (%)
Semilla 4,63b 55,96a 8,32a 1,36a
Raiz 0,56d 39,29d 5,56¢ 0,30d
Hoja 5,05a 41,61c 5,84b 1,33b
Flor 3,76¢ 41,65b 5,80b 0,83c
p-valor 0,001 0,002 0,001 0,001

Los valores medios obtenidos de 6rganos y elementos, representan la réplica
de n: 24 unidades. Letras diferentes en cada elemento, difieren

estadisticamente para cada 6érgano con un p-valor<0,05 (prueba de Tukey).
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Contenido de fenoles solubles en érganos de M. oleifera

Las plantas de M. oleifera en estado vegetativo (figura 7A), mostraron
contenidos de fenoles solubles diferentes segun el extracto utilizado y 6rgano
valorado. El extracto metandlico fue mas eficiente al obtener valores mayores
de compuestos fendlicos solubles con diferencias altamente significativas
(p=0,001) en hojas de 8,51 mg GAE/g peso seco con relaciéon a los demas
organos cuando se utilizé extractos metandlicos y con los extractos acuosos

de todos los 6rganos valorados.

En las plantas en estado floral de rebrote (figura 7B), cuando se utilizé
extracto metandlico, los contenidos de fenoles solubles en hojas mostraron
valores mayores con diferencias altamente significativas (p<0,001) de 9,42 mg

GAE/g peso seco comparado a los demas extractos metandlicos y acuosos.

En la figura 7C, las plantas en estado floral arbéreo el contenido de fenoles
solubles en hojas, tanto para extracto acuoso como metandlico, permitieron la
misma eficiencia de extraccion con valores de 6,89 y 6,35 mg GAE/g peso
seco. Sin embargo, en flores, cuando se utilizd extracto metandlico, se obtuvo
6,53 mg GAE/g peso seco difieren (p<0,001) a extractos de raquis, tallo, raiz y

semilla.

El contenido de fenoles solubles de M. oleifera en los diferentes estados
fenoldgicos, muestran a la hoja como el érgano de mayor potencial fendlico,
donde el extracto metandlico resulté mas eficiente en la extraccion fendlica en
los estados vegetativo y floral (rebrote). Sin embargo, se obtuvo la misma
eficiencia en estado arbéreo, cuando se utilizd extractos acuosos y

metandlicos.
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de 2 anos, n:84 unidades. Medias con letras diferentes, en cada columna,

50



indican diferencias significativas entre extractos y 6rganos de plantas para un
p-valor<0,05 (prueba de Tukey).

Capacidad antioxidante total en 6rganos de M. oleifera

Se ha determinado la presencia de antioxidantes totales en 6rganos de M.
oleifera, confirmandosesu variabilidad segun estado fenoldgico valorado. En
plantas en estado vegetativo (figura 8A), se observé que la utilizacion del
extracto metandlico permitid mayor eficiencia en extraccion de antioxidantes
totales, donde las hojas mostraron valores altamente significativos (p<0,001)

de 28,85 ymol TE/g de peso seco.

En las plantas en estado floral de rebrotes (figura 8B) al usar extracto
metandlico, las hojas presentaron los mayores valores altamente significativos
(p<0,001) con 11,31umol TE/g de peso seco de actividad antioxidante total,
comparados a los demas 6rganos con ambos tipos de extracto. El extracto
acuoso en hoja presentd valores significativos de 6,75 pmol TE/g de peso

seco de antioxidantes total y diferente con relacién a los demas tratamientos.

El contenido de antioxidantes totales en estado floral de arboles (figura 8C),
mostré a la hoja como 6rgano con valores diferentes y altamente significativos
(p<0,001) de 19,32 ymol TE/g de peso seco, al utilizar extracto metandlico
comparado a los demas extractos. Los valores obtenidos en hoja con extracto
acuoso (10,23 uymol TE/g de peso seco) y en flores con extracto metandlico

(umol 10,53 TE/g de peso seco) presentan diferencias significativas (p<0,05).

En el andlisis de los 6rganos de M. oleifera tanto en los extractos metandlicos
como acuosos, se confirma la presencia de actividad antioxidante, donde los
extractos metandlicos de hojas alcanzan mayores valores en los estados

fenolégicos vegetativo y floral (arbol) respectivamente.
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vegetativo) de 20 dias, n:48 unidades. B) Plantas de rebrote (estado floral) de
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26 dias, n:48 unidades. C) Plantas arbdéreas (estado floral) de 2 afios, n:48
unidades. Medias con letras diferentes, en cada columna, indican diferencias
significativas entre extractos y 6rganos de plantas para un p-valor<0,05

(prueba de Tukey).

Actividad peroxidasa en hojas

Los resultados de extractos de M. oleifera de diferentes estados fenolégicos,
revelaron que el érgano con mayor potencial de compuestos fendlicos y
antioxidante totales correspondié a hojas. Este resultado permitié priorizar
este 6rgano para valorar la actividad peroxidasa, dada su capacidad de actuar
en las oxidaciones de los procesos de crecimiento y desarrollo. La actividad
enzimatica (figura 9A) presentd diferencias significativas (p<0,05) en los
diferentes estados fenoldgicos. En muestras de hojas de arboles se
obtuvieron valores mayores y diferentes estadisticamente a otros estados
fenoldégicos. La actividad peroxidasa en relacion a muestras de hojas de
rebrotes, presenté valores de 1,04 nkat. g de masa fresca, y de 2,2 nkat. g de
masa fresca en muestras de hoja de plantulas. Se obtuvieron diferencias
significativas en el contenido de proteinas totales (figura 9B), (p-valor<0,001)
en hojas de rebrote, las cuales presentan incrementos de 0,88 y 1,03 ug

proteina/mL con respecto a las hojas de plantas arbéreas y plantulas.

La actividad especifica de la enzima (figura 9C), presentd un comportamiento
similar a la actividad enzimatica, mostrando diferencias significativas (p<0,05)
entre estados fenoldgicos. Destaca mayor actividad en hojas de arboles, con
incremento de 0,08 nakt. ug de proteina con relacién a muestras de hojas de
rebrotes y 0,15 nakt. uyg de proteina con relacion a muestras de hoja de
plantulas. Las hojas de plantas de rebrote manifestaron un incremento en
actividad de la enzima 0,07 nakt. ug de proteina con relacién a muestras de

hojas de plantulas.

La actividad enzimatica en estado fenolégico floral (arbdreo), presentd
mayores valores a fases florales (rebrote) y vegetativa, mostrando la actividad

especifica un patrén similar.
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Figura 9. Actividad peroxidasa en hojas de plantas de M. oleifera en
diferentes estados fenolégicos. A) Actividad de enzimatica de peroxidasa, n:9
unidades. B) Contenido de proteinas solubles, n:9 unidades. C) Actividad
especifica de peroxidasa, n:9 unidades. Medias con letras diferentes, indican
diferencias significativas entre estados fenolégicos para un p-valor<0,05

(prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes).
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Actividad peroxidasa en hojas por técnica infiltracion al vacio.

Se ha estudiado la actividad de peroxidasa libre en los espacios de la pared
vegetal en hojas de M. oleifera, en los diferentes estados fenoldgicos como
arbol, rebrote y germinadas. Se utilizd para ello la técnica de infiltracion al
vacio, que permite recuperar enzimas solubles libres en dichos espacios asi
como aquellas enzimas i6nicamente ligadas a la pared (cuando la infiltracion

del tejido se realiza con un tampén suplementado con Cl,Ca 100 mM).

En los diferentes estados fenoldgicos (tabla 2), para actividad peroxidasa,
contenido de proteinas y actividad especifica peroxidasa, se obtuvieron
resultados estadisticamente significativos (p<0,05) entre fracciones celulares

de estados florales y vegetativo.

Las plantas en estado arboreo, presentaron mayor actividad peroxidasa
(representa el 81,10% del total) localizada en la fraccién soluble protoplastica
que difirié estadisticamente de las demas fracciones. El resto de la actividad
peroxidasa no presenté diferencias estadisticas, localizadas en las fracciones
soluble apoplastica (10,69%) e iénicamente ligada a pared (8,21%). El
contenido de proteinas en estado arbdreo, reveld valores mayores y con
diferencias estadisticas significativas, en la fracciéon soluble protoplastica
(representa el 34,15% del total) comparada con las demas fracciones. Las
otras fracciones presentaron diferencias entre ellas, en fracciones soluble
apoplastica e ionicamente ligada a pared que representan el 33,94% vy el
31,91% del total. La actividad especifica peroxidasa mostrdé un
comportamiento similar a la actividad de peroxidasa, confirmandose mayor
actividad localizada en la fraccidon soluble protoplastica (81,13%) con
diferencias significativas. Las demas fracciones no difirieron estadisticamente
entre ellas, las que representan el 10,38% de actividad en fraccion soluble

apoplastica y el 8,49% en fraccién ibnicamente ligada a pared.

En plantas en estado de rebrote se alcanzé un valor mayor y
significativamente diferente en actividad peroxidasa (81,10%) localizada en la
fraccion soluble protoplastica respecto a las demas fracciones, las cuales no
presentaron diferencias entre ellas, representando un 8,18% en fracciones

soluble apoplastica y 6,29% en i6nicamente ligada a pared. El contenido de
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proteinas manifestd valores diferentes y significativos en la fraccion soluble
protoplastica que representd el 37,34% del total. Las demas fracciones
difirieron entre ellas, en i6nicamente ligada a pared (31,67%) y fracciones
soluble apoplastica (30,99%). En este estado fenolégico la actividad
especifica peroxidasa mostré valores mayores y significativos en la fraccion
soluble protoplastica (83,81%). Las demas fracciones sin diferencia
estadisticamente entre ellas, representando el 9,52% de actividad en fraccién

soluble apoplastica y 6,67% en fraccion idbnicamente ligada a pared.

En plantulas en estado fenolégico vegetativo con 20 dias de edad, se
obtuvieron valores con diferencias estadisticas significativas y con una
actividad enzimatica que representd el 80,81% localizada en la fraccion
soluble protoplastica, las demas fracciones sin diferencias entre ellas
mostraron actividades localizadas en fracciones soluble apoplastica (10,10%)
e ionicamente ligada a pared (9,09%). En este estado el contenido de
proteinas se igualé significativamente, en fracciones soluble protoplastica
(33,38%) e i6nicamente ligada a pared (33,46%); sin embargo, ligeramente
diferente a la fraccion de la soluble apoplastica (33,16%). La actividad
especifica de peroxidasa obtuvo valores mayores y significativos para la
fraccion soluble protoplastica (81,01%) respecto a las fracciones soluble

apoplastica (10,13%) e idbnicamente ligada a pared (8,86%).

En el estudio enzimatico realizado en hojas de M. oleifera en los diferentes
estados fenoldgicos, se ha podido observar que la actividad de peroxidasa en
la fraccion  soluble protoplastica (espacios intracelulares) fue
significativamente diferentes con relaciéon a las demas fracciones recuperada
desde el apoplasto (fluido extracelular), obteniendo los mayores valores en

estados florales y especialmente en estado arbéreo.
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Tabla 2. Distribucion de actividad peroxidasa protoplastica y apoplastica en

hojas de plantas de M. oleifera en diferentes estados fenoldgicos.

Actividad Proteinas ACtIVI(,j?d
Peroxidasa solubles Especifica
EStado Fraccién PeI‘OXidasa
Fenolégico
Nkat. g masa par akt. g
fresca proteina.ml proteina
Soluble 1,15+0,019a 13,24+0,005a 0,086+0,001a
Protoplastica
Soluble 0,15+0,017b 13,16+0,013b 0,011+0,001b
Arbol Apoplastica
I6nicamente 0,12+0,019b 12,37+0,007c 0,009+0,001b
ligada a pared
p-valor 0,002 0,001 0,001
Soluble 1,36+0,059a 15,30+0,007a 0,088+0,004a
Protoplastica
Soluble 0,13+0,067b 12,70+0,011c 0,010+0,005b
Rebrote Apoplastica
I6nicamente 0,10+0,001b  12,98+0,011b  0,007+0,001b
ligada a pared
p-valor 0,003 0,001 0,001
Soluble
- 0,804+0,022a 12,424+0,003a 0,064+0,002a
Protoplastica
Soluble
- 0,10+0,001b  12,34+0,007b 0,008+0,001b
) Apoplastica
Plantulas
lonicamente  10,0,001b  12,45£0,003a 0,007+0,001b
ligada a pared
p-valor 0,002 0,001 0,003

Los valores medios representan las réplicas por fraccion y actividad

peroxidasa, contenido de proteinas, asi como, la actividad especifica de

peroxidasa de n:27 unidades (t error estandar de la media). Medias con letras

diferentes, en cada columna, indican diferencias significativas por fase y entre

sus fracciones para un p-valor<0,05 (prueba de Tukey).
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Fraccionamiento subcelular de la actividad peroxidasa en hojas

El fraccionamiento subcelular en hojas de M. oleifera en diferentes estados
fenolégicos floral (arbol, rebrote) y vegetativo (tabla 3), para actividad
peroxidasa, contenido de proteinas y actividad especifica, presenta
diferencias altamente significativas (p<0,05) al comparar las diferentes

fracciones subcelulares.

Las plantas en estado arbdreo, presentaron la mayor parte de su actividad
peroxidasa localizada en la fraccién iénica de pared (representan 46,45%
respecto al total) y covalente de pared (32,6%) con mayores valores y
diferentes estadisticamente al resto de la actividad localizada en fracciones
ionica de membrana (10,30%) y covalente de membrana (9,69%). La
actividad de peroxidasa en la fraccion soluble contribuye solamente con un
0,95% del total de peroxidasa en hojas de arboles. El contenido de proteinas
en este estado fenologico, alcanzé valores mayores y diferentes
estadisticamente significativos en la fraccién soluble (22,05%) de proteinas,
comparados con las demas fracciones subcelulares. La actividad especifica
presentdé un comportamiento similar a la actividad de peroxidasa en fracciones
subcelulares, alcanzando mayores valores en la fraccidon ionica de pared
(47,11%) y covalente de pared (31,66%), comparado con el resto de

fracciones subcelulares.

En hojas de plantas de rebrote se alcanzé una actividad peroxidasa mayor en
las fracciones subcelulares covalente de pared (39,17%) e i6nica de pared
(36,36%), diferentes estadisticamente a las demas actividades localizadas en
las fracciones covalente de membrana (9,69%) e i6bnica membrana (10,12%).
La fraccidon soluble contribuyé solo con 0,52% con relacion al total de
peroxidasa en hojas de rebrote. En estas plantas el contenido de proteinas
reveld valores mayores significativos en la fraccion soluble (20,37%) respecto
a las demas fracciones subcelulares. La actividad especifica mantuvo un
comportamiento similar a actividad peroxidasa, destacandose la fraccion

i6nica de pared (47,09%) y covalente a pared (31,84%).
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En plantas en estado vegetativo la mayor parte de actividad peroxidasa se
localizé en la fraccién idnica de pared (34,29%) igual a la fraccion subcelular
covalente de pared (32,11%), y diferente estadisticamente a la i6nica de
membrana (17,75%) y covalente de membrana (15,29%). La actividad de
peroxidasa de fraccion soluble contribuye solamente con 0,56% con relacién
al total de peroxidasa en hojas provenientes de plantas en estado vegetativo.
El contenido de proteinas en hojas de plantas en estado vegetativo manifesté
valores mayores y significativos en la fraccion soluble (22,47%) comparadas
con el resto de fracciones. La actividad especifica en hojas presentd en la
fraccion idnica a pared (34,54%) una mayor actividad, diferente

estadisticamente al resto de fracciones.

Los resultados obtenidos en el fraccionamiento subcelular en hojas de M.
oleifera muestran que a medida que se produce el desarrollo de la planta
(desde vegetativo hasta estados superiores florales de tipo arbéreo) se

mantiene un incremento en la secrecion de PRX hacia la pared.
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Tabla 3. Distribucion de las actividades peroxidasa segun técnica de

fraccionamiento celular en hojas de plantas de M. oleifera con diferentes

estados fenoldgicos.

Actividad Contenido Actividad
Estado Fraccién Peroxidasa Proteinas Especifica
Fenoloégico Subcelular (nkat.g Masa (Mg (nakt.ug de
Fresca) proteinas/ml) proteina)
Soluble 0,26+0,02b  13,90+0,53a 0,02+0,01b
lonica de 2,84+0.46b 12,19:0,36b  0,23+0,04b
Membrana
I6nica de Pared 12,80+0, 58a 12,19+0,28b  1,05+0,05a
Arbol
Covalente de ) 07,0416 12,0420,05b  0,2240,04b
Membrana
Covalente de
8,99+0,64a 12,72+0,03b 0,71+0,29a
Pared
p-valor 0,002 0,010 0,002
Soluble 0,09+0,01c  12,304#0,08a  0,02+0,01c
lonica de 1,76£0,14bc  11,80+0,01d  0,23+0,01bc
Membrana
I6nica de Pared  6,33%0,48a 12,11+0,09bc  1,05+0,04a
Rebrote
Covalentede  , /1.046b 11,97£0,02¢cd  0,2240,04b
Membrana
Covalentede ¢ o) 1021a 12.2120,04ab  0,71£0,10a
Pared
p-valor 0,010 0,001 0,001
Soluble 0,09+0,01d  14,03+0,10a  0,01+0,01d
lonica de 2,87+0,70bc  12,13+0,02bc  0,24+0,06bc
Membrana
I6nica de Pared  5,54+0,16a 12,03+0,03¢c  0,46+0,01a
Plantulas
Covalentede 17,068 cd 12,07£0,02bc 0,2040,06¢d
Membrana
Covalente de
5,19+0,39ab 12,20+0,02b 0,43%0,11ab
Pared
p-valor 0,003 0,001 0,003

Los valores medios por fraccion y actividad peroxidasa, contenido de

proteinas asi como la actividad especifica de peroxidasa, representan las
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réplicas de n:15 unidades. Medias con letras diferentes, en cada columna,
indican diferencias significativas por estados y entre fracciones subcelulares

para un p-valor<0,05 (prueba de Duncan).

3.4. DISCUSION

Composicion mineral en érganos de M. oleifera

El analisis de las muestras valoradas en nuestro estudio se realiza en los
o6rganos de M. oleifera en materia seca, al igual que el estudio realizado por
Gopalakrishnan et al. (2016), que confirman que la conservacion por
deshidrataciéon mejora la vida Gtil de las muestras de M. oleifera, sin cambios

en el valor nutricional.

Los resultados obtenidos muestran que la principal fuente de nitrégeno se
encuentra en las hojas (5,05%), valor que es ligeramente superior (4,11%) a lo
obtenido por Afzal et al. (2020). Garcia (2017) ha podido observar que
muestras de hojas procedentes de climas calidos, mostraron mayores valores
de nitrégeno (del orden del 4,92%). Tawfik et al. (2021) ha podido observar
como la exposicion a nanoparticulas de 6xido de hierro, permite incrementos
significativos de contenidos de nutrientes (N, P, K y K/Na) en las hojas de M.

oleifera crecidas en ambientes salinos.

El nitrégeno es un elemento esencial en las plantas. En el caso de hojas de
M. oleifera, se confirman elevados valores de 2,32% en plantas de tres meses
y 15 meses (Farooq et al., 2021). En estas hojas, se valoré la presencia de 19
aminoacidos esenciales y los contenidos de proteina cruda ascienden al
28,7% (Teixeira et al., 2014) y 30,3% (Busani et al., 2011). Las proteinas en
hojas de M. oleifera pueden tener contenidos con valores entre 23,2 y 31,0%,
segun las condiciones ambientales climatolégicas, edafolégicas, de

rendimiento y de acumulacién de nutrientes (Rubio, 2020).

El elemento azufre (S) se presenta con valores mayores en semilla, seguido
de hojas en donde se ha cuantificado con valores de 0,63 % (Busani et al.,
2011) y de 0,31 a 0,67% segun origen (Garcia, 2017). Comparado con otras

especies, M. oleifera presenta valores mayores y puede ser una fuente
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principal de azufre (Lyons et al., 2017) con valores de 1,13% (Farooq et al.,
2021). El azufre en planta tiene un rol crucial en procesos fundamentales
como homeostasis, transporte de electrones, catalisis y regulacién, asi como,
en otros compuestos de defensa que contienen S (glutation, glucosinolatos,
fitoquelatinas, metalotioneinas). Todos ellos se encuentran involucrados en la
tolerancia de las plantas a situaciones de estrés abidtico como sequia,
salinidad, toxicidad por metales, temperaturas altas y bajas (Nawaz et al.,
2019).

Contenido de fenoles solubles en plantas

Las plantas de M. oleifera constituyen una fuente esencial de polifenoles.
Estos se distribuyen en drganos, con cantidades especificas en diferentes
estados fenolégicos. La utilizacion de métodos de extraccién acuoso y
metandlico permite una gran eficacia en la cuantificacién de compuestos
fendlicos en hojas M. oleifera (Hussain & Ikram, 2020).

En nuestro estudio, en el estado floral de M. oleifera, se obtiene una
disminucién de los contenidos de fenoles en hojas para extractos metandlicos,
los que se igualan a lo obtenido en flores. Este comportamiento es confirmado
por Forster et al. (2015) quienes indican que esta respuesta esta
condicionada por la variacion en la edad en los estados fenoldgicos
avanzados y en la parte de la planta que se recolectan las hojas.

En el presente estudio cuando se recogieron las hojas M. oleifera en la parte
baja de las plantas en estado floral adulto, se determiné un CFS de extractos
metanolicos (6,35 mg GAE/g de PS) y acuosos (6,89 mg GAE/g de PS) con
mayores valores en relacion a los demas o6rganos y similares entre ellos.
Cabrera-Carrién et al. (2017) plantean que este comportamiento se mantiene
cuando las hojas provienen de la parte baja de plantas de Moringa de 12, 15y
18 meses de edad, con valores superiores de 13,40; 11,27 y 10,40 mg-g''de

PS respectivamente.

Garcia en 2017 estudia el contenido en compuestos fendlicos atendiendo al
origen geografico, analizando muestras procedentes de Galicia y Guinea. En
relaciéon a nuestros resultados, cuando se valord el extracto acuoso de hojas

M. oleifera los CFS (6,89 mg GAE/g de PS) fueron menores a los obtenidos en
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Galicia (23,01 mg GAE/g de PS) y Guinea (17,97 mg GAE/g de PS). Sreelatha &
Padma (2009) evidenciaron que la edad de las hojas influye en el CFS
cuando se utilizaron extractos acuosos de hojas tiernas y maduras de plantas
en desarrollo alcanzando valores de 36,02 y 45,81 mg GAE/g de PS.

El extracto acuoso en plantas en estado vegetativo mostré valores (3,0 mg
GAE/g de PS) inferiores a los reportados por Bozinou et al. (2019), quienes al
utilizar hojas de plantas de tres meses de edad y un proceso de extraccion a
temperaturas de 80 a 100 °C alcanzaron mayor eficiencia de extracciéon con
valores de 36,59 y 31,56 mg GAE/g de PS. Esta respuesta también se ha
observado mediante la aplicacion de nanomateriales como el 6xido de cinc
(NZnO) en semillas de M. oleifera en procesos de germinacion y crecimiento
vegetativo. En esta fase de desarrollo, los compuestos bioactivos como
fenoles, flavonoides y vitamina C, principalmente a 10 mg L' NzZnO,
presentan incrementos de hasta un 543% con respecto al control
(Garza-Alonso et al., 2021).

Capacidad antioxidante total en plantas

La actividad antioxidante en extractos metandlicos y acuosos de dérganos de
plantas de M. oleifera, evidencian la presencia de biomoléculas antioxidantes
en todos los estados fenoldgicos valorados. Hussain & lkram (2020) obtienen
resultados semejantes en plantas en desarrollo con actividades notables de

eliminacién de DPPH que oscilan entre 69,5y 83,1% en hojas M. oleifera.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Farooq et al. (2021), el
cual pone en evidencia que la actividad antioxidante puede variar segun el
momento de desarrollo en estudio. Santos et al. (2012) observan la presencia
de antioxidantes especificos en 6rganos en estado de desarrollo, identificando
al menos tres flavonoides en extractos metandlicos de hojas y flores. En
hojas, los flavonoides son la clase mayoritaria con doce compuestos (Nouman
et al., 2016).

En nuestro estudio la relacién de extractos metandlicos de hojas y flores
presentaron los mayores valores. Ihakmani et al. (2013) obtienen en flores la

presencia de metabolitos antioxidantes como taninos, alcaloides, flavonoides
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y fenoles totales. Este comportamiento es observado en estas hojas por
Suphachai (2014) al observar la presencia de flavonoides en este tipo de
extracto, donde se alcanzan 65,38 mg equivalentes de quinona/g de extracto

en hoja y donde se evidencia una actividad antioxidante de 1,60 mg/mL.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran a las flores de M.
oleifera como 6rgano potencial de CFS (6,53 mg GAE/g de PS). Alhakmani et
al. (2013) obtuvieron en extracto etandlico de estas flores valores superiores
(19,31 mg GAE/g de PS) de fenoles totales y una concentracién moderada de

actividad antioxidante.

En los estados fenoldgicos estudiados, los extractos acuosos de hojas tienen
una potente actividad antioxidante contra los radicales libres, presentando las
plantas en fase de crecimiento, valores mayores en hojas, respecto a las
demas fases. Resultados similares han sido obtenidos en en plantas de dos
meses con valores del 82,61 y 70,72% de inhibiciéon del radical DPPH al
realizar el proceso de extraccion de 80 a 100 grados de temperatura (Bozinou
et al., 2019). Estos resultados muestran que, al utilizar diferentes solventes, el
mas eficiente fue el acuoso para polifenoles (58,04 mg/100 g), contenido total
de flavonoides (12,36 mg/100 g) y una actividad eliminadora de radicales

DPPH mas alta en extracto acuoso con 79,18 % (Kwon & Youn, 2014).

La actividad antioxidante en plantas en desarrollo, confirma que las hojas
presentan valores altamente valiosos de reduccién del radical Sreelatha &
Padma (2009) obtiene en hojas tiernas y maduras, actividades antioxidantes

que permiten una proteccion significativa ante el dafio oxidativo .

Los resultados alcanzados en el presente estudio con las plantas en diferente
estado de desarrollo, muestran como la edad de las hojas y el tipo de
extracto, son determinantes de la actividad antioxidante producto a su vez de

la eficiencia en la extracciéon para compuestos fendlicos especificos.
Actividad peroxidasa en hojas

La actividad peroxidasa en hojas en las diferentes fases fenologicas

estudiadas, permite observar su comportamiento caracterizado por un
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incremento de la actividad en estado floral. En estado floral arboéreo, expresa
mayor actividad en hojas maduras que la copa, siendo caracteristico que
otras posiciones en rama no representen valores de actividad significativos
(Agunbiade et al., 2021).

Los resultados muestran la presencia de biomoléculas en este 6rgano, lo cual
pone en evidencia que esta actividad enzimatica estaria relacionada con los
requerimientos fisiolégicos y ambientales donde se desarrollan. Khatun et al.,
(2012) observan que la PRX en hojas de M. oleifera muestra una actividad
optima a pH 6,0 y que se mantiene por encima del 50% de actividad durante

un rango de temperatura de 20 a 70 °C con el éptimo a 50 °C .

En plantas arbéreas con mayores exigencias fisiologicas y exposicion a
condiciones ambientales cambiantes, la actividad PRX es esencial en la
interaccion con factores abidticos. Diferentes autores han puesto en evidencia
la participacion de esta enzima en la oxidacion de un gran grupo de
compuestos fenodlicos como guaiacol, pirogalol, catecol, acido clorogénico

(Onsa et al., 2004) y aminas aromaticas (Khatun et al., 2012).

Esta enzima en hojas en fases arbdreas de M. oleifera es muy estable cuando
se purifican (Agunbiade et al., 2021). En estas condiciones, se ha podido
comprobar su aumento ante situaciones de estrés hidrico la notable
diversidad de isoenzimas, estaria relacionado con una amplia gama de
procesos metabdlicos del crecimiento y desarrollo de las plantas en donde las
peroxidasas tienen una participacion significativa. Estos procesos serian la
lignificacion, la suberizacion, el catabolismo de las auxinas y el metabolismo
secundario, asi como la homeostasis redox, entre otros (Jovanovi¢ et al.,
2018).

En estados vegetativos la actividad enzimatica y especifica fue la mas baja,
obteniéndose resultados semejantes en tejidos vegetativos de diferentes
6rganos, obteniéndose la menor actividad peroxidasa cuando se valoraban
extractos de hojas M. oleifera (Shank et al., 2013). En estados juveniles de
estas plantas in vitro, se obtiene mayor actividad de PRX cuando se

encontraban en la etapa de enraizamiento (Ridzuan et al., 2020).
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Actividad de peroxidasa soluble protoplastica y apoplastica en hojas

Los procesos metabdlicos celulares y su interaccion con el medio ambiente,
requieren de la actuacidon de enzimas y en especial la peroxidasa, encargadas
de eliminar las especies reactivas al oxigeno y radicales libres generados en
procesos metabdlicos que ante factores abidticos limitan el funcionamiento
celular (Vaquero-Raya & Molero-Richard, 2005). Estos indicadores eROS, se
han integrado de manera imprescindible en la sefalizacion intra e intercelular
(Chaverri & Rodriguez, 2018). La utilizaciéon de 6rganos como las hojas es
estudiada en diferentes especies, asumiendo que la actividad de la enzima en
el sistema ensayado, permite reflejar la actividad en el tejido y su
caracterizacion en estado vegetativo o floral. Cuando se realizé la infiltracion
de muestras de hojas, el comportamiento mostré un incremento significativo
en la actividad PRX a nivel protoplastico en estados florales, en relacion al
vegetativo. Resultados similares fueron obtenidos por Bernal (1993) cuando
analiza esta actividad en pares de hojas de ambos estados fenoldgicos en

plantas de Capsicum annuum L. var. annuum (Bernal, 1993).

La actividad enzimatica siempre mantuvo un transporte hacia la fraccion
soluble protoplastica en todas las fases fenoldgicas y en mayor cantidad las
de tipo arboreo. Esta movilidad de enzimas también ha sido observada en
otras enzimas. Por ejemplo, la ascorbato peroxidasa (APX)se han
identificadolos genes APX citosolicos (AcAPX1 en hojas y AcCAPX2 en raiz)
derivados de Actinidia chinensis 'Hongyang' dirigiéndose al citosol, donde
revelan que AcAPX1/2 citosolico puede desempefar un papel protector
importante en las respuestas a estimulos ambientales desfavorables en kiwi
(Guo et al., 2022). En Lupinus albus L. las PRX en base a la localizacién
subcelular intervienen en el catabolismo de las auxinas, y en esta especie

esta restringida al compartimento citosélico (Ros Barcel6 et al., 1989).

Los valores enzimaticos como indicadores oxidativos intracelulares son
motivados en fases de desarrollo en mayor medida de tipo arbustivo, en
condiciones ambientales in vivo a las que fueron expuestas las plantas de M.
oleifera. En estas condiciones, los radicales superéxidos en protoplastos de

mesofilo de trigo bajo diferentes estreses bidticos, incrementan la produccion

66


https://paperpile.com/c/XwXHv9/4b2M
https://paperpile.com/c/XwXHv9/tfaW
https://paperpile.com/c/XwXHv9/tfaW
https://paperpile.com/c/XwXHv9/YtZU
https://paperpile.com/c/XwXHv9/3Qz7
https://paperpile.com/c/XwXHv9/3Qz7
https://paperpile.com/c/XwXHv9/gyfjT

de especies reactivas de oxigeno (ROS) aumentando el nivel de superdxido
apoplastico. Estos niveles se correlacionan positivamente con las actividades
totales de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD)
(E.C.:1.15.1.1), glutatién reductasa (GR) (E.C.:1.6.4.2), ascorbato peroxidasa
(APX) (E.C.:1.11.1.11) y catalasa (CAT) (E.C.:1.11.1.6) como moduladoras de
las respuestas de defensa antioxidante bajo estrés fotooxidativo (Robert et al.,
20009).

El apoplasto actia como vinculo de conexién entre el medio ambiente y el
protoplasto de la planta, desempefando multiples funciones en el
metabolismo y los procesos de sefializacion. El método de infiltracion a vacio
estd bien establecido como una técnica robusta para el andlisis de la
composicion del apoplasto. Asi cuando se analiza el fluido apoplastico de
hojas verdes tiernas de plantas de Phaseolus vulgaris L. (frijol francés), el
fluido apoplastico varia en respuesta a la especie y el genotipo, asi como al
desarrollo de la planta y las condiciones ambientales (Jovanovi¢ et al., 2018;
O’Leary et al.,, 2014). Diferentes autores han puesto en evidencia cémo los
cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes en apoplasto de frutos
del chile (Capsicum annuum L.) inducido por la sequia, revelan un
incremento en la actividad de la peroxidasa, asi como la expresion de 43
especies de proteinas de tipo defensinas, peroxidasas, proteinas inhibidoras
de la poligalacturonasa y proteinas superéxido dismutasa (Turhan et al., 2006;
Jaswanthi et al., 2019).

Fraccionamiento subcelular de la actividad de peroxidasa en hojas

Los cambios en el metabolismo celular son evidentes en los diferentes
estados fenolégicos y principalmente cuando las plantas requieren
evolucionar del crecimiento vegetativo al desarrollo floral. En estos momentos
las PRX, se involucran en una amplia gama de procesos metabdlicos
fundamentales relacionados con el crecimiento y desarrollo de las plantas
como la remodelacion de los componentes de la pared celular o la respuesta
a estreses bidticos y abidticos (Chen et al., 2022). En hojas de M. oleifera, la
mayor parte de la actividad de peroxidasa medida con 4-metoxi-a-naftol como

sustrato, permite su localizacion en la fraccion idnica y covalente de pared
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celular que presenta mayor expresion en los estados florales y en especial el
arbustivo. Esta respuesta indica las primeras interacciones de la planta con el
medio, donde la pared celular es considerada como una estructura dinamica
capaz de proporcionar soporte mecanico a las células vegetales, con un rol
decisivo en el crecimiento y desarrollo de las plantas, que permite a las
células hacer frente a diferentes estreses bioticos y abioticos (Wolf et al.,
2012).

Estas respuestas de la enzima en hojas de M. oleifera a nivel de pared
celular, pudiera estar relacionado con su participacion en procesos de
ensamblaje y lignificacién de la pared celular en mayor medida para estados
fenoldgicos florales de tipo arbustivos. En especial la localizacion de la
peroxidasa basica, gracias a la técnica de fraccionamiento subcelular, se ve
que se encuentra ampliamente distribuida en especies de plantas de la familia
Asteraceae, actuando en las lignificaciones, donde es localizada tanto en la
fraccion iénica como covalente de la pared celular para facilitar el ensamblaje

y lignificacion de la pared celular (Ros Barcel6 & Aznar-Asensio, 2002).

En los estados fenolégicos que son valorados como plantulas, rebrotes y
arboreas estas incrementan su interaccion con el medio ambiente local a

medida que transitan de estados.

68


https://paperpile.com/c/XwXHv9/0igi
https://paperpile.com/c/XwXHv9/0igi
https://paperpile.com/c/XwXHv9/eOcP

4. CAPITULO Il

Efecto fortificante de extractos acuosos de hojas de Moringa oleifera
Lam de estado vegetativo y floral en vitroplantas de banano (Musa AAA)

clon Williams en condiciones de aclimatacion.

69






4.1. INTRODUCCION

El banano (Musa sp.) es una de las frutas tropicales mas cultivadas en el
mundo con mas de 1000 variedades destinadas al consumo fresco en
mercados locales e internacionales, siendo las mas comercializadas las que
pertenecen a los Cavendish con un 45% del mercado mundial (Falcomer et
al., 2019; Tripathi et al., 2020). La produccién de banano a nivel mundial en el
afio 2021 fue de 125 millones de toneladas destacando como principales
paises productores India (33 millones de toneladas), China (12 millones de
toneladas) y China continental (11 millones de toneladas). En Ecuador en este
mismo afio se produjo 6,7 millones de toneladas, ubicandolo en el sexto
mayor productor (FAOSTAT, 2023) y primer exportador de banano del mundo
(Ajila et al., 2023).

En Ecuador el sector bananero tiene un gran aporte al Producto Interior Bruto
(PIB) debido a que representa el 2% del PIB general y el 35% del PIB
agricola. Los sistemas de produccion actuales responden en su gran mayoria,
a sistemas convencionales de monocultivo establecidos con banano del grupo
Cavendish a nivel nacional desde 1973. En ellos se realiza un excesivo uso
de insumos quimicos externos (agrotdxicos y agroquimicos) con aplicaciones
terrestres y aéreas, siendo la aerofumigacion la mas comunmente utilizada y
la mas peligrosa en términos de toxicidad al ambiente (Cedefio & Gallardo,
2022).

Los sistemas productivos bananeros en el pais dependen de la importacion
de fertilizantes inorganicos (Xavier & Villavicencio, 2018), en donde el impacto
por el alto costo de estas fuentes de nutrientes en la agricultura ecuatoriana,
conlleva una mayor inversion y menor produccion en el proceso de cosecha
(Garces & Leonel, 2022). Estas producciones responden a los principios de la
revolucion verde, dependientes de altas dosis de fertilizantes y productos
quimicos fitosanitarios que incorporan contaminantes a las plantaciones
bananeras (Sahodaran & Ray, 2018).

El manejo actual de las producciones de banano Cavendish mediante
sistemas convencionales conlleva el uso de fertilizantes quimicos, que

aumentan enormemente el rendimiento de los cultivos, pero generan un
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desequilibrio de los minerales del suelo, destruyen la estructura del suelo y el

ecosistema en general a largo plazo (Elemike et al., 2019).

La busqueda de alternativas limpias en el manejo de plantaciones de banano
requiere de cambios desde sistemas productivos convencionales hacia
sistemas organicos sostenibles. En el momento actual, el uso emergente de
los bioproductos como fuente nutricional y estimulante, estd permitiendo
fortalecer los cultivos aplicando los principios de una economia circular local
(Carpio et al., 2022; El Sheikha et al., 2022).

Dentro de los bioproductos con caracter fortificante que estan siendo
utilizados en el manejo de sistemas productivos destacan diferentes tipos de
extractos. Indicar el uso de extractos de compost (Oyewusi & Osunbitan,
2021), té de vermicompost, extracto de levadura (El Sheikha et al., 2022),
extracto acuoso de microalga verde (Chlorella vulgaris Beijerinck)
(Gonzalez-Pérez et al., 2021; Kusvuran, 2021), extractos acuosos de érganos
(rizoma, raiz, vaina foliar y lamina) de la planta de banano (Roy et al., 2006),
extractos acuosos de rizomas de curcuma (Curcuma longa L.), hojas de
acedera (Rumex vesicarius L.), hojas de uvas (Vitis vinifera L.) y céliz de
Jamaica (Hibiscus sabdariffa L.) (Abo-El-Kheer et al., 2019), asi como

extractos acuosos foliares de M. oleifera en diversos cultivos.

Las aplicaciones foliares de extractos acuosos de M. oleifera han sido
utilizadas también en la mejora del crecimiento y vigor del frijol comun
(Phaseolus vulgaris L.) (Biswas et al., 2016), Arabidopsis thaliana (L.) Heynh
(Ortiz-Rojas et al., 2017), garbanzo (Cicer arietinum L.) (Irshad et al., 2022),
brécoli (Brassica oleraceae L. var. italica) (Sakr et al., 2021), stevia (Stevia
rebaudiana (Bert.) Bertoni) (Sardar et al., 2021), uvas de mesa (Vitis vinifera
L.)(I. Khan et al., 2020), maiz (Zea mays L.) (Mona, 2013), cohete (Eruca
vesicaria L. Cav) (Afzal et al., 2012) y pastos (Cenchrus ciliaris L., Panicum

antidotale Retz., Echinochloa crus-galli (L.) Beauv) (Nouman et al., 2012).

La M. oleifera presenta un alto potencial biotecnoldgico debido a su
composicion quimica reportando mas de 90 nutrientes reconocidos y 46

antioxidantes (Umamaheswari et al., 2019). Los extractos acuosos de hojas
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en fase floral (arbol) han sido caracterizadas por su actividad antioxidante,
relacionada a su vez por su alto contenido de polifenoles (Moyo et al., 2012;
Qwele et al., 2013; Verma et al., 2009). Las determinaciones fitoquimicas en
extractos de estas hojas, identifican diferentes acidos fendlicos (galico,
clorogénico, elagico y acido ferulico) y flavonoides (kaempferol, quercetina y
rutina), hormonas (auxinas, citoquininas y giberelinas), acido salicilico y
ascorbico que representan una buena fuente de antioxidantes naturales (El
Sheikha et al., 2022; Umamaheswari et al., 2019). Estos extractos de hojas
son ricas en zeatina, calcio y potasio que tienen un rol como promotor de
crecimiento de los cultivos. Ademas, los extractos acuosos son de facil
preparacion, lo cual permite su utilizacion como bioestimulantes vegetales
enriquecidos en nutrientes, fitohormonas, metabolitos secundarios,
aminoacidos y compuestos bioactivos (El Sheikha et al., 2022; Yuniati et al.,
2022).

El uso de la M. oleifera como planta bioestimulante es corroborado en plantas
de trigo (Triticum L.) donde la pulverizacion foliar retrasa la maduracién de los
cultivos, extiende el area foliar estacional y el periodo de llenado del grano, lo
que conduce a un mayor tamafio de semilla y rendimientos bioldgicos (Khan
et al., 2020; Yasmeen et al., 2012, 2013).

El empleo de extractos naturales de Moringa es una alternativa al uso de
fertilizantes en los sistemas bananeros locales, con el objetivo de alcanzar
producciones limpias y sostenibles con el ambiente, asi como el incremento

del nivel de resiliencia de este cultivo.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La actividad fortificante fue ensayada en vitroplantas de banano (Musa AAA)
clon Williams de seis semanas de edad en fase de vivero. Las vitroplantas
establecidas en sustrato constituido de cascara de arroz y arena lavada 3:1,
se les retird los residuos organicos mediante el lavado a chorro de agua a
raices. Las vitroplantas a raiz desnuda se ubicaron en macetas de plastico de
capacidad de 2 litros en condiciones de invernadero durante el periodo de
evaluacion. El sustrato utilizado estuvo compuesto por soporte artificial
constituido por fibras de vidrio (lavada con agua destilada) asi como una
solucion nutritiva de macro y micronutrientes en agua destilada que estuvo
compuesta por KNO;, Ca (NO;),, NHH,PO,, MgSO,, KCI, H;BO;,,
MnSQO,.H,0, ZnSO,.7H,0, CuS0O,.5H,0, H,M00, (85%), Na,EDTA, Fe (NH,),
(SO4),. 6H,0O establecida y estandarizada por el laboratorio de Fisiologia
Vegetal de la Universidad de A Coruia. La solucion nutritiva fue incorporada a
las plantas a razén de 100 mL por planta cada tres dias por todo el tiempo
que requirieron los experimentos, permitiendo establecer el modelo fortificante
(figura 10 A-D) en las condiciones locales de aclimatacion (Ugarte-Barco et
al., 2018).
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Figura 10. Modelo de evaluacion fortificante de vitroplantas de Clon Williams
en condiciones de aclimatacion para cada experimento. A: Vitroplantas de
banano libres de sustrato B: Sustrato de soporte artificial y solucién nutritiva
utilizados C: Vitroplantas de banano expuestas a extractos acuosos de M.

oleifera de fase vegetativa y floral. D: Condiciones de invernadero.

Las vitroplantas de banano de cada experimento a los siete dias establecidas
en macetas a raiz desnuda y bajo nutricién liquida en el invernadero,
mostraron uniformidad de respuesta al ambiente y nueva forma de nutricion,
con hojas abiertas y en posicién vertical. En este momento, las vitroplantas
fueron atomizadas con los extractos acuosos (vegetativo o floral) de M.
oleifera involucrando la totalidad de las hojas, siendo expuestas a 10 mL en el
haz y 10 mL en el envés, realizandose la aplicacién una sola vez,
evaluandose el efecto fortificante de los extractos acuosos a los 7, 14 y 21

dias de iniciado cada ensayo.
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Las vitroplantas requirieron de 250 mL de la solucién nutritiva como sustrato,
dos veces por semana debido a los requerimientos del estado fenolégico de

crecimiento y condiciones ambientales.

Las condiciones de invernadero fueron monitorizadas y programadas,
utilizando un registro previo de temperatura y humedad relativa durante
veinticuatro horas por una semana. El equipo portatil ambiental multifuncional
5/1 permitidé este registro en los meses de evaluacion, obtenido para ciclos
naturales, valores medios en el periodo de evaluacion con luz de 163,45

pumol.m2. s™', temperatura de 27,55 °C y humedad relativa de 64,67 %.

Disenos experimentales

Se utilizé un disefio completamente al azar 5x10, en el cual el factor de
estudio manipulado fue el extracto acuoso de M. oleifera, aplicandose cinco
diluciones (tratamientos de 0, 30%, 60%, 90% y 100%) en estados vegetativo

(primer experimento) y floral (segundo experimento) de la planta.

La distribucion de los tratamientos en cada experimento se realizd
completamente al azar en unidades experimentales (macetas de plastico con
una superficie de 0,30 m? cada una) replicados diez veces, generando 50
unidades experimentales, en cada una de las cuales fueron plantadas las

vitroplantas de banano.

Modelo matematico
Y =pu+1t+e,
ij i ij
Donde:
Y;: observacion obtenida en el i-ésimo tratamiento y la j-ésima observacion.
M: media general de la variable respuesta.

T indica el efecto del i-ésimo tratamiento del factor de estudio.

e, error asociado al i-ésimo tratamiento y la j-ésima observacion.
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Primer experimento

En la provincia (cantén Arenillas) se recolectaron semillas de M. oleifera con
las cuales se realizd la siembra en bandejas (primer experimento). Las
semillas de M. oleifera procedian de vainas alargadas de 20 a 25 cm de
longitud, con una cubierta de color café oscuro, aladas y con una madurez
aproximada de tres meses, alcanzando un diametro promedio de 1cm. Se les
retird las estructuras aladas a las semillas y se sembraron en bandejas de
plastico de 20 pocillos (10x10x10 cm) con una capacidad por pocillo de 1000
cm® que contenian como sustrato suelo de clase franco arcillosa a una
profundidad de 1cm y cubriendo las semillas con el sustrato. Posteriormente
se llevaron a una mesa de malla metalica, ubicadas en areas de aclimatacion
en condiciones de invernadero (ex vitro), controlando la humedad del suelo
mediante el manejo del riego automatizado por aspersion durante 4 minutos
con una frecuencia de 6 riegos por dia, que permiti® mantener una

temperatura y humedad relativa promedio de 27 °C y 80%, respectivamente.

Las bandejas a los 7 dias presentaron el 50% de semillas germinadas,
momento que se estableci6 como dia 1 para establecer el estado vegetativo
de las plantulas hasta alcanzar los 20 dias (figura 11A). La utilizacién de la
totalidad de las hojas de M. oleifera a esta edad permitié elaborar el primer

extracto acuoso (vegetativo) fortificante.

Segundo experimento

Se han utilizado plantas de M. oleifera procedentes del primer experimento,
con un promedio de 25 cm de altura y con todos sus 6rganos endurecidos
(hojas, tallo, raiz). Las plantas se trasplantaron a canteros permanentes a
cielo abierto (in vivo), estableciéndose en sustrato de suelo de clase franco
arcillosa, que requirié implementar riegos localizados y automatizados de 2
minutos y frecuencia cada 24 horas. Estas condiciones permitieron mantener
la capacidad de campo en los primeros 50 cm alrededor del tallo en los meses
con limitaciones de lluvias, logrando alcanzar arboles de 1,5 afios de edad
(figura 11B). En los momentos de toma de muestras de hojas, las condiciones

ambientales locales se caracterizaron por presentar temperaturas promedio
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de 28 °C de y 85% de humedad relativa y fotoperiodo de 12 horas luz/12
horas de oscuridad. Las muestras de hojas de M. oleifera fueron recolectadas
de la parte baja de la copa del arbol, permitiendo elaborar el segundo extracto

acuoso (floral) fortificante.

Figura 11. A. Plantulas de M. oleifera en estado vegetativo. B. Plantas de M.

oleifera en estado floral.

Método de elaboracion de los extractos

La preparacion de los extractos acuosos en fase vegetativa requirié todas las
hojas presentes por planta mientras que en la fase floral se recolectaron las
hojas de la parte baja de la copa de la planta. Las hojas fueron lavadas con

agua destilada para eliminar impurezas.

Las hojas de Moringa libres de impurezas se ubicaron en una estufa a 70 °C
durante 24 horas. La materia seca obtenida se tritur6 inmediatamente en un
molinillo Moulinex con cuchillas finas, el polvo obtenido se almacend a
temperatura ambiente en un lugar seco y protegido de la luz hasta su
utilizacion.

Para la realizacion de los experimentos 1 se utilizé 0,1 g de polvo de hoja de
Moringa en estado vegetativo y para el experimento 2 se utilizé 0,1 g de polvo
de hoja de Moringa en estado floral. La obtenciéon del extracto acuoso se
obtuvo adicionando 5 mL de agua destilada a exposicion en bafio Maria (50

°C por 15 minutos). Se dejo enfriar a temperatura ambiente y a continuacion
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las soluciones fueron filtradas, utilizandose papel de filtro nimero 5 que
permitid obtener extractos acuosos puros de Moringa en estado vegetativo y

floral.

De cada extracto acuoso puro se tomaron 2,5 mL los cuales fueron diluidos
en 250 mL de agua destilada (100% de extracto acuoso de Moringa; “Extracto
A”) y a partir de esta concentraciéon se elaboraron cuatro diluciones y se
conformaron por tipo de extracto (vegetativo y floral) los siguientes

tratamientos:

Trat Dilucién de Volumen de Volumen [hoja moringa]
Extracto A Extracto A (mL) total (mL) mg/mL

T 0 0 250 0

T2 30% 75 250 0,06

T3 60% 150 250 0,12

T4 90% 225 250 0,18

T5 100% 250 250 0,20

En el experimento 1 los extractos se prepararon con hojas de plantas en

estado vegetativo y en el experimento 2 con hojas de estado floral.

Toma de muestras y recoleccion de datos

En los experimentos de extractos vegetativos y florales de M. oleifera a
concentraciones de 0, 30, 60, 90 y 100%, se realizaron toma de muestras de
vitroplantas de banano a los 7, 14 y 21 dias de aplicaciéon de los extractos.
Por cada tratamiento se utilizaron cinco vitroplantas para analisis bioquimico,
que fueron etiquetadas y llevadas a conservacion (muestras frescas

conservadas en refrigeracion y secas conservadas a temperatura ambiente y

79



en oscuridad). Por otra parte, 15 vitroplantas se destinaron para valorar las

variables morfoldgicas en el momento de la toma de muestras.

Parametros morfologicos

La medicién de los parametros morfolégicos se realizé cada siete dias en tres
ocasiones después de aplicados los extractos vegetativos y florales en
condiciones de invernadero. Los parametros valorados son: numero de hojas,
longitud (desde la base del peciolo hasta el apice de la hoja), ancho de la hoja
D (tercera hoja, en la posicion central del limbo) y longitud del pseudotallo
(desde la interseccion del tallo y la base del pseudotallo hasta base del
peciolo de la hoja mas joven) (estas medidas se han realizado utilizando regla
graduada y un calibre digital (Truper®, México)). Para obtener el peso fresco,
seco y de cenizas se utilizaron vitroplantas de banano completas (hojas,
pseudotallos, tallo y raiz) seleccionando una unidad por tratamiento en cada
momento de evaluacién de los experimentos (figura 12A). Previamente se
realizé extraccion de la planta de banano de cada maceta (figura 12B) lavado
a chorro de agua para la eliminacion de residuos del sustrato (fibras de vidrio
como soporte y medios nutritivo liquido) con la finalidad de realizar el secado
con papel de filtro (figura 12C) y posterior pesada del peso fresco de las

vitroplantas en una balanza gramera (Yugo®, China).

Las vitroplantas de banano una vez tomado el peso fresco de las muestras,
fueron llevadas a estufa MEMMERT® VM400 (MEMMERT®, Alemania) a 100
°C de temperatura por 72 horas y registrado a la salida el peso seco. Las
muestras seguidamente fueron llevadas a una capsula de cristal y ubicadas
en mufla programable a 600° C por 24 h (Nabertherm®, Alemania) y
seguidamente se realizé la pesada del material resultante para registrar el

peso de las cenizas.
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Figura 12. Vitroplantas de Clon Williams establecidas en condiciones de
aclimatacion. A: Eliminacion de soporte artificial. B: Secado en papel de filtro

C: Vitroplantas de banano en macetas listas para analisis bioquimico.

Fuga de electrolitos

El comportamiento de la fuga de electrolitos en hojas de vitroplantas se
analizé6 por el método de conductividad eléctrica (Lafuente et al., 1991)
empleando discos de hojas de 9 mm de diametro obtenidos con la ayuda del
tubo de corte. Los discos utilizados fueron lavados tres veces con agua
destilada y desionizada mediante telas de gasa. El numero de unidades de
disco fue de 10 por tratamiento que se ubican en Erlenmeyer con 20 mL de

agua destilada y desionizada en reposo por 20 horas a temperatura ambiente.

Una vez transcurrido el tiempo de reposo, se realizé la lectura de
conductividad de la solucidon con un equipo pH metro—conductimetro, siendo
la unidad de medida utilizada micro siemens (us). Posteriormente las
muestras fueron expuestas a 50 °C por 15 min con el fin de exponer los

tejidos y registrar la conductividad en la solucién resultante.
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La fuga de electrdlitos se calculd segun la siguiente ecuacion: % electrdlito
(C1/C2) x 100, donde C1 y C2 fueron las condiciones de la solucién antes y

después de la exposicion del tejido.

Contenido de pigmentos fotosintéticos

El poder fortificante de extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado
vegetativo y floral fue valorado segun el contenido de clorofilas y carotenoides
de vitroplantas de banano (Musa AAA) variedad Williams. Se han utilizado
0,25 g de peso fresco de hojas, conservandose en condiciones controladas de
-80 °C. Estas muestras se homogeneizaron en mortero de porcelana a 4 °C
con 5 mL de acetona al 80% (v:v). Los extractos obtenidos fueron filtrados en
gasa de aproximadamente 2 mm y llevados a centrifuga refrigerada
Eppendorf modelo 5430 R a 4 °C durante 5 minutos y 15000 g. Se recolecto el
sobrenadante y se conservo en oscuridad para su lectura en cubeta de 1 mL
en espectrofotdmetro a 663 nm, 647 nm, 470 nm para determinar el contenido
de clorofilas a, clorofilas b y carotenos. Las concentraciones de clorofilas a
(C,), clorofilas (C,), y carotenoides que comprenden xantofilas y carotenos
(C(y+c)), fueron expresados en pug/mL de acuerdo a ecuaciones de
(Lichtenthaler & Buschmann, 2001)

C, (ug/mL) = 12,25*Agg3-2,79* nea7
Cp (Mg/mL) = 21,50%p647-5,10% pee3

Cixre) = (1000%p470-1,82%1y15-85,02% 1) /198

Contenido de fenoles solubles

Para la valoracién del contenido de fenoles solubles en vitroplantas de
banano Williams se utilizaron diferentes 6érganos (hoja, pseudotallo y raiz) los

cuales se lavaron con agua destilada y se secaron con papel de filtro,
llevandose a estufa por 24 horas a 70 9C. Posteriormente fueron triturados

con ayuda del molino marca Monlinex con cuchilla fina para obtener polvos de

cada ¢6rgano, que fueron conservados protegidos de la luz. Los procesos de

82


https://paperpile.com/c/O8x9YO/5kfIZ

extraccion y cuantificacion de fenoles solubles se realizaron siguiendo la

metodologia descrita en el apartado 3.2 (Contenido de fenoles solubles).

Actividad antioxidante total

El resultado del proceso de extraccion de fenoles solubles en 6rganos de
vitroplantas de banano Wiliams, fue el material utilizado para Ila
caracterizaciéon de la actividad antioxidante total de cada 6rgano (hoja,
pseudotallo y raiz) determinandose mediante el procedimiento metodoldgico

descrito en el apartado 3.3 (Actividad antioxidante total).

Actividad de peroxidasa y contenidos de proteinas solubles

La cuantificacion de la actividad enzimatica (peroxidasa) y el contenido de
proteinas se realizé en muestras de hojas de vitroplantas de banano Williams

mediante la descripcion realizada en el apartado 3.2 (Peroxidasa (PRX)).

Procedimiento estadistico

Se aplicé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor intergrupos para
conocer si existen o no diferencias estadisticas significativas entre las
diferentes concentraciones de extractos acuosos de M. oleifera (0, 30, 60, 90
y 100%), para cada o6rgano analizado (vegetativo y floral) y momento de
evaluacion (7, 14 y 21 dias) en funcidon de las variables dependientes
medidas, previo cumplimiento de los requisitos del modelo paramétrico
(independencia de errores, normalidad de datos y homogeneidad de
varianzas). Cuando se incumpli6 al menos un supuesto del modelo
paramétrico en funcién de las variables de respuesta, se utilizé la prueba no
paramétrica ANOVA de Kruskal-Wallis para detectar la presencia o no de

diferencias entre los tratamientos.

Cuando se presentaron diferencias significativas entre los tratamientos en
cada momento evaluado, en cada tipo de extractos segun estado fenoldgico y
concentracion de hojas de M. oleifera, relacionadas con las variables

dependientes estudiadas, se utilizé la prueba de rangos y comparaciones
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multiples de Duncan. Los datos obtenidos fueron procesados con el paquete
estadistico SPSS versiéon 25 de prueba para Windows utilizandose una

confiabilidad en la estimacién del 95% (a=0,05).
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4.3. RESULTADOS

Crecimiento foliar

El extracto de hoja de M. oleifera (figura 13A) en estado vegetativo mostré
resultados similares entre ellos y el testigo, en relacién al nimero de hojas
emitidas en las vitroplantas de banano a los 7 y 21 dias de aplicado. A los 14
dias los tratamientos donde se aplicaron extractos de Moringa mostraron
valores menores (excepto con 60% de extracto) y diferentes estadisticamente
al testigo (7,7 hojas) que alcanzé el mayor valor, lo que puede estar asociado
a que no se logra manifestar un control celular por parte de los extractos de

M. oleifera.

La aplicacion de extractos de hoja de M. oleifera en estado floral incrementd
(p<0,05) la emision de hojas en un 8% en relacion al testigo cuando se
utilizaron concentraciones de 30 y 60% a los 14 dias, contrario a lo ocurrido a
los 7 dias (p>0,05). A los 21 dias en la concentracion de 100% se obtuvo el
mayor valor (9,0 hojas) siendo diferente estadisticamente al resto de
tratamientos, en los cuales se alcanzaron magnitudes entre 7 y 8 hojas. Esta
concentracion permitié valores maximos de incrementos (29%) de emisiones

de hojas por vitroplantas comparadas al testigo (figura 13B).

En la figura 13C, el extracto de hoja de M. oleifera en estado vegetativo
mostré para la longitud de hoja D valores maximos a los 7 y 14 dias al utilizar
concentraciones del extracto de M. oleifera al 100%. Este extracto mostré su
mayor potencial con incremento (p<0,05) de 3% del crecimiento de este
organo a los 21 dias cuando se utilizé la concentracion de 30% con relacion al

testigo.

El efecto de extracto de hoja de M. oleifera en estado floral a los 14 dias
mostré un incremento en longitud de hoja (2%) cuando se utilizé la
concentracion de 90%. El potencial de este extracto a los 21 dias permitié
obtener valores maximos (p<0,05) e incrementos de 16% en el crecimiento de
longitud de hoja D cuando se utilizé la concentracion del 30% (figura 13D) con

relacion al testigo.

El extracto de M. oleifera en estado vegetativo mostré valores maximos de

ancho de hoja D, alos 7 y 14 dias cuando se aplicaron concentraciones de 30
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y 100%. Este extracto permitié obtener incrementos (p<0,05) de 11% en
ancho de hoja D cuando se utilizé la concentracion de 30% a los 21 dias con

relacion al testigo (figura 13E).

El extracto de hoja en estado floral, mostr6 a los 7 dias incrementos
significativos de 9% en el ancho de hoja D cuando se utilizoé la concentracion
del 90% comparadas al testigo. Se pudo observar una respuesta similar a los
21 dias con incrementos (p<0.05) de 11 y 13% en el ancho de la hoja D para

concentraciones de 30 y 90% (figura 13F).

Los extractos acuosos de M. oleifera en estado floral permitieron la
estimulacion foliar del numero de hojas de vitroplantas de banano a los 14
dias (con 30 y 60%) y del 100% a los 21 dias, asi como el crecimiento en
longitud (extracto vegetativo y floral al 30%) y ancho de la hoja (extracto

vegetativo 60% y floral al 30 y 60%) a los 21 dias de aplicados los extractos.
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Figura 13. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja
en estado vegetativo y floral en nimero, longitud y ancho de hoja emitida por
vitroplantas de banano Williams en condiciones de aclimatacion. Para cada
parametro y origen del extracto (vegetativo o floral), letras diferentes indican

diferencias estadisticas significativas (p-valor<0,05) segtin prueba de Duncan.

Crecimiento del pseudotallo

El extracto de hojas de M. oleifera en estado vegetativo alcanzd valores
semejantes al testigo (p>0,05) hasta los 14 dias de evaluaciéon del diametro
del pseudotallo en las vitroplantas de banano (figura 14A), observandose el
mismo comportamiento a los 21 dias cuando se utiliz6 la concentraciéon de
30%. El empleo de extractos en estado floral permiti6 a los 14 dias
incrementos (p<0,05) de 5% y 10% en el diametro del pseudotallo de banano
cuando se utilizaron concentraciones de 30% y 60% respecto al testigo,

igualando el resto de concentraciones estudiadas a dicho testigo. Este
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extracto permitié la obtencion de valores diferentes estadisticamente con
incrementos de 83 y 12,5% a concentraciones de 30% y 90%

respectivamente a los 21 dias (figura 14B).

La utilizacién de diferentes concentraciones de extracto de M. oleifera en
estado vegetativo, incrementé la longitud del pseudotallo de banano hasta los
14 dias de evaluacién en relacion con el testigo. Se produjo un incremento del
11% en la longitud del pseudotallo (p<0,05) a los 7 dias a concentracion del
extracto del 100% con relacién al testigo. También presentd diferencias con
las concentraciones de 30, 60 y 90%. Asi a los 14 dias la concentracion de
60% alcanzé un 18% de incremento respecto al testigo y a los 21 dias las
concentraciones de 30% y 90% incrementaron un 8% y 5% respectivamente,

en relacion con el testigo (figura 14C).

El extracto en estado floral favorecio con valores significativos e incrementos
del 29% en longitud de pseudotallo de banano en las concentraciones de 30%

y 100% a los 21 dias, respecto al testigo (figura 14D).
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Figura 14. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja
en estado vegetativo y floral en el diametro y longitud del pseudotallo en
vitroplantas de banano Williams en condiciones de aclimatacién. Para cada
parametro y origen del extracto (vegetativo o floral), letras diferentes indican
diferencia significativa (p-valor<0,05) para prueba Duncan.
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Peso fresco, peso seco y cenizas

El efecto fortificante de extractos acuosos M. oleifera fue registrado en el peso
fresco de vitroplantas de banano cuando se utilizd extracto en estado
vegetativo al 60% de su concentracion (7 dias), mientras que en extractos

florales fue necesario el 90% (14 y 21 dias).

La eficiencia en conversion de masa seca fue registrada con extractos en
estado vegetativo al 30% (21 dias) y extracto floral al 90% (14 y 21 dias). En
cuanto al incremento en el contenido de cenizas, la eficiencia de los extractos
en estado vegetativo fue al 60% (7 y 21 dias) cuando el estado floral es

efectivo al 60% (14 dias) y con mejores efectos en 30 y 90% (21 dias).
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Figura 15. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja
en estado vegetativo y floral en la peso fresco, seco y cenizas en vitroplantas
de banano Williams en condiciones de aclimatacion. Para cada parametro y
origen del extracto (vegetativo o floral), letras diferentes indican diferencia

significativa (p-valor<0,05) para prueba Duncan.
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Proteccion de membrana celular

En la figura 16A se puede observar como el extracto en estado vegetativo
obtuvo valores mas bajos de conductividad eléctrica, con disminuciones (p
<0,05) de 20% (7 dias), 24% (14 dias) y 11% (21 dias) a concentraciones de
100%, 60% y 30% con relacion al testigo. En la figura 16B el extracto en
estado floral obtuvo valores mas bajos, y mostréd diferencia estadistica
significativa con disminuciones de 31% (14 dias) a concentracion de 90%.
Este extracto manifesté valores mas bajos con disminuciones de 9% (21 dias)

a concentracion de 30%, aun cuando no difiri6 estadisticamente del testigo.

Los extractos acuosos de M. oleifera permitieron una mayor proteccion de
membrana celulares en las hojas de vitroplantas de banano, al utilizar
concentraciones de extratos de hojas en fase vegetativa a 100 (7 dias), 60 (14
dias) y 30% (21 dias). Sin embargo, la mayor proteccion fue ejercida con

extracto de hojas de fase floral a 90% (14 dias).
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Figura 16. Efecto fortificante de M. oleifera segun extractos acuosos de hoja
en estado vegetativo y floral en la conductividad eléctrica de discos de hojas
por vitroplantas de banano Williams en condiciones de aclimatacion. Para
cada parametro y origen del extracto (vegetativo o floral), letras diferentes

indican diferencia significativa (p-valor <0,05) para prueba Duncan.
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Estado del contenido de pigmentos fotosintéticos

El contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de banano a los 7 dias,
resultd favorecido (p <0,05) cuando se utilizdé extracto de hoja de M. oleifera
en estado vegetativo (tabla 4) a concentracion del 30% para variables de
clorofilas a, b, total (a+b) y relaciones (a+b) / carotenos con incrementos de
3,60; 36,42; 14,10 y 44,30% respectivamente con relacion al testigo. El
contenido de caroteno cuando se utilizd la concentracién de 90% alcanzd el
mayor valor (13,24 mg/g peso fresco) diferente estadisticamente (p<0,05) con
relacién a los deméas tratamientos. Comparado con el testigo, se alcanzé un
incremento de 23,16%. La relacion clorofilica de a/b requirio del 60% de
concentracion del extracto para lograr valores maximos significativos (p<0,05)

que superaron al testigo en 38,49%.

La aplicacién de extracto de hojas de M. oleifera en estado floral (tabla 4),
permiti6 obtener valores diferentes estadisticamente (p<0,05) entre la
concentracion de 100% y los demas tratamientos en las variables como
contenidos de clorofilas a, b, total y relacién (a+b) / carotenos, asi como,
incrementos de 98,78; 77,67; 92,18 y 157,44% con relaciéon al testigo,
respectivamente. El contenido de carotenos obtuvo valores maximos
significativos a concentracion de 30%, alcanzando un incremento de 6% en
comparacion con el testigo. Esta concentracion permitié valores (p<0,05) e

incremento en el contenido de clorofilas a/b de 49,30%.

El extracto de hoja de M. oleifera confirmd que el estado vegetativo favorecio
el contenido de clorofilas cuando se aplico al 30% de concentracion para las
clorofilas a, b, total (a+b), relaciones (a+b) / carotenos. Sin embargo, se

requirié mayores concentraciones en carotenos (90%) y relacion a/b (60%).

La utilizacion del 100% de concentracion de extractos florales, alcanzé los
mayores valores significativos estadisticamente respecto al resto de
tratamientos en las variables contenido de clorofilas a, b, total (a+b) y
relaciones (a+b) / carotenos con incrementos en relacion al testigo de 98,88;
77,67; 91,18 y 157,45 mg/g peso fresco, respectivamente. La utilizacion de la

concentracion del 30% produjo los mayores valores, con diferencias
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significativas estadisticamente en relacion al resto de tratamientos, en las
variables carotenos (17,73 mg/g peso fresco) y relacion a/b (3,21 mg/g peso
fresco) respecto al testigo obtuvo incrementos de 5,79 y 49,30%,

respectivamente.

Tabla 4. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes
estados fenoldgicos en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas de
banano (Musa AAA) variedad Williams, a los 7 dias en condiciones de

aclimatacion.

Contenido de pigmentos fotosintéticos (mg/g peso fresco)

EF C (%)
a b c Total (a+b) alb (a+b)lc
0 33,35+0,36b 15,65+0,03b  10,75+0,25b 48,99+0,39b 2,13+0,02¢c 4,56+0,07b
30 34,55+0,04a  21,35%0,22a  8,50+0,09¢c 55,90+0,19a 1,62+0,02d 6,58+0,09a
60 18,8910,08e 6,43£0,19¢  10,40+0,06b 25,32+0,11d 2,95+0,10a 2,44+0,02d
Y 90 24,54+0,08d 10,74+0,19¢c  13,24+0,22a 35,28+0,26¢ 2,29+0,03¢c 2,67+0,06d
100 25,40+0,06¢ 9,96+0,22d 11,19+0,48b 35,36+0,16¢ 2,56+0,06b 3,19+0,15¢
p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0 10,75+0,98¢ 4,97+0,34c  16,76+0,06b 15,72+1,32d 2,15+0,05d 0,94+0,08d
30 15,92+0,01b 4,96+0,07¢c 17,73+0,03a 20,88+0,08¢c 3,21+0,05a 1,18+0,01c
60 17,2410,16b 6,79+0,01b  13,95+0,03d 24,03+0,17b 2,54+0,02¢c 1,72+0,02b
] 90 12,35+0,07¢ 4,41+0,06¢c 16,08+0,02¢ 16,76+0,01d 2,81+0,06b 1,04+0,01cd
100 21,38+0,67a 8,8310,11a 12,48+0,09¢ 30,21+0,55a 2,43+0,11c 2,42+0,03a
p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Los valores medios obtenidos representan las muestras replicadas n=6,
medias con letras diferentes indican diferencia significativa mediante prueba
Tukey (p< 0,05). Estado fenolégico (EF), vegetativo (V), floral (F),

concentracion (C), clorofilas (a, b) y carotenos (c).

La valoracién del contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de banano a
14 dias, mostré que al utilizar extracto de hoja de M. oleifera en estado
vegetativo (tabla 5) se pudo obtener valores maximos (p<0,05) a
concentracion del 100%, de clorofilas a, b, total (a+b) y relaciones (a+b) /
carotenos con incrementos de 57,90; 144,06; 81,94 y 168,24%
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respectivamente comparados a las demas concentraciones. El contenido de
carotenos a 30% de concentracion del extracto fue la Unica concentracion que
se iguald al testigo, mientras que en la relacion de clorofila a/b ningun

tratamiento superd al valor observado en el testigo o control.

El contenido en clorofila al aplicar extracto de hojas de M. oleifera en estado
floral (tabla 5), mostré valores diferentes (p<0,05) a los demas tratamientos
cuando se utilizé la concentracién de 30% en contenidos de clorofilas a, b,
total y relacion (a+b) / carotenos con incrementos de 228,43; 573,85; 324,88 y
703,13%, respectivamente. El contenido de carotenos y relacién de clorofilas

a/b en extractos utilizados, fueron inferiores al testigo.

Los extractos vegetativos de M. oleifera a concentraciéon del 100%, permitid
obtener mayores contenidos de clorofilas a, b, total (a+b) y relaciones (a+b) /
carotenos. Sin embargo, en estado floral la concentracion de 30% de extracto

acuoso alcanzé el mismo comportamiento en los contenidos de clorofila.

Tabla 5. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes
estados fenoldgicos en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas de

banano (Musa AAA) variedad Williams, a los 14 dias en condiciones de

aclimatacion.
Contenido de pigmentos fotosintéticos (mg/g peso fresco)
EF C (%)

a b c Total (a+b) alb (atb)lc
0 20,64+0,13c 7,99+0,23¢ 13,560,102 28,63:0,36c  2,59+0,06a  2,11%0,04c
30 16,99:0,04d 7,9920,15¢ 12,830,402 24,98+0,19d  2,13+0,03b  1,960,08d
60 30,82+0,02b 14,79:0,16b  11,85+0,02b 45,60£0,15b  2,09+0,02b  3,85:0,02b
Y 90 11,1240,26e 5,0120,17d 11,25£0,02b 16,13t0,43e  2,22+0,02b  1,43:0,04e
100 32,59+0,05a 19,500,032 9,2120,03¢c 52,09+0,08a 1,67¢0,01c  5,6620,01a

p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0 9,78+0,01d 3,480,01e 13,87+0,01a 13,26:0,01e  2,8120,01b  0,96+0,01e
30 32,8610,63a 23,45+0,05a  7,310,03e 56,31%0,57a 1,40£0,02¢  7,71:0,11a
F 60 17,24+0,45b 7,85£0,09¢ 13,45£0,03b 25,09+0,36¢ 2,20+0,8¢c 1,87£0,02¢
90 32,1240,35a 19,58+0,06b  9,28+0,03d 51,7020,41b 1,64£0,01d  5,570,06b
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100 12,290,01¢c 4,06+0,01d 10,07+0,01¢c 16,35+0,01d 3,02+0,01a 1,62+0,01d

p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Los valores medios obtenidos, representan las muestras replicadas n=6,
medias con letras diferentes indican diferencia significativa mediante prueba
Tukey (p<0.05). Estado fenolégico (EF), vegetativo (V), floral (F),

concentracién (C), clorofilas (a, b) y carotenos (c).

El contenido de pigmentos en hojas de banano a los 21 dias, expuestas a
extracto de hoja de M. oleifera en estado vegetativo (tabla 6), presento en el
contenido de carotenos los valores maximos en la concentracion de 60%
(12,20 mg/g) diferentes estadisticamente al testigo con un incremento de
96,77% y a concentracion de 30% donde se obtuvo un incremento del

13,93%. Todos los tratamientos fueron estadisticamente diferentes al testigo.

La aplicacién de extracto de hojas de M. oleifera en estado floral (tabla 6),
permitié obtener valores (p<0,05) a concentraciéon de 100% en los contenidos
de clorofilas a, b, total y relaciéon (a+b) / carotenos con incrementos de 79,07;
117,16; 91,81 y 208,29% comparados al testigo. Este comportamiento fue
destacado con valores significativos a concentracion de 30% e incrementos
de 77,15; 97,18; 83,88 y 138,34% con relacion al testigo. El contenido de
carotenos no presentd diferencias estadisticas comparado al testigo. Este
extracto permitié valores (p<0,05) al utilizar la concentraciéon de 60%, con un

incremento del contenido de clorofilas a/b con 14,93% en la relacién al testigo.

Las aplicaciones de extractos vegetativos de M. oleifera a los 21 dias
permitieron estimular la produccion de pigmentos no clorofilicos (carotenos)
en vitroplantas de banano, donde se destacd las concentraciones de 60 y
30%; sin embargo, los extractos florales a concentraciones de 100 y 30%
incrementaron los contenidos de clorofilas a, b, total y la relacién clorofila

(at+b) / carotenos.
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Tabla 6. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes
estados fenoldgicos en el contenido de pigmentos fotosintéticos de plantas de
banano (Musa AAA) variedad Williams, a los 21 dias en condiciones de

aclimatacion.

Contenido de pigmentos fotosintéticos (mg/g peso fresco)

EF C (%)
a b c Total (a+b) alb (atb)lc

0 18,4442,08a 13,98+0,46a 6,10£0,13c  32,41+1,62a  1,35#0,19a  5,30%0,15a

30 20,50+3,01a 17,22+1,15a 10,50+0,51b 37,73+1,86a 1,28+0,26a  3,59+0,01b

60 17,59+1,88a 14,25+0,66a 12,20+0,31a  31,85#1,22a  1,28+0,19a  2,610,03c

Y 90 17,7242, 91a 14,99+1,17a 11,38%0,48ab 32,71+1,74a 1,30+£0,30a  2,87+0,03c
100 16,7742,72a 14,79+1,03a 11,78+0,46ab  31,55+1,69a  1,23+0,27a  2,67+0,04c

p-valor 0,871 0,147 0,000 0,077 0,998 0,000

0 17,77+0,49¢ 8,86+0,02e 13,810,28a 26,62+0,47d  2,01+0,06b  1,93+0,01c

30 31,48+0,32a 17,47+0,31b 10,70+0,27b 48,95+0,63b 1,80+0,01c  4,60+0,18b

60 22,27+0,37b 9,73+0,11d 13,60+0,23a 32,01+0,47c  2,29+0,01a  2,36%0,07c

] 90 20,72+0,47b 10,61+0,13c 13,33+0,26a 31,33+0,60c 1,95+0,02b 2,35+0,01c

100 31,82+0,08a 19,24+0,17a 8,77+0,55¢ 51,06£0,25a  1,65%0,01d  5,95+0,40a

p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Los valores medios obtenidos representan las muestras replicadas n=6,
medias con letras diferentes indican diferencia significativa mediante prueba
Tukey (p<0.05). Estado fenolégico (EF), vegetativo (V), floral (F),

concentracion (C), clorofilas (a, b) y carotenos (c).

Contenido de fenoles solubles

En el estado fenoldgico vegetativo, el contenido de fenoles solubles en hojas
de banano a los 7 dias present6 diferencias estadisticas significativas entre
las diferentes concentraciones de extracto de M. oleifera (p<0,05), excepto la
concentracion del 90% que alcanzé valores iguales al testigo. A 14 dias
mostré efectos (p<0,05) en hojas de banano las concentraciones de 30 y
90%, generando incrementos del contenido de fenoles solubles en 43,49 y

33,09% en relacién al testigo. Sin embargo a los 21 dias, el mayor valor de
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fenoles solubles totales se alcanzé en el testigo, diferente al resto de
tratamientos en que se aplicé el extracto a diferentes concentraciones. Esto
podria estar asociado con que el aporte del extracto de moringa en las hojas
de las plantas de banano después de los 14 dias no contribuye a la formacién

de fenoles (tabla 7).

El extracto de hojas de M. oleifera en estado vegetativo a los 7 dias, mostrd
efectos significativos (p<0,05) en los pseudotallos de banano, cuando se
utilizé la concentracion de 30% alcanzando el mayor valor con un incremento
de 41,67%. A los 14 dias el extracto de Moringa utilizado en los diferentes
tratamientos, provocé una disminucién de la cantidad de fenoles solubles
debido a que en el testigo se presentaron los mayores valores. A los 21 dias
la concentracion de 60% alcanzé el mayor valor de fenoles solubles totales

con un incremento de 218,18% al efectuar la comparacién con el testigo.

En la raiz de las plantas de banano se alcanzaron valores del contenido de
fenoles solubles diferentes (p<0,05) cuando se utilizd el extracto a
concentraciones del 30 y 100% a los 7 dias, generando incrementos de 21,68
y 9,09%, respectivamente. A los 14 y 21 dias los resultados obtenidos son
diferentes, en los cuales no se presenta un efecto del extracto de Moringa a

partir de los 7 dias que permita la produccién de fenoles en la raiz.

El extracto de hojas de M. oleifera en estado floral (tabla 7) a los 7 dias
favorecid el contenido de fenoles solubles en hojas de plantas de banano al
presentar diferencias estadisticas (p<0,05) de la concentracién del 60% con el
resto de tratamientos, y permitié6 un incremento de 36,03% con relacion al
testigo. A los 14 dias de evaluacion cuando se utilizé el extractdé de M. oleifera
a una concentracion del 100%, se obtuvo un valor mayor y diferente
estadisticamente al resto de los tratamientos (p<0,05) con relacion al testigo
se produjo un incremento del 17,27%. Transcurridos 21 dias de realizada la
evaluacion el extracto de M. oleifera utilizado a las concentraciones de 30; 60;
90 y 100%, favorecieron la produccion de fenoles solubles en hojas de
banano, generando valores diferentes (p<0,05) con relacion al testigo, que
posibilité incrementos de 116,37; 114,62; 119,88 y 130,99%, respectivamente.
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El extracto floral de M. oleifera aplicado a plantas de banano, mostré un
incremento del contenido de fenoles solubles en los pseudotallos a
concentraciones de 60% a los 7 dias, igual estadisticamente al testigo y
diferente al resto de tratamiento que utilizaron el extracto. Similar respuesta
se produjo a los 14 dias, donde las concentraciones de 60 y 100% alcanzaron
valores no diferentes estadisticamente al testigo. A 21 dias de aplicados los
extractos de M. oleifera a diferentes concentraciones, se estimuld la
produccion de fenoles solubles en plantas de banano, generando diferencias
estadisticas (p<0,05) cuando se utilizaron las concentraciones de 60 y 90% en
relacion al testigo, produciéndose, de forma respectiva, incrementos de
357,24 y 412,87%.

El extracto floral aplicado en las plantas de banano a los 7 dias, permitié
incrementos del 25,00% del contenido de fenoles solubles en raiz cuando se
utilizé la concentracion del 100% (p<0,05) en relacién al testigo. A los 14 y 21
dias de efectuada la aplicacion de las diferentes concentraciones de extractos
de M. oleifera, no se obtuvo incrementos de fenoles solubles en relacion al
testigo él cual, a los 14 dias, no mostré diferencias estadisticas en relacién a
las concentraciones de extractos de M. oleifera aplicados. Sin embargo, a los
21 se mantuvo la misma tendencia, aunque las concentraciones de 30 vy

100% fueron menos eficientes.

Los extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado vegetativo y floral
permitieron obtener los mayores contenidos de fenoles solubles en 6rganos
de vitroplantas de banano, cuando se utilizaron extractos vegetativos a
concentraciones de 30 y 90% (14 dias) en hojas, 30% (7 dias) y 60% (21
dias) en pseudotallos y a 30% (7 dias) en raices; sin embargo, en extractos
florales requirid 60% (7 dias), 100% (14 dias) y; a 30 y 100% (21 dias) en
hojas; 60 y 90% (21 dias) en pseudotallos y 100% (7 dias) en raices.
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Tabla 7. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado

vegetativo y floral en el contenido de fenoles solubles de plantas de banano

(Musa AAA) variedad Williams, en condiciones de aclimatacion.

E. F. Vegetativo

E. F. Floral

Organos C. (%) Contenido Fenoles Solubles (mg EAG/g peso seco)
7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS

0 3,1210,06a 2,6920,14b 9,76£0,24a 2,47+0,38b 4,40£0,21b 1,71£0,10b
30 2,50+0,08b 3,8610,16a 7,2210,69b 2,50%0,12b 3,40£0,12c  3,70%0,15a
60 1,95£0,10¢c 2,92+0,12b  6,96:0,48bc  3,36%0,07a 4,090,10b  3,67:0,46a
" 90 2,85+0,07a 3,58+0,23a  5,37+0,06cd  2,57+0,06b 4,53:0,15b  3,76:0,14a
100 1,94+0,03¢ 1,710,03c 4,72+0,11d 2,5610,08b 5,160,11a 3,95:0,16a

p-valor 0,000 0,000 0,000 0,024 0,000 0,005
0 1,44+0,19b 6,130,192 1,5440,07¢ 1,60£0,04a 3,020,07a 1,52+0,09d
30 2,04+0,05a 1,91£0,04c 1,38+0,05¢ 1,03+0,04b 0,93+0,03b  3,1420,12b
60 1,40£0,03bc 1,6240,21¢c 4,900,23a 1,61£0,05a 3,17£0,24a  6,9520,12a
F 90 1,00+0,02d 2,74+0,08b 3,070,08b 0,92+0,07b 1,83£0,33b  7,060,12a
100 1,0240,04cd  2,78+0,20b 1,09+0,03¢ 0,81%0,02b 2,89+36a 2,310,28¢c

p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
0 1,43£0,09b  2,95:0,07ab  3,27+0,07ab  1,60£0,09bc  1,87#0,11ab  1,580,06a
30 1,74+0,03a 3,34+0,21a  2,560,04 bc  1,33+0,07d 1,39£0,08b  1,34+0,04bc
60 0,910,07¢c 1,90+0,08¢ 3,330,39a 1,43+0,07d 1,44+0,06b 1,61£0,08a
® 90 1,1240,03¢ 2,67+0,06b  2,06¢0,10cd  1,79+0,10ab  1,59+0,11b  1,52+0,03ab
100 1,56+0,06ab  2,47+0,02bc 1,71£0,04d 2,000,07a 1,30+0,06b 1,23+0,06¢

p-valor 0,000 0,000 0,000 0,000 0,012 0,001

Los valores medios obtenidos, representan las muestras replicadas n=9,
medias con letras diferentes indican diferencia significativa mediante prueba
Tukey (p<0,05). Estado fenolégico (E.F.), hojas (H), pseudotallo (P), raiz (R),

concentracion (C), equivalentes de acido galico (EAG).

Actividad antioxidante total

El extracto de hojas de M. oleifera en estado vegetativo (tabla 8) aplicado en

plantas de banano, manifesté a los 7 dias en las hojas valores diferentes
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(p=0,05) de actividad antioxidante total. Transcurridos 14 dias de la aplicacion
de las diferentes concentraciones del extracto de M. oleifera, la actividad
antioxidante en las hojas de banano se comporté de forma similar
estadisticamente entre todos los tratamientos estudiados. A los 21 dias la
aplicacién del extracto de M. oleifera permitié en las hojas de banano obtener
valores diferentes estadisticamente (p<0,05) entre la concentraciéon de 30%
que alcanzé la mayor magnitud (133,92 umol ET/g peso seco) y los demas
tratamientos, manifestando un incremento en la actividad antioxidante total de

24,66% con relacion al testigo.

En el pseudotallo de banano, una vez transcurridos 7 dias de la aplicacion de
los extractos de M. oleifera, la actividad antioxidante total presento diferencias
estadisticas significativas (p<0,05) entre la concentracion de 30% que alcanzé
la mayor magnitud (114,34 umol ET/g peso seco) y los demas tratamientos,
manifestando un incremento en la actividad antioxidante total de 320,55%

comparado con el testigo.

A los 14 dias de aplicado el extracto de M. oleifera en las diferentes
concentraciones, no se presentd respuesta en relacién a la actividad
antioxidante total en el pseudotallo de banano, debido a que el testigo alcanzé
el mayor valor (222,89 umol ET/g peso seco), diferente estadisticamente
(p<0,05) a los tratamientos experimentales, aunque la utilizacién de la
concentracion de 100% (155,96 pmol ET/g peso seco) difiri6 de las

concentraciones de 30, 60 y 90%.

Transcurridos 21 dias de efectuada la aplicacion de la concentracion del 60%
de extracto de M. oleifera, se alcanzé el mayor valor (307,57 umol ET/g peso
seco) en los pseudotallos de plantas de banano, diferente estadisticamente a

los demas tratamientos, incluido el testigo, con un incremento de 223,49%.

En o6rganos de raiz la actividad antioxidante total a los 7 dias mostro
diferencias estadisticas (p<0,05) a las concentraciones de M. oleiferas de 30,
90 y 100% con relacion al testigo, permitiendo incrementos de 64,85; 39,98 y
61,87%. Este 6rgano a 14 dias obtuvo efectos (p<0,05) y mayores valores
(251,57 ymol ET/g peso seco) de actividad antioxidante total cuando se aplicé

el extracto a una concentracion al 90%, para facilitar incrementos en 13,73%.
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A los 21 dias de aplicado el extracto de M. oleifera, |las raices alcanzaron el
mayor valor (325,79 umol ET/g peso seco) de actividad antioxidante total
cuando se utilizé la concentracion de 60%, siendo diferente estadisticamente
(p<0,05) a las demas concentraciones experimentales, al mismo tiempo estos

valores fueron similares al testigo.

La utilizacién del extracto de M. oleifera en estado floral (tabla 8) a los 7 dias
de aplicado, permitid obtener los mayores valores de actividad antioxidante
total en hojas de banano y diferentes estadisticamente (p<0,05) cuando se
utilizaron las concentraciones de 60 y 100% con relacion al testigo; estas
concentraciones permitieron generar un incremento de esta actividad en
50,30 y 45,18% respectivamente. A 14 dias de aplicadas las concentraciones
del extracto de M. oleifera, la actividad antioxidante en las hojas de banano,
no presentd diferencias estadisticas (p>0,05) entre todos los tratamientos
estudiados, aunque las plantas de banano expuestas a los extractos siempre
presentaron los mayores valores. Las hojas de banano a 21 dias de aplicados
los extractos bajo la concentracién 100% de extracto de M. oleifera generé
valores diferente estadisticamente (p<0,05) a los demas tratamientos,
alcanzan el mayor valor (80,01 umol ET/g peso seco) en las hojas de plantas

de banano, con un incremento de 42,70% en relacién al testigo.

La aplicacion de extractos de M. oleifera permiti6 obtener diferencias
estadisticas (p<0,05) en los pseudotallos cuando se utilizd las
concentraciones de 60; 90 y 100% a los 7 y 14 dias con relacion al testigo; asi
como, generar incrementos en la actividad de antioxidantes total en 7 dias
(32,41; 12,12 y 13,73%) y 14 dias (28,69; 22,97 y 35,10%) respectivamente.
Esta variable a 21 dias mostré efecto (p<0,05) a concentraciones de 30, 60 y
90% con relacién al testigo, con incrementos de actividad de 30,23; 32,32 y

22,45% respectivamente.

El extracto floral de M. oleifera (tabla 8) influy6 en la actividad antioxidante
total en raices de banano, con valores mayores y diferentes estadisticamente
(p=0,05) a los 7 dias, cuando se aplico la concentracion de 100% en relacién
a todos los tratamientos; generando incrementos de 55,95% comparado con

el testigo. A 14 dias de aplicados los extractos de M. oleifera, las
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concentraciones de 60 y 100% alcanzaron los valores mayores de actividad
antioxidante; diferentes estadisticamente respecto al testigo, con un
incremento de 15,08 y 14,61%, respectivamente. Al valorar la actividad
antioxidante a los 21 dias en vitroplantas de banano, se evidencié que todos
los tratamientos donde se aplicaron extractos de M. oleifera fueron diferentes
estadisticamente (p<0,05) respecto al testigo; sin embargo, la concentracion
de 100% alcanz6 el mayor valor con un incremento de 239,80% en relacion al

testigo.

Los extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado vegetativo y floral
permitieron obtener los mayores contenidos de actividad de antioxidante total
en organos de vitroplantas de banano, cuando fueron expuestas a extractos
vegetativos a concentraciones de 30% (21 dias) en hojas, 30% (7 dias) y 60%
(21 dias) en pseudotallos y a 30% (7 dias), 90% (14 dias) y 60% (21 dias) en
raices; sin embargo, en extractos florales requirid 30 y 100% (7 dias) y 100%
(21 dias) en hojas, concentraciones mayores a 60% (7 y 14 dias), 30% (21

dias) en pseudotallos y 100% (7, 14 y 21 dias) en raices.
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Tabla 8. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera en estado

vegetativo y floral en la actividad de antioxidante total de plantas de banano

(Musa AAA) variedad Williams, en condiciones de aclimatacion.

E. F. Vegetativo E. F. Floral
Organos c. . L
(%) Actividad Antioxidante Total (umol ET/g peso seco)
7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS 7 DIAS 14 DIAS 21 DIAS
0 79,30+11,55a 65,16+4,68a 107,43+8,52b 57,42+3,36b 57,565+3,17a 56,07+1,72b
30 49,61+3,65b 55,43+17,26a 133,92+2,08a 52,22+8,12b 79,08+5,53a 66,90+2,85b
60 61,18+4,80ab 39,88+3,35a 112,27+2,98b 86,30+5,33a 80,99+6,99a 62,65+2,11b
H 90 22,46+4,38c 66,71+3,54a 104,20+2,87b 68,61+2,12ab 74,84+12,00a 62,99+4,40b
100 82,74%3,17a 55,48+7,03a 93,85+4,89b 83,36+7,31a 66,08+5,20a 80,01+1,62a
p-valor 0,000 0,065 0,001 0,000 0,066 0,002
0 35,67+2,96b 222,89+5,46a 95,08+9,11d 70,77+3,08b 108,39+3,99b 78,27+2,52b
30 114,34+2,65a 82,639,98c 140,26+5,97¢ 61,69+12,28b 109,14+5,97b 101,93+2,09a
60 13,09+2,42b 45,57+10,45d 307,57+13,54a 93,71+4,28a 139,49+7,56a 103,57+3,93a
P
90 33,24+9,00b 56,18+6,02cd 218,01+10,23b 79,85+1,88a 133,29+2,79a 95,84+3,17a
100 35,28+7,33b 155,96+2,60b 25,97+5,00e 80,49+5,11a 146,44+3,46a 76,38+1,73b
p-valor 0,001 0,000 0,000 0,009 0,001 0,000
0 82,30+2,96b 221,19+5,78bc  332,42+12,16a 65,52+4,46b 94,31+2,69b 15,78+2,56¢
30 135,67+2,65a  217,10+13,5bc  298,30+10,62b 72,10+5,39b 100,90+1,25ab  41,30+2,66ab
60 39,27+2,42¢ 237,96+5,99ab 325,79+8,74a 72,87+6,29b 108,53+3,87a 39,29+2,05b
® 90 115,20+9,00a 251,57+2,83a 242,89+7,76¢ 82,57+2,35b 89,32+3,99b 49,56+1,67ab
100 133,22+7,33a 201,67+4,07c 239,1445,97¢ 102,18+4,09a 108,09+1,87a 53,62+5,73a
p-valor 0,000 0,003 0,000 0,002 0,004 0,000

Los valores medios obtenidos, representan las muestras replicadas n=9,

medias con letras diferentes indican diferencia significativa mediante prueba
Tukey (p<0.05). Estado fenolégico (E.F.), hojas (H), pseudotallo (P), raiz (R),

concentraciéon (C), equivalentes de acido galico (EAG), equivalentes Trolox

(ET).
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Actividad de peroxidasa y contenidos de proteinas solubles

El extracto de hojas de M. oleifera en estado vegetativo (tabla 9), mostré a los
7 dias mayor actividad enzimatica, al obtener valores (p<0,05) a
concentracion de 60% para el maximo de actividad con incremento de 32,69%
respecto al testigo. Seguido a este comportamiento se obtuvo a una
concentracion del 30% un incremento de 17,31%. En este momento el
contenido de proteinas solubles alcanzé valores (p<0,05) a concentracion del

100%, con un incremento de 5,52% en relacion al testigo.

A los 14 dias la actividad enzimatica, mostré6 mayores valores (p<0,05)
siempre que se utilizé el extracto de hojas en estado vegetativo para mostrar
incrementos de actividad enzimatica en las concentraciones de 30, 90 y 100%
con incrementos semejantes del 74,07% en relacion al testigo, asi como, en la
concentracion de 60% con un incremento del 55,56% respecto al testigo. En
este momento el comportamiento del contenido de proteinas solubles de las
plantas expuestas a extractos fue semejante al testigo, difiriendo con menores
valores (p<0,05) respecto al resto de tratamientos cuando se utilizd la

concentracion del 90% del extracto.

La utilizaciéon de extractos de hojas de M. oleifera en estado floral (tabla 9),
mostré solamente a los 7 dias, actividad enzimatica con valores (p<0,05)
semejantes al testigo, aunque numéricamente, las concentraciones del 30, 60
y 100% permitieron incrementos de 16,67; 18,52 y 9,26% de actividad
enzimatica. El contenido de proteinas solubles en los tres momentos
evaluados mostré diferencias significativas siempre que se utilizaron extractos

florales.

Este extracto a 7 dias permitié6 valores mayores (p<0,05) del contenido de
proteinas solubles cuando se utilizaron concentraciones de 90 y 100%,
logrando incrementos de 4,40 y 2,79%. Este comportamiento a 14 dias
manifestd valores mayores (p<0,05) a concentraciones de 30%, 60% y 90%
con incrementos de proteinas solubles de 1,48; 1,04 y 1,93%. El contenido de
proteinas solubles a veintiun dias, mostr6 valores mayores (p<0,05) a
concentraciones 60 y 100% con incrementos de 5,30 y 2,50% en relacion al

testigo.
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La actividad enzimatica y contenidos de proteinas en vitroplantas de banano a
21 dias ante aplicacion de extractos vegetativos, no difirieron para p<0,05. En
este momento, pero utilizando extracto acuoso floral si presenté diferencias
significativas (p<0,05) para las dos variables evaluadas, manifestando la
menor actividad de la enzima ante la exposicién del extracto, ante un
incremento significativo en el contenido de proteina siempre que se
expusieron las plantas de banano a concentraciones de 60 (7,15 microgramos

proteina por mL) y 100% (6,96 microgramos proteina por mL).

Tabla 9. Efecto de extractos acuosos de hojas de M. oleifera de diferentes
estados fenoldgicos en actividad peroxidasa y contenido proteinas solubles de

plantas de banano (Musa AAA) variedad Williams, en condiciones de

aclimatacion.
EF C (%) 7 (Dias) 14 (Dias) 21 (Dias)
AE CPS AE CPS AE CPS
(U/mL") (ug prot/mL™) (U/mL") (ug prot/mL™) (U/mL™) (ug prot/mL")
0 0,52+0,01¢c 7,97+0,14b 0,27+0,04b 8,19+0,08ab 0,45+0,05a 8,22+0,05a
30 0,61+0,03b 7,13+0,05d 0,47+0,01a 8,31£0,12ab 0,3940,06a 8,4010,04a
60 0,69+0,02a 7,62+0,06c 0,42+0,08a 8,47+0,08a 0,54+0,07a 8,37+0,02a
Y 90 0,58+0,03bc 7,64+0,12c 0,47+0,02a 8,03+0,03c 0,52+0,06a 8,3910,04a
100 0,52+0,02c 8,41+0,01a 0,47+0,03a 8,46x0,14a 0,47+0,04a 8,40+0,13a
p-valor 0,002 0,000 0,040 0,049 0,385 0,332
0 0,54+0,03a 6,82+0,03c 0,65+0,04a 6,75+0,01c 0,50+0,01a 6,79+0,01c
30 0,63+0,01a 6,89+0,03c 0,51+0,01b 6,85+0,01ab 0,34+0,02b 6,850,04bc
60 0,64+0,04a 6,89+0,03c 0,48+0,07bc 6,82+0,01ab 0,36+0,02b 7,15+0,02a
] 90 0,43+0,05b 7,12+0,01a 0,36+0,03c 6,88+0,04a 0,40+0,03b 6,87+0,02b
100 0,59+0,02a 7,01+0,03b 0,46+0,01bc 6,78+0,03bc 0,41+£0,04b 6,96+0,01a
p-valor 0,010 0,000 0,006 0,016 0,012 0,000

Los valores medios obtenidos, representan las muestras replicadas n=6,
medias con letras diferentes indican diferencia significativa mediante prueba
Tukey (p<0.05). Estado fenolégico (EF), vegetativo (V), floral (F),
concentracioén (C), actividad especifica (AE) y contenido de proteinas solubles
(CPS).
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4.4 DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion revelan que el extracto acuoso de
hoja M. oleifera en estado floral permite mayor eficiencia en el nimero de
hojas (figura 13B) de vitroplantas de banano a concentracion de 100% a los
21 dias. Estos resultados son similares a los obtenidos por Basra et al. (2011)
quien observo en el cultivar de maiz Dekalb-5219 expuesto a concentraciones
del 30% y 100% de extracto de Moringa, alcanzé valores superiores al testigo
permitiendo mejorar el porcentaje de germinacién de la semilla. Nouman et al.
(2012) al pregerminar semillas de pasto dentado (Echinochloa crusgalli (L.) P.
Beauv) en extractos acuosos de hojas de M. oleifera a concentraciones de
30%, obtuvieron los mayores valores en numero de hojas y en el nimero y

vigor de los brotes.

La estimulacién del crecimiento obtenido en vitroplantas de banano con el uso
de los extractos acuosos de M. oleifera también fue observado en el cultivo de
maiz Pioneer-652 por Afzal et al. (2012) quienes obtuvieron que el extracto en
concentraciones del 30% actia como un potenciador natural del crecimiento,
debido al mayor porcentaje de germinacion de semilla comparado con el

testigo y tratamientos expuestos a kinetina.

El extracto acuoso de M. oleifera muestra un efecto sobre el incremento en
longitud de hojas en vitroplantas de banano. Las respuestas a los extractos,
en estado vegetativo y floral, en el incremento de la longitud de hojas D (figura
13C-D), favorecen el crecimiento cuando se utiliza la concentracion al 30%.
Los resultados obtenidos son similares a lo alcanzado por Yasmeen et al.
(2012) en plantas de maiz hibrido cultivar Dekalb-5219, a concentracion de
30% comparados al testigo, mejorando significativamente la longitud de
brotes y raices. Afzal et al. (2012) obtuvieron efectos similares, en el cultivar
Pioneer-652, al utilizar concentraciones de extracto al 30%, obteniéndose una
mejora en el crecimiento y proporcién de longitud de las raices y brotes de las

plantulas en comparacion al testigo.

La respuesta a los extractos de hoja de M. oleifera en estado vegetativo y

flora, potencia el ancho de hoja D (figura 13E-F) cuando se utilizan
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concentraciones de 30 y 90% a los 21 dias de evaluadas las vitroplantas de
banano. Sardar et al. (2021) en plantas de Stevia, alcanzaron un efecto
similar cuando utilizaron concentraciones del 20 y 30% de extractos florales,
permitiendo la obtencion de los valores maximos en area y numero de hojas
por planta en relacién a los demas tratamientos. Bakr et al. (2021) al estudiar
el efecto de diferentes diluciones de extracto crudo de M. oleifera en el
crecimiento de mostaza negra (Brassica nigra L.), observaron un mayor
crecimiento de tallos y numero de brotes cuando se utilizaron diluciones del
extracto relacion 1:2 respecto al control. Los autores afirman “que estas
respuestas inducidas por los extractos, producen un enriquecimiento en las
plantas al proveer nutrientes e inducir sefiales al metabolismo que estimulan
la division celular, condicion que es posible por la presencia de zeatina en los
extractos crudos de hojas de M. oleifera”. Resultados similares se obtuvieron
en nuestro estudio donde las aplicaciones de extractos acuosos de M. oleifera

permitieron obtener vitroplantas de banano fortalecidas.

El extracto de hoja de M. oleifera en estado vegetativo, en todos los
momentos de la evaluacidn, muestra resultados semejantes e inferiores al
testigo en el diametro de pseudotallo (figura 14A). La aplicacién de extractos
en estado floral (figura 14B) permite valores maximos y significativos a los 14
dias en concentraciones de 30 y 60%, asi como a los 21 dias a
concentraciones de 90%, con diametros de pseudotallo fortalecidos. Efectos
semejantes obtuvieron El Sheikha et al. (2022) en habichuela verde
(Phaseolus vulgaris L.) con una concentracion de 30%, alcanzando valores
mayores en diametro en vainas (0,98 cm), longitud de vainas al primer afio

(16,17 cm) y al segundo afio (16,72 cm) en relacién a los demas tratamientos.

El estudio realizado con el extracto de M. oleifera en estados vegetativo y
floral, permite observar incrementos en la longitud del pseudotallo (figura
14C-D), presentando valores maximos a una concentracién de 30%. Efectos
similares observd Mona (2013) en la estimulacion de la altura, peso fresco y
peso seco en plantas del género Kniphofia (conocidas como plantas cohete)
en relacion al testigo, cuando se utilizé una concentracion de extracto acuoso

de hoja de M. oleifera al 3%.

108


https://paperpile.com/c/XmgRxn/Bfjd
https://paperpile.com/c/XmgRxn/ow4i
https://paperpile.com/c/XmgRxn/ipqR
https://paperpile.com/c/XmgRxn/jE0P

La aplicacion de extracto de M. oleifera en estado vegetativo generd valores
similares en el contenido de peso fresco (figura 15A-B) de vitroplantas de
banano en los tratamientos experimentales e inferiores al testigo. Al utilizar
extracto de hojas de plantas en estado floral se lograron valores maximos e
incrementos cuando se empled la concentraciéon de 90%, condicion que
permite una mejor calidad de las vitroplantas. El Sheikha et al. (2022) indican
que los extractos acuosos de hoja de Moringa en estado floral han mejorado
el crecimiento, rendimiento y calidad de la habichuela verde (Phaseolus
vulgaris L.) donde la concentracion de 30% permite obtener los valores
mayores Yy diferentes significativamente en la formacion de vainas segun peso
fresco (7,17 g al primer afio y 7,18 g al segundo ano) y seco (11,38 g al primer

afio y 11,44 g al segundo afo) en relacion a los demas tratamientos.

Los extractos acuosos foliares de M. oleifera permitieron mayor produccion de
peso fresco en vitroplantas de banano, asi como el extracto de M. oleifera en
estado vegetativo disminuye el contenido de peso seco (figura 15C) de
vitroplantas de banano a los 7 y 14 dias de aplicadas. Este extracto a
concentracion de 30% permite obtener vitroplantas a los 21 dias con valores
maximos de peso seco. La utilizacién de extracto en estado floral permite
valores maximos de peso seco (figura 15D) y significativos a los 14 y 21 dias

al utilizar una concentracion de 90%.

Nuestros resultados manifiestan un efecto estimulante al utilizar los extractos
florales, similar a lo obtenido por Rady & Mohamed (2015) en plantas de frijol
comun. Estos autores pudieron observar que los extractos de hoja de M.
oleifera en estado floral al 30% generan mayor longitud de los brotes, nimero,
area de hojas por planta y peso seco de la planta, rendimiento de vaina verde
y semilla seca (peso de vaina por planta, por hectarea y peso de semilla por
planta y por hectarea) y anatomia foliar. De la misma forma, Bakr et al. (2021)
en linaza (Linum usitatissimun L.) realizaron aplicaciones de extractos
acuosos florales de hojas de Moringa a concentracion del 20% y obtuvieron
valores superiores a todos los demas tratamientos en peso fresco y seco,
longitud de raiz, peso fresco y seco de raiz y rendimiento de semilla por

planta.
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El extracto de M. oleifera en estado vegetativo y floral influye
significativamente en el contenido de cenizas (figura 15E-F) de vitroplantas de
banano a los 21 dias. Ambos extractos obtienen maximos valores de 2,4 g
donde el extracto vegetativo requiere menor concentracion (60%) que el
extracto en estado floral (90%), aunque este ultimo logra la mayor diferencia
significativa con relacién al testigo. Este efecto bioestimulante de la Moringa
es reportado por Yasmeen et al. (2012) y Yasmeen et al. (2013) quienes al
utilizar una concentracion de 30% del extracto en plantas de trigo cv.
Sehar-2006, obtuvieron en condiciones de alta salinidad, contenidos maximos
de K" en los brotes (48,62%).

Los extractos de hoja M. oleifera muestran un efecto bioestimulante sobre las
vitroplantas de banano, condicion que es corroborada por Mona (2013). Este
autor en plantas de Eruca, cuando se utilizan a una concentracién del 3%,
confirman la estimulaciéon de la produccion de peso, pigmentos clorofilicos a,
b, y carotenos, tasas fotosintéticas, conductancia estomatica, azlcares
totales, proteinas totales, hormonas promotoras del crecimiento (auxinas,
giberelinas y citoquininas) y varios elementos minerales esenciales (N, K, Ca,
Mg, P y Fe) en el crecimiento y desarrollo. Este control del crecimiento
ejercido por aplicacion foliar de extracto de hoja de M. oleifera es confirmado
por Kanchani & Harris (2019), en plantas de quimbombd a concentracion del
10% aplicado una vez por semana. Estos autores observaron aumentos en la
altura/planta, numero de ramas/planta, numero de hojas/planta, indice de area
foliar, peso seco de hojas, tallos, raices, peso total, nUmero de vainas/ha y

peso seco de vainas.

En la presente investigacion se demuestra que en condiciones de invernadero
el extracto de M. oleifera disminuye la fuga de electrolitos en la membrana
(figura 16A-B), permitiendo que las vitroplantas muestren indicadores de
conductividad eléctrica mas bajos, condicion que favorece un funcionamiento
correcto del sistema celular. La fuga de electrolitos a través de la membrana
celular segun Shanahan et al. (1990) permite valorar las reducciones de la
actividad en las células vegetales ante efectos adversos como puede ser el

estrés en ambientes determinados.
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El extracto en estado vegetativo permite las menores fugas de electrolitos
(figura 16A) cuando se aplica en vitroplantas de banano a concentracion de
60% (14 dias). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Camejo et al.
(2005) quienes en plantas de tomate Campbell-28 a altas temperaturas,
muestran la pérdida de integridad de las membranas asociada con la
sensibilidad del genotipo a altas temperaturas. El extracto en estado floral
reduce significativamente la fuga de electrolitos (figura 16B) cuando se utiliza
la concentracion de 90% a los 14 dias. La utilizacion del extracto floral reduce
significativamente la fuga de electrolitos al fortalecer las membranas celulares
de vitroplantas de banano. Ramirez et al. (2021) indican que esta condicion
es favorecida producto a que las hojas de Moringa tienen una mayor
abundancia de acido a-linolénico (C4sH;,0,), compuesto fundamental en el

funcionamiento de las membranas celulares.

Los extractos de M. oleifera en estado vegetativo y floral permiten obtener los
mayores contenidos de clorofilas (tabla 4, 5 y 6) en hojas de vitroplantas de
banano. En estado vegetativo se obtuvo mayores valores de clorofilas ay b
en concentraciones de 30 y 100% (7 y 14 dias) y carotenos al 30% (21 dias).
Sin embargo, en estado floral a los 7 (100%), 14 y 21 dias (30%) se

alcanzaron los mayores contenidos de clorofilas a y b.

Los resultados de nuestro estudio estan de acuerdo a los obtenidos por El
Sheikha et al. (2022) quienes en dos temporadas de siembra del cultivo de
frijol (habichuela), cuando se realizan aplicaciones foliares de extractos de
hoja de M. oleifera a una concentracion de 30%, obtienen un efecto
bioestimulante en los pigmentos clorofilicos totales con valores de 55,79 y
64,53 unidades SPAD, mayores y diferentes estadisticamente a los demas

tratamientos.

Irshad et al. (2022) confirman efectos sobre el contenido en clorofilas
utilizando extractos acuosos de M. oleifera en estado floral en una
concentracion del 3%. A Los 7 dias de aplicados foliarmente en el cultivo de
garbanzo, se obtienen 60 unidades SPAD de clorofila, 3,5 mmol H,0 m2s™ de
la tasa de transpiracion y 60 mmol m?2s™ de conductancia estomatica, valores

superiores y significativos con relacion al control. Mona (2013) al realizar
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aplicaciones de este extracto a esta concentracién en plantas cohete, obtuvo
incrementos de los contenidos de clorofilas a (1,55 mg/g peso fresco), b (0,69
mg/g peso fresco) y carotenoides (0,88 mg/g peso fresco) con relacion al

control.

El efecto bioestimulante de las aplicaciones foliares de extracto de hoja de
Moringa (3%) en el contenido de clorofilas fue observado por Khan et al.
(2020) en plantas de trigo, donde se obtuvo mayores valores con diferencias
estadisticas en periodo de siembra normal y tardia en clorofila a (4,5 y 4,0 mg
gy b (0,68 y 0,45 mg g') con relacion al control y demas tratamientos,

permitiendo mejorar el rendimiento biolégico y econémico del cultivo.

El presente estudio permite obtener los mayores contenidos de fenoles
solubles (tabla 7) en érganos de vitroplantas de banano al utilizar extractos
acuosos de hojas de M. oleifera comparados con el testigo. La utilizacion de
extractos acuosos vegetativos a una concentracion de 30% permite
incremento de fenoles solubles en hojas (14 dias), en pseudotallos y raices (7
dias). La utilizacién de extractos acuosos foliares en hojas favorece la
obtencién de mayores valores de fenoles solubles a concentraciones de 60%
(7 dias), 100% (14 dias) y a concentraciones de 30 y 100% (21 dias). En los
pseudotallos se alcanzaron los mayores valores de fenoles solubles en las
concentraciones de 60 y 90% (21 dias) y en raices cuando se utilizé la

concentracion al 100% (7 dias).

Los resultados obtenidos en el presente estudio se corroboran a lo alcanzado
por Mona (2013) en plantas cohete al aplicar extracto acuoso floral de M.
oleifera a una concentracion de 3%, quien obtuvo un incremento de 1,33 mg/g
peso seco en los contenidos de fenoles soluble con relacién al control.
Efectos similares a nuestro estudio, fueron obtenidos por Khan et al. (2021)
quienes estudian los contenidos de fenoles totales del jugo de bayas de cinco
variedades de uvas de mesa, expuestas a una concentracién del 3% de
extracto de Moringa. Khan et al. (2020) al exponer plantas de trigo a extracto
de Moringa a concentracién de 3% (solo y combinado) muestran efectos
significativos diferentes al control y demas tratamientos donde se alcanzé un

contenido fendlico total de 1,8 mg GAE g en época de siembra temprana,
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siendo superado con un valor mas alto de 1,9 mg GAE g' en época de

siembra tardia.

Este efecto bioestimulante de las aplicaciones foliares de extractos acuosos
de M. oleifera también se observé en Stevia por Sardar et al. (2021) al utilizar
una concentracion de 20% y 30%, obteniéndose en hojas contenidos
maximos de fenoles (45 y 40 mg. g peso fresco) y flavonoides (68 y 60 mg. g

peso fresco) con relacion al control.

La mayor actividad antioxidante (tabla 8) en dérganos de vitroplantas de
banano es obtenida al utilizar extractos acuosos de hojas de M. oleifera
comparados con el testigo. Las vitroplantas expuestas a extractos vegetativos
alcanzaron los mayores valores a la concentracion de 30% (21 dias en hojas
y 7 dias en pseudotallos y raices); sin embargo, en extractos florales los
mayores resultados se obtuvieron al 30 % (7 dias) y 100% (21 dias) en hojas,
60% (7 y 14 dias) y 30% (21 dias) en pseudotallos y 100% (7, 14 y 21 dias)

en raices.

Los incrementos de actividad antioxidante en érganos de banano también son
reportados en plantas de garbanzo por Irshad et al. (2022) cuando utilizan
extracto M. oleifera en estado floral a una concentracion del 3% para
favorecer su actividad antioxidante y registran los mayores valores
estadisticamente significativos de prolina libre en tejidos foliares con relacién
al control. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Mona (2013) en
plantas cohete, expuestas a esta concentracion de extractos de M. oleifera
con un incremento de 0,11 mg/g peso seco de acido ascérbico con relacién al

control.

Los aumentos de actividades antioxidantes en los érganos de vitroplantas de
banano cuando se aplican extractos de M. oleifera, son corroborados por
Gopalakrishnan et al. (2016) al confirmar la presencia de diferentes
aleloquimicos y diversos metabolitos secundarios como ascorbato, acidos
fendlicos, flavonoides, cumarinas volatiles y taninos que favorecen la
capacidad antioxidante. La importante actividad antioxidante de M. oleifera del

presente estudio in vivo sugiere que el aporte de sus hojas a través de la
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nutricion puede proteger a las células en estado normales o bajo estrés contra

el dafo oxidativo.

Los extractos acuosos de hojas de M. oleifera incrementan la actividad
peroxidasa (tabla 9) en hojas de vitroplantas de banano cuando se utilizé
extracto vegetativo a una concentracion de 60% a los 7 y 14 dias, con
mayores contenidos de proteina soluble en este ultimo momento. Los
extractos florales presentaron mayores contenidos de proteina soluble a
concentraciones de 90% (7 y 14 dias), 60% y 100 % (21 dias).

Al exponer las vitroplantas de banano a extractos vegetativos se presenta en
nuestro estudio la mayor actividad enzimatica, resultados similares fueron
reportados por Yasmeen et al. (2012) y Yasmeen et al. (2013) en plantas de
trigo a un alto nivel de salinidad, en relacion a actividad antioxidante de hojas,
enzimas superdxido dismutasa y peroxidasa, fenoles solubles totales y
contenidos de ascorbato, valores que se incrementaron con la aplicacion de la

concentracion de 30% de extractos acuoso de hojas.

La aplicacion de los extractos florales de M. oleifera incrementaron los
contenidos de proteina solubles en hojas de vitroplantas de banano. Similares
resultados fueron obtenidos por ElI Sheikha et al. (2022) en vainas de
habichuela verde, en donde aplicaciones foliares de extractos acuosos de
hoja de Moringa a una concentracién de 30%, permitieron en dos temporadas
de siembra obtener 29,98 y 30,94 g.100 g en peso seco de proteina cruda

(diferentes estadisticamente a los demas tratamientos).

Las respuestas enzimaticas en hojas de banano cuando se aplican los
extractos florales de M. oleifera son limitadas, aunque Irshad et al. (2022)
cuando valor6 a los 7 dias una concentracion del 3%, en plantas de garbanzo,
alcanz6é mayores valores significativos de ascorbato peroxidasa, superéxido

dismutasa y catalasas en relacion al control en época temprana y tardia.

El poder de las enzimas antioxidantes como la peroxidasa en hojas de
banano, confirmé el poder de los extractos acuosos de M. oleifera en estado
vegetativo como secuestrante de radicales libres oxidativos, evidenciados en

los contenidos enzimaticos.
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5. CAPITULO Ill

Control eficiente del cultivo in vitro de genotipos de banano (Musa AAA)

clon Williams.
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5.1. INTRODUCCION

Cultivo in vitro de Musa sp.

Los cultivos de banano (Musa sp.) son originarios del suroeste del continente
asiatico y son un alimento fundamental en la cesta familiar internacional. Este
cultivo tiene un papel determinante en la economia local de los paises
sudamericanos, siendo Ecuador uno de los principales productores con
destino a exportacion con mas de 164 mil ha (FAOSTAT, 2021).

En las condiciones del Ecuador los sistemas productivos comerciales de
musaceas de fruta fresca estan establecidos principalmente como
monocultivos convencionales en tres provincias del litoral ecuatoriano, como
Guayas, Los Rios y El Oro (92%) y entre ofras siete provincias con 8%
(Cedernio, 2010).

En banano las variedades del grupo Cavendish se consideran las mas
comerciales entre 1000 variedades de banano cultivadas en todo el mundo y
donde la biotecnologia mediante el establecimiento de varios protocolos para
la propagacion in vitro, brinda oportunidad para resolver los diferentes
problemas asociados con el cultivo convencional de banano (Justine et al.,
2022), asi como, variedades en vias de tecnificacién donde se destacan a
nivel local los genotipos del clon Williams. Estos bananos tienen un tipo de
genoma AAA ftriploide, representando alrededor del 47% de la produccion

mundial y se caracterizan por ser esencialmente estéril (Naim et al., 2018).

El banano se encuentra dentro de los cultivos menos mejorados
genéticamente, producto de sus caracteristicas especificas, como las
constituciones gendmicas, heterocigosidad, poliploidia, frutos partenocarpicos
que los identifica como un sistema genético complejo, lo cual, condiciona los
trabajos de fitomejoramiento encaminados a su mejoramiento (Ganapathi et
al., 2021; Ghag & Ganapathi, 2017).

Los genotipos de banano Williams presentan frutas partenocarpicas carnosas
sin semillas y son propagados clonalmente a partir de retofios 0 mediante el

cultivo de células y tejidos (Lescot, 2008). En la actualidad el material vegetal
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existente en produccién se encuentra representado por variantes clonales
naturales seleccionadas segun caracteristicas agronomicas deseables
(D’'Hont et al., 2012).

Las producciones de banano que dependen de los Cavendish (AAA), en
especial de genotipos Williams, en el litoral costero de El Oro, que se destinan
a exportacion como fruta fresca son la principal fuente de empleo y sustento
de la poblacién econémicamente activa. Los sistemas de produccion de tipo
convencional en monocultivo son mas frecuentes, y se han utilizado por mas
de cincuenta afios, carecen de planes de renovacion de plantaciones y el uso
de fertilizantes quimicos y pesticidas se incrementa cada afio. Este modelo de
produccion aumenta los riesgos de dafios por factores bidticos, ante
enfermedades presentes en paises vecinos de Colombia y Peru; siendo una
amenaza los patdgenos radiculares como Fusarium oxysporum f. sp. cubense
(Foc) raza tropical 4 (Thangavelu et al.,, 2021) causada por el hongo
ascomiceto; asi como, dafnos en plantas por hongos foliares que provocan
afectaciones por sigatoka (Mycosphaerella fijiensis Morelet) desde que se

establecieron localmente.

Las plantaciones locales estan también siendo amenazadas por el virus del
estriado del banano (BSV), siendo el de mayor importancia econdémica
presente en las plantaciones de nuestro pais y donde los clones que se
cultivan son susceptibles. Este virus ocasiona pérdidas en la productividad del
cultivo hasta el 90% y se transmite primordialmente de forma vegetativa al
100 % de la progenie y por medio de insectos como las cochinillas
(Dactylopius coccus, Costa) que se encuentra cominmente en las bananeras
de nuestra provincia (Mocha-Cuenca, 2020). Entre los demas insectos-plaga
que atentan a estas plantaciones se encuentra el picudo negro (Cosmopolitos
sordidus Germar) reportados por Asang et al. (2022) y nematodos
(Radopholus similis (Cobb) Thorne) presentes en el 60% de la produccién
local (Ley & M, 2008), los cuales han ocasionado pérdidas afectando a la
produccion en un 17% a 80% (Garcia, 2019). La propagacién vegetativa in
vitro del banano es una forma eficiente de realizar clonacién y generar un
desarrollo vigoroso del cultivo, producto al saneamiento y procesos de

regeneracion del material vegetal al que se exponen, mediante la utilizacion
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de yemas laterales y apicales de hijos que permiten mejorar calidad y la

productividad del cultivo (Guerrero & Arrieta, 2017).

El empleo de herramientas biotecnoldgicas como el cultivo in vitro de células y
tejidos vegetales permite obtener miles de plantulas de similar tamano, edad,
calidad y de elevado potencial genético (Arbelaez et al., 2016). En momentos
iniciales para establecer los sistemas de cultivo in vitro de banano es
frecuente la presencia de microorganismos, oxidacion fendlica de tejidos, baja
viabilidad y brotacion de apices, requiriendo de pretratamientos a las plantas
madres para mejorar el establecimiento de los explantes (Ramirez-Villalobos
et al., 2008).

En las condiciones locales el manejo de apices meristematicos apicales
extraidas de yemas laterales de excelente capacidad de crecimiento y
desarrollo, estan constituidos por tejidos meristematicos con prdspero
crecimiento longitudinal y totipotencia que son oportunos para estos fines
(Ortega et al., 2010).

Aunque los bananos se propagan tradicionalmente por retofios o hijuelos,
mediante el uso de plantas cultivadas; con el uso de métodos de cultivo de
células y tejidos, es posible aislar los diferentes genotipos de banano locales y
generar estudios que faciliten protocolos viables; asi como, proveer de

plantulas sanas a productores en pequefia y gran escala.

Algunas de las alternativas propuestas en los sistemas de cultivo mediante
técnicas de micropropagacion, es el uso de medio liquido, que posee diversas
ventajas sobre el uso de medio gelificado, entre las que se encuentran una
mejor interacciéon (movilidad) entre ingredientes de medios de cultivo y
explantes; asi como, la reduccién de costos debido al consumo de agar vy la

posibilidad de automatizacion (Etienne & Berthouly, 2002).

Automatizacion del cultivo in vitro

La micropropagacion a gran escala mediante técnicas convencionales de
cultivo de células y tejidos presenta menos rentabilidad, producto a la gran

demanda de mano de obra; asi como, por la deficiente automatizacién (Chu,
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1995) y ante esta situacion la utilizacion de biorreactores disefiados bajo
principios del sistema de inmersién temporal (SIT) con un sistema de control

semiautomatico que permite ser rentable (Ziv, 2010).

La atmésfera en los SIT puede renovarse, previniendo trastornos como la
asfixia y la hiperhidricidad (Etienne & Berthouly, 2002). El uso de SIT para
mejorar la propagacion de plantas ha sido reportado para algunas especies
de relevancia econdémica como eucalipto, manzano, teca, pistacho, castafio,
yerba mate, sauce y palma datilera (Murch et al., 2004; McAlister et al., 2005;
Chakrabarty et al., 2003; Zhu et al., 2005; Quiala et al., 2012; Akdemir et al.,
2014; Vidal et al., 2015; Luna et al., 2017; Regueira et al., 2018; Abahmane,
2020).

En banano (Musa AAA) y platano (Musa AAB), se han reportado algunos
intentos de utilizar biorreactores de inmersion temporal (Alvard et al., 1993;
Roels et al., 2005; Aragon et al.,, 2014), con resultados prometedores. La
mayoria de plantas establecidas en estos sistemas de cultivo reportan mejor
respuesta a medios liquidos que semisolidos. Esto posiciona a estos sistemas
con varias ventajas como ahorro de mano de obra, tiempo, facil ampliacién,
favorece un mayor crecimiento y multiplicacion producto de la aireacidn
forzada; asi como, una mayor disponibilidad de nutrientes (Suman, 2017).
Producto a estas especificaciones la utilizacion de sistemas de inmersion
temporal o citados como biorreactores de inmersion temporal, se han
clasificado en sistemas de aireacion-agitacion, de filtro giratorio, de fase

gaseosa, de tambor rotatorio y accionado por aire (Lee, 2004)

Los sistemas accionados por aire incluyen sistemas con inmersién completa
de material vegetal y renovacion del medio de cultivo liquido, sistemas de
inmersion parcial y con un proceso de renovacion de nutrientes liquidos,
sistemas con inmersion completa del material vegetal mediante transferencia
neumatica de medio liquido, sistemas sin renovacion del medio, sistema
RITA® (Cirad, Francia), sistema de frascos gemelos BIT (Etienne & Berthouly,
2002).
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La decision de utilizar uno de estos sistemas cuando se establece un
protocolo eficiente de propagacion para distintos genotipos de Musa debe
tener en cuenta el numero de explantes, tiempo y frecuencia de inmersion del
explante expuesto al medio liquido, volumen de medio liquido por explante y
volumen total del recipiente; asi como, la ventilacién forzada, como aspecto
de mayor influencia, tanto en crecimiento como calidad final de vitroplantas
obtenidas (Galan et al., 2018).

Al evaluar estos recipientes se han detectado limitaciones, ya que pueden ser
demasiado pequefios o pesados. En el caso de los RITA®, presentan un
fondo interior pequeno, que facilita se generen trastornos de los cultivos
debido a la alta densidad (Haggman et al., 2007). En la superacién de estos
problemas se han propuesto los PLANTFORM™ (Welander et al., 2014) y
frascos locales como los SIT de unidades gemelas (Escalona et al., 1999) asi
como, propuestas de prototipo de biorreactor como alternativa para la
micropropagacion de especies vegetales minimizando los costos en

construccién y en la técnica de propagaciéon (Ramirez et al., 2019).

La utilizacién de recipientes alternativos locales puede ser una solucion para
establecer esta tecnologia en paises en desarrollo en los cuales no siempre
existe la disponibilidad de recipientes adaptados para estos fines y en los que
el costo de produccion utilizando técnicas convencionales de cultivo de tejidos

es elevado (Gitonga et al., 2011; Suman, 2017).

Extractos vegetales en la elicitacion del cultivo in vitro

Los extractos vegetales son abundantes en biomoléculas que han sido
aplicados a medios de cultivo in vitro con el interés de fortalecer las células de
las vitroplantas. Las sefales de estas biomoléculas permiten incrementar el
contenido de metabolitos secundarios en plantas e incluso han permitido la
obtencion de nuevos compuestos mediante el cultivo in vitro con el empleo de
biorreactores, procesos de elicitacion y la ingenieria metabdlica como las mas
promisorias para la produccion de metabolitos secundarios (Pérez-Alonso &
Jiménez, 2011).
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La utilizacion de bioestimulantes vegetales ha sido destinada a mejorar la
calidad de plantas, al utilizarse como nutriente organico, que posibilita
reemplazar el uso de nutrientes quimicos con sustancias de origen animal y
vegetal disponibles localmente; asi como, permitir promover la bioeconomia
circular (Bhunia et al., 2021). Los extractos de M. oleifera juegan un rol
fundamental por sus componentes beneficiosos como nutrientes,
fitohormonas, metabolitos secundarios, aminoacidos y compuestos bioactivos
que mejoran el crecimiento de las plantas (Busani et al., 2011; Karthiga et al.,
2022; Yuniati et al., 2022).

La utilizacion de extractos como bioestimulante en el cultivo de células y
tejidos han sido reportados con elicitaciones de M. oleifera en suspensiones
celulares de chile (Capsicum annuum var. annuum L.) (Verde, 2017), en
germinacion in vitro de Arabidopsis thaliana (L.) (Ortiz-Rojas et al., 2017) y
crecimiento de brotes de pauchuli (Pogostemin cablin L.) (Nihayati et al.,
2021).

El uso de fortificantes naturales como el extracto de moringa podria ofrecer
una alternativa inductora a las vitroplantas de banano al permitir su
bioestimulacion en los SIT. El presente estudio permite valorar los efectos
beneficiosos de extractos acuosos de hojas de M. oleifera sobre el
crecimiento de vitroplantas de banano mediante la utilizacion de sistemas

automatizados en condiciones in vitro potenciales.

122


https://paperpile.com/c/O8x9YO/iBoSN
https://paperpile.com/c/O8x9YO/VZVxd
https://paperpile.com/c/O8x9YO/iCOvQ
https://paperpile.com/c/O8x9YO/iCOvQ
https://paperpile.com/c/O8x9YO/WY45e
https://paperpile.com/c/O8x9YO/xZ3GN
https://paperpile.com/c/O8x9YO/l3l0k
https://paperpile.com/c/O8x9YO/nPtF2
https://paperpile.com/c/O8x9YO/nPtF2

5.2. MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

La obtencion del material se realizd en dos fases. En la primera fase, en
condiciones de campo (sistemas productivos bananeros), durante el deshije
de las plantas madre, se seleccionaron hijuelos de tipo espadade 1 a 1,5 m
de altura, ubicados a una altitud de 2,2 msnm con temperatura promedio de
28°C y 85 % de humedad relativa,

La seleccion de plantas élites de banano Williams (figura 18A), se realizé en
sistemas productivos en la provincia de El Oro, Ecuador, donde intervinieron
especialistas locales en la identificacion del clon y descriptores productivos de
interés local en especial rendimiento. Para la siembra in vitro de genotipos de
banano se utilizaron dos tipos de material vegetal, uno proveniente de
canteros de 2 m de largo x 1 m de ancho y 0,30 m de altura, con estructura
elaboradas de cafia guadua (Guadua angustifolia Kunth) ubicadas a cielo
abierto y constituidos por un sustrato de arena de rio y cascara de arroz
(volumen 1:1); y otro proveniente de invernadero donde se utilizaron macetas
(tanques plasticos acondicionados de 100 litros) que contenian como sustrato

cascara de arroz (Oryza sativa L.).

Condiciones establecidas para el material vegetal donante

En las condiciones ambientales indicadas anteriormente se establecieron
hijos de espada de ocho genotipos de Musa AAA cv. Williams, que fueron
extraidos de plantaciones de tipo monocultivo para realizar su aislamiento
mediante macropropagacion. Antes de la siembra estos materiales vegetales
fueron mondados y desinfectados por 20 minutos de inmersion en productos
certificados organicos como DISS SEKTOR 1 mi/L y DISS 4X4 1 ml/L con
actividad insecticida y fungicida que fueron adquiridos de la empresa
UNGERER del Ecuador.

En los canteros se utilizaron sustratos compuestos por suelo de textura franco
arcilloso y cascara de arroz (1:1). Las plantas se regaron semanalmente y se
realizaron controles fitosanitarios con los productos indicados anteriormente.
Estas condiciones generaron hijuelos que se utilizaron directamente en el

establecimiento in vitro o para proveer material vegetal que se cultivd en
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invernadero para crear donantes de yemas. Las condiciones de invernadero
se disefiaron para mayor control ambiental: los hijuelos provenientes de
cantero fueron ubicados en sustratos de cascara de arroz en macetas de
plastico de cien litros de capacidad y se cultivaron bajo luz blanca LED con
fotoperiodo de 16 horas luz/8 de oscuridad. Se efectué monitoreo de la
temperatura y humedad relativa durante los siete dias de la semana con
sensores ambientales. Para obtener una humedad éptima para la especie se
determinaron unas condiciones consistentes en riego automatizado por
aspersiéon durante 4 minutos con una frecuencia de 6 riegos por dia, que
generaron una temperatura y humedad relativa promedio de 27 °C y 80%,
respectivamente.

En las condiciones establecidas, los hijuelos de 25 cm de diametro fueron
plantados superficialmente para que las yemas generadas quedaran
expuestas. Se realizd el corte en cruz de la yema apical (figura 17A) y se
afiadié 6-benzylaminopurine (6-BAP) en la cavidad herida del meristemo. A
cada cormo se afiadieron 4 ml de una disolucion patron de 40 mg/L (figura
17B), con la finalidad de estimular la brotacion de yemas laterales
(Cedefio-Garcia & Soplin-Villacorta, 2016). En estas condiciones se
generaron brotes viables sobre el nivel del sustrato, con la finalidad de

proporcionar los explantes para el establecimiento in vitro.
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Figura 17. Procedimiento Corte en cruz de la yema apical y adicién en la
cavidad herida del meristemo de 6-benzylaminopurine (6-BAP) para estimular
la brotacion de yemas laterales en genotipos de banano (Musa AAA) cv.
Williams cultivado en canteros e invernaderos. A) Corte de yema apical, B)
Adicién de 6-BAP en heridas.

Establecimiento y multiplicacion in vitro de genotipos de banano

Para realizar los experimentos de cultivo in vitro se habilitaron espacios con
condiciones especiales de asepsia, como las camaras de siembra y las
camaras de crecimiento. Los ciclos de cultivo in vitro fueron siempre de 21
dias. Las condiciones de asepsia fueron controladas con tensioactivos
cationicos del tipo amonios cuaternarios, que se usaron para limpieza tanto de
paredes como pisos y espacio aéreo, con evaporaciones de formaldehido a
razén de 2 ml/m®. El control de temperatura se realizé con aire acondicionado,
que permitid mantener los espacios a 25°C + 1°C, mientras que la iluminacién
se realizd con luz solar indirecta y lamparas fluorescentes de luz blanca fria
de 60 W (Philips®, Paises Bajos), lo que garantiza una densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (DFFF) entre 48,0 y 62,5 y mol m? s asi como
fotoperiodos de 16 horas luz y 8 de oscuridad (Galan et al., 2018).

El material vegetal inicial para el cultivo in vitro utilizado fue explantes de tipo
hijuelos provenientes de canteros (45 unidades) establecidos in vivo (figura
18B) en canteros (Pérez et al., 2002) y sus descendientes de gran vigor (22
unidades) fueron seleccionados y se llevaron a macetas en condiciones de

invernadero (figura 18C). El protocolo aplicado fue el siguiente:
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1) Los brotes fueron mondados y lavados minuciosamente con agua y
detergentes industriales (figura 18D).

2) Los pseudotallos se mondaron nuevamente a un tamafo de 4 cm de
diametro y 10 cm de altura, se introdujeron en un recipiente plastico con
hipoclorito de sodio (3%) y se agitaron vigorosamente con un equipo
comercial a 100 rpm durante 20 min (figura 18E).

3) Los explantes se introdujeron en la cabina de flujo laminar y se eliminaron
los tejidos afectados por efecto del clorado hasta alcanzar 1,5-2 cm de
diametro x 1,5-2 cm de altura, y se desinfectaron nuevamente con hipoclorito
de sodio (3%) durante 20 min (agitaciéon manual).

4) Los explantes se lavaron 3 veces con agua esteéril.

5) Se eliminé el tejido afectado por efecto del clorado nuevamente y los
explantes fueron tratados con L- cisteina (100 mg L") para evitar
finalizaciones hasta el momento de la siembra.

6) Los explantes se cortaron a un tamafio de 8 mm de diametro (largo x ancho
x alto de tallo) y 10 mm de altura (pseudotallo) y se inocularon en frascos de
vidrio (vasos tequileros) de 32,96 mm de diametro y 81,82 mm de alto sobre
soporte en forma de M en papel de filtro (figura 18F) sobre 25 mL de medio
liquido MS (Murashige & Skoog, 1962) con vitaminas que fue elaborado a
partir de reactivos de 99% de pureza (MERCK). Se requirié de los reguladores
de crecimiento que se afiadieron a razon de 2 mg L' de 6-BAP (Arbelaez et
al., 2016) y 0,123 mg L' de acido indol-3-butirico (Pérez et al., 2002); asi
como fuente de carbono sacarosa (3%) y el pH se ajustoé a 5,8.

7) Dos semanas después de la siembra, los explantes se seccionaron a nivel
de apice meristematico de forma horizontal para una primera detecciéon de
posibles contaminantes enddgenos (figura 18G), y siete dias después se
realizé un corte meristeméatico transversalmente (figura 18H), de modo que el
apice se fraccioné en cuatro partes para utilizarse como explante inicial para

la fase multiplicacion.
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Figura 18. Establecimiento in vitro de genotipos de banano (Musa AAA) cv.
Williams cultivados en condiciones de El Oro. A) Plantas madre que crecen en
sistemas productivos locales, B) Genotipos seleccionados establecidos en
canteros experimentales de la UTMACH, C) Cultivo de bananos sobre
macetas en invernadero, D) Explantes para establecimiento in vitro, E) Paso
de preesterilizacién en un agitador comercial, F) Explantes inoculados, G)
Vitroplanta tres semanas después de la inoculacion, H) Explante seccionado
transversalmente para detectar contaminantes endégenos y eliminacién

dominancia apical.

Para iniciar el cultivo aséptico se utilizaron explantes de dos origenes (cantero
tecnificado e invernadero), que a 21 dias de haber sido establecidos se
seccionaron completamente para ser transferidos a medio de multiplicacion.
Las cuatro fracciones meristematicas del explante se ubicaron en un mismo
recipiente (figura 19A), lo que permitié valorar contaminantes enddégenos y
viabilidad de meristemos. En el primer ciclo de multiplicacion, las yemas
meristematicas generaron respuesta (figura 19B), permitiendo obtener de las
fracciones del apice las vitroplantas constituidas por tallo, pseudotallo y hojas
para nuevos ciclos de esta fase. Este proceso se mantuvo en dos ciclos mas
para obtener vitroplantas caracterizadas como brotes de tipo | (figura 19C),
destinadas a nuevas siembras en medio semisdlido (MSS) y posteriores

siembras en sistemas de inmersiéon temporal (SIT). En ambos procesos se
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mantuvo una clasificacién diferenciada de vitroplantas segun morfologia del
brote (figura 19D) en tipos I, Il, lll (Roels et al., 2005).

Figura 19. Multiplicacién in vitro de genotipos de banano (Musa AAA) cv.
Williams cultivados en condiciones de EI Oro. A) Lineas asépticas con
explante seccionado transversal completamente en cuatro secciones, para
confirmar contaminantes enddgenos e induccién yemas laterales, B)
Respuesta de genotipos a 21 dias del primer subcultivo desde explantes con
apariencia vigorosa, seleccionados para iniciar cultivos asépticos, C)
Vitroplantas de tipo I, destinada a siembras en medios semisolidos y liquidos,
D) Clasificacién de Brotes Tipo | (BTI), Brotes Tipo Il (BTIl), Brotes Tipo Il
(BTIH).

Para la fase de multiplicacion en MSS se utilizaron 50 mL de medio por
seccion de explante en erlenmeyer de vidrio de 500 mL de volumen total, con
200 mL de medio y 4 explantes por frasco. El medio MSS consistio en MS con
agente gelificante a 2 g-L"' de Gellan Gum (Caisson Laboratories®), mioinositol
100 mg-L", sacarosa (3%) a pH 5,8. Como reguladores de crecimiento se
utilizaron 6-BAP y acido indol-3-acético (AIA). En clones correspondientes al
genoma AAA, las concentraciones de 6-BAP y AlA varian en dependencia del
genotipo. En nuestro caso, que corresponde a este genoma, se recomiendan
las concentraciones mas bajas, que se establecieron en 2 mg-L"' de 6-BAP
(Cruz-Rosero et al., 2017) y 0,65 mg-L"" de AIA (Martinez & Fontes-Leandro,
2009).

En los siguientes subcultivos de multiplicacion en MSS, los explantes
utilizados fueron los provenientes de invernadero debido a la mayor calidad y
respuesta in vitro manifestada y se clasificaron segun el didmetro de los
brotes de tipo | (diametro >3 mm), tipo Il (didametro <3 mm) y tipo llI
(pseudotallos sin hojas) (Roels et al., 2005).

128


https://paperpile.com/c/O8x9YO/FL6G2
https://paperpile.com/c/O8x9YO/izSkG
https://paperpile.com/c/O8x9YO/KddbB
https://paperpile.com/c/O8x9YO/KddbB
https://paperpile.com/c/O8x9YO/FL6G2

Estas agrupaciones permitieron diferenciar las vitroplantas de tipo | para
nuevos subcultivos o para establecer los tratamientos en la automatizacion
del cultivo de banano. Para multiplicar estas vitroplantas de tipo | siempre se
decapitaron los pseudotallos a 3 mm del tallo verdadero y se realizé un corte
vertical en cruz como sefal de inhibicion en el crecimiento del apice

meristematico, siempre en ciclos de 21 dias.

Alternativas de sistemas de cultivo in vitro en banano

Para establecer el cultivo automatizado se mantuvieron las condiciones
ambientales citadas en el establecimiento y primeros subcultivos. Los
experimentos se realizaron con explantes de tipo | provenientes del tercer
subcultivo de multiplicaciéon en medio semisdlido, siempre decapitados y con
cortes en el apice meristematico. El cambio de MSS en jarras de cristal (figura
20A) a medio liquido en contenedores importados desde el Instituto de
Investigaciones Agrobiolégicas de Galicia (Espafia) y contenedores de cristal
locales adaptados como sistemas de doble frasco (SDF), fue uno de los
principios que se establecié para valorar la respuesta de las vitroplantas
durante las fases automatizadas de multiplicaciéon y enraizamiento, asi como

el efecto en aclimatacion.

Los SIT responden a diferentes principios constructivos, como se muestra en
la figura 20B-D. En la figura 4B se observa el sistema RITA® (www.vitropic.fr),
en la figura 20C se observa el sistema PLANTFORM ™ (www.plantform.se) y
en la figura 20D el sistema de doble frascos gemelos. Estos sistemas han
sido empleados en Musa acuminata group AAA (Alvard et al., 1993), en sauce
(Regueira et al., 2018) y en pifa (Escalona et al., 1999), respectivamente.
Este ultimo fue adaptado a SDF de doble contenedor de vidrio de 3 litros

disefiado en nuestro laboratorio.
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Figura 20. Sistemas convencionales y de Inmersién Temporal en el cultivo in
vitro de genotipos de banano (Musa AAA) cv. Williams de la provincia de El
Oro. A) Jarras de cristal con medio semisélido, B) sistemas de inmersion
temporal RITA®, C) sistema de inmersion temporal PLANTFORM ™, D)

sistemas de doble frasco (SDF).

Los diferentes sistemas fueron programados para 8 ciclos por dia y con
tiempo de 4 minutos de inmersién (Roels et al., 2005), condicién que permitié
exponer las vitroplantas a medios de cultivo liquido y renovacién de la fase
aérea en los contenedores. Los medios de cultivo estuvieron constituidos por
el medio MSS descrito en el apartado Establecimiento y multiplicacion in
vitro de genotipos de banano (medios MS para fase multiplicacién), pero sin
agente gelificante en el caso de los cultivos en SIT y con 1,9 gL' de Gellex®
en las jarras. El contenido hormonal utilizado en medios de multiplicacién fue
de 0,65 mg L' AIA y 2 mgL" 6-BAP y en medios de enraizamiento se utilizo
1,30 mg L' de AIA (Cejas et al., 2011). Los volimenes de medios siempre
respondieron a la relacién de 50 mL por explante, como se ha manifestado en
otras especies segun (Lorenzo et al., 1998), y como se observa en la Tabla
10.
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Tabla 10. Numero de explantes, volumen de medio de cultivo y capacidad de

contenedores de sistemas de cultivo in vitro de genotipos de banano

NE VMC (oo
Sistemas
(unidades) (mL) (mL)
MSS 4 200 500
RITA® 4 200 1000
PLANTFORM 10 500 3500
SDF 20 1000 3000

MSS, Medio Semisdlido; sistemas de inmersion temporal RITA®; sistema de
inmersién temporal PLANTFORM ™; SDF, Sistema de doble frasco; NE,
Numero de explantes; VMC, volumen de medio de cultivo; CC, capacidad de

contenedores.

La automatizacion de los sistemas para programar los ciclos e inmersiones de
las vitroplantas se realizé mediante temporizadores digitales (Woods®, E.U.A.)
para activar las valvulas solenoides trifasicas que dieron el ingreso de presion
positiva de aire, controlado por un mandémetro desde un compresor libre de
aceite (oil free air compressor, JYK35, 2012). El compresor fue de carga
continua de aire con una capacidad de 40 litros. La distribucion de aire a los
estantes y biorreactores se realiz6 mediante manguera de polietileno rigido de
3/8” y conectores plasticos regulables. El paso de aire a los sistemas se
controlé con llaves plasticas locales, que regularon presiones antes de los
filtros (HEPA-VENT microfibra 0,3 uym de la empresa General Electric), que
garantizan la esterilidad e impidieron el ingreso de agentes contaminantes a

los biorreactores.

Las vitroplantas se evaluaron a las 3 semanas de cultivo en los sistemas in
vitro Las variables morfolégicas evaluadas en brotes de tipo | fueron: (1)
Coeficiente multiplicacion (CM) que requirié la suma de los brotes tipo |, Il y
Ill; (2) Brotes tipo I, IlI, Il (BTI, BTII, BTIIl); (3) Longitud pseudotallo (LP); (4)
Ancho pseudotallo (AP); (5) Niumero hojas (NH); (6) Longitud hoja (LH); (7)
Ancho hoja (AH); (8) Numero raices (NR); (9) Peso fresco (PF); (10) Peso
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seco (PS); (11) Peso de cenizas (PC); (12) Contenido de fenoles solubles
(CFS); (13) Actividad antioxidante (ACTA); (14) Actividad Peroxidasa (APX).
Siempre que se valoré en experimentos las variables longitudes, pesos
frescos y secos, asi como ceniza se utilizo calibre digital (Truper®, México),
balanza analitica (Yugo®, China) y mufla programable a 600° C por 24 h

(Nabertherm®, Alemania).

Prototipo de sistema de inmersiéon temporal local

En respuesta a los resultados obtenidos en sistemas RITA® en las diferentes
fases de cultivo in vitro como multiplicacion (Moreno et al.,, 2018) y
enraizamiento (Castillo et al., 2019), se generd un prototipo de sistema de
inmersion temporal local (PSITL) como alternativa ante el elevado coste de
los sistemas RITA® y el tiempo prolongado para su disponibilidad en el

mercado local.

Los PSITL (Figura 21A) se fabricaron a partir de tres contenedores (Figura
21B-C) de polipropileno de uso doméstico , constituidos por: 1) recipiente
externo con tapa con capacidad de 1500 mL, 2) recipiente modificado para
canasta de capacidad 1000 mL donde se depositaron los explantes de tipo |,
3) recipiente destinado a soporte de canasta modificada de capacidad 500
mL fijado con perno perforado y conductor a canasta de 200 mL que delimita
el volumen de medio, 4) juntas téricas de silicona para pernos, 5) junta térica
de alta presién para hermeticidad de la tapa, 6) manguera para conduccion de
aire e impulso de medio de cultivo, tapa y pernos conductores (2 unidades) de
acero inoxidable (Figura 21D), La tapa requiri6 de dos perforaciones para
ubicar dos pernos como conductores al paso de aire, los recipientes internos
el perno conductor de sostén permitiéo paso de la presion de aire que impulsa
el medio de cultivo al recipiente superior. El recipiente superior requirié de
perforaciones en su base para que el medio de cultivo descienda por
gravedad en transcurso el tiempo, las caras laterales fueron transformadas
para fijar con la tapa la estructura e incrementar el paso de luz. El aire de
entrada al sistema cuenta con una conexion entre pernos de tapa y de unién a
contenedores internos para facilitar las inmersiones de las plantas en medio

de cultivo.
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Figura 21. Propuesta de prototipo de sistema de inmersién temporal local
(PSITL). A) Sistemas (PSITL), B) recipiente externo y material para
confeccién de canasta superior, C) Recipiente interno compuesto por canasta
superior como soporte de plantas fijado con perno a canasta inferior para
permitir volumen de medios de -cultivo liquido, D) Tapa con pernos

conductores de entrada y salida de aire.

La valoracién de los PSITL en fase de multiplicaciéon se realizd en funcion de
la respuesta a la automatizacién del cultivo in vitro en ciclos de 21 dias, se
establecio una relacion de medio de cultivo por explantes inoculados, espacio
aéreo disponible y resistencia de materiales a los procesos de desinfeccion
mediante altas temperaturas. Los PSITL se compararon con formas
convencionales y sistemas que mostraron resultados significativos en

nuestras condiciones como fueron los RITA® (Figura 22).
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Figura 22. Sistemas valorados en fase de multiplicacién de genotipos de
banano. A) Jarras con medios semi sélidos, B) sistemas de inmersién

temporal RITA®, C) Prototipo de sistema de inmersion temporal local (PSITL).

El proceso de esterilizacion que se utilizd en los biorreactores y sus filtros fue
mediante autoclavado a 121° C, 110 KPa por 20 minutos. Los medios de
cultivo de multiplicacién fueron esterilizados en relacion al volumen de medio
en botellas de vidrio autoclavables. Los medios de cultivo y los parametros de
inmersion y renovaciéon de aire fueron los descritos en el apartado
Establecimiento y multiplicacién in vitro de genotipos de banano (medios
MS para fase multiplicacion). La relacion del numero de explantes y
volumenes de medios de cultivo y capacidad de contenedores se muestra en
la Tabla 11.
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Tabla 11. Condiciones de sistemas in vitro convencionales, de inmersién

temporal (RITA®) y alternativos (Prototipo Local) en fase de multiplicacion de

banano
NE VMC CF
Sistemas
(unidades) (mL) (mL)
MSS 4 200 500
RITA® 4 200 1000
PSITL 9 450 1500

Medio semisélido (MSS), sistema de inmersion temporal RITA®, prototipo de
sistema de inmersiéon temporal local (PSITL), nimero de explantes (NE),

volumen de medio de cultivo (VMC), capacidad de contenedores (CF).

La valoracion de los tres sistemas se realizo con 3 repeticiones con 3 envases
cada una. Se seleccionaron 4 muestras de brotes tipo | por sistema y se
determiné: (1) Coeficiente multiplicacion (CM); (2) Brotes tipo I, II, Il (BTI,
BTII, BTl); 3) Longitud del pseudotallo; 4) Longitud del limbo de la hoja 1; 5)
Numero de raices por explante (NR); 6) Peso fresco (PF); 7) Peso seco (PS);
8) Peso de ceniza (PC); 9) Contenido de compuestos fendlicos solubles
(CFS); 10) Actividad antioxidante (AA).
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Eficiencia de sistema de inmersién temporal RITA® en fase de

enraizamiento de banano

Para optimizar la calidad de planta enraizada se compararon 4 condiciones
experimentales utilizando medio semisodlido y biorreactores RITA®. En
concreto se utilizaron 3 frecuencias de inmersion diferentes (3; 6 y 8
inmersiones cada 24) durante los 21 dias que durd el ensayo, bajo
condiciones homogéneas de tiempo de inmersién (4 min), volumen de medio
de cultivo por explante (50 ml) y volumen del contenedor (tabla 12). Los
explantes utilizados fueron vitroplantas (brotes tipo |) provenientes de RITA®, y

el medio de cultivo consistié en MS con 1,30 mg L' de AlA.

Tabla 12. Ciclos de inmersidon de biorreactores RITA® en fase de

enraizamiento de genotipos de banano

Sistema IN TI VME VMS
(ciclos) (minutos) (mL) (mL)

MSS * * 50 200
RITA® 4 50 200

Medio semisélido (MSS), Sistema de inmersion temporal RITA®, inmersiones
(IN), tiempo de inmersion (TI), volumen de medio de cultivo por explante

(VMCE), volumen de medio de cultivo en sistemas (VMS)., * (permanente).

Las vitroplantas fueron evaluadas a tres semanas finalizado el enraizamiento
(in vitro). Para la aclimatacion se us6 sustrato constituido por compost y suelo
franco arcilloso con una relacion 1:1. Las plantas fueron nuevamente
evaluadas en condiciones ex vitro en invernadero a tres semanas en bandejas
y tres semanas en fundas plasticas de polietileno de 20 cm de alto y 10 cm de
diametro. Las siguientes variables fueron consideradas para su evaluacion: 1)
Longitud de pseudotallo (LP); 2) Ancho de pseudotallo (AP); 3) Niumero de
hojas (NH); 4) Longitud de hoja (LH); 5) Ancho de hoja (AH); 6) Numero de
raices (NR); 7) Peso fresco (PF) y 8) Peso seco (PS).
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Fortificante en Sistema de Inmersién Temporal RITA®

La fortificacion de vitroplantas, se realizd mediante elicitacion de los medios
de cultivo liquidos con extractos de hoja de M. oleifera (elicitor), obtenidos a
partir de muestras de hojas de plantas en estado de desarrollo, recolectadas
en un banco donante local y expuestas por 24 horas a 70 °C en estufa. En el
momento de salida de estufa las hojas fueron pulverizadas con mortero y
almacenadas a temperatura ambiente, protegidas de la luz hasta el momento
de su utilizacion. En el proceso de extraccion, se recogieron muestras de 200
mg de polvo de hoja para constituir extractos etandlicos (al 80%) y acuosos

mediante la exposicién a calor en bafio maria a 50° C por 30 minutos.

Las elicitaciones al medio de cultivo fueron realizadas cuando las vitroplantas
de banano fueron expuestas a enraizamiento en sistemas RITA® (tabla 13). Se
utilizaron 750uL" de los extractos a razén de 0,75 mg/ml (Verde, 2017). Los
controles fueron tratados con el mismo volumen de liquido, pero sin extracto,
solo con etanol o agua. El manejo de las elicitaciones se realizé en camara de
flujo laminar con materiales estériles, para la filtracion de extractos se utilizé
jeringas de 5ml con filtros MILLEX® Millipore Express® de 0,22um para
garantizar la calidad, esterilidad de extractos y medios de cultivo. El medio de

cultivo utilizado fue el descrito en el apartado anterior.

Los explantes utilizados fueron vitroplantas de tipo |, aptas para esta fase de
formacion de raices en sistemas RITA®. Se utilizaron 3 réplicas por cada
sistema y medios. Todos los explantes tuvieron 8 inmersiones diarias de 4
minutos, y el volumen de medio por biorreactor fue de 200 ml (50 ml por

explante).
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Tabla 13. Tratamientos de vitroplantas de banano enraizadas en sistemas

RITA® y expuestas a extractos de hojas de M. oleifera

. Elicitor
Medios Tratamiento D'SOIIY e.rtlte del
elicitor (mglL™)
MS control Agua
0,00
MSE control Etanol
MSEA elicitor Agua
0,75
MSEE elicitor Etanol

Sistemas RITA® con medios MS (MS), con medios MS y etanol 80% (MSE),
con medio MS y extracto etandlico de M. oleifera (MSEE), y con medio MS y
extracto acuoso de M. oleifera (MSEA). Todos los explantes tuvieron 8
inmersiones diarias de 4 minutos, y el volumen de medio por biorreactor fue

de 200 ml (50 ml por explante).

Las siguientes variables fueron consideradas para valorar las vitroplantas
expuestas a diferentes condiciones (ciclos de inmersién y exposiciéon a
extractos) los sistemas: (1) Longitud pseudotallo (LP); (2) Ancho pseudotallo
(AP); (3) Numero hojas (NH); (4) Longitud hoja (LH); (5) Ancho hoja (AH); (6)
Numero raices (NR); (7) Longitud de raiz mayor (LRM); (8) Contenido de
fenoles solubles totales (CFS); (9) Actividad antioxidante (AA).

Contenido de fenoles solubles

En las cuantificaciones del contenido de fenoles solubles totales se utilizé
como material vegetal las vitroplantas completas de banano Williams, tipo I.
Las vitroplantas fueron lavadas con agua destilada, esta actividad permitio

retirar residuos de medios de cultivo, para realizar el proceso de extraccion
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mediante la exposicion de las muestras (0,1 gramo) a agua destilada a 100
°C, seguido de una incubacion por 30 minutos a temperatura ambiental
(Kraujalyté et al., 2015). los demas pasos en extraccion y cuantificacion de
fenoles solubles se realizaron como fueron descritos en el apartado 3.2

(Contenido de fenoles solubles).

Actividad antioxidante total

El producto del proceso de extraccion de fenoles solubles de vitroplantas de
banano Wiliams fue el material utilizado para la caracterizacion de la
actividad antioxidante total, determinada mediante el procedimiento

metodolégico descrito en el apartado 3.3 (Actividad antioxidante total).
Actividad de peroxidasa y contenidos de proteinas solubles

La cuantificacion de la actividad enzimatica (peroxidasa) y el contenido de
proteinas fueron valoradas en muestras de hojas de plantas in vitro tipo | de
banano Williams mediante la descripcidon realizada en el apartado 3.2
(Peroxidasa (PRX)).

Procedimiento estadistico

La recoleccién de datos provenientes de las variables de interés como apices:
contaminados por bacterias, fenolizados, inactivos y activos; brotes de tipo |, II
y lll; coeficiente multiplicacion; longitud del pseudotallo; ancho del
pseudotallo; numero de hojas; longitud de hoja; ancho de hoja; nimero de
raices (las medias representan el comportamiento de todas las vitroplantas de
banano que forman parte de la unidad experimental); peso fresco, peso seco
y peso de cenizas; contenido de fenoles solubles; actividad antioxidante,
actividad de peroxidasa y contenido de proteinas (las medias representan el
valor de una muestra homogénea del conjunto de vitroplantas de banano que
forman parte de la unidad experimental) se efectué en cada tratamiento (para
el primer momento que incluye las fases de establecimiento y multiplicacién
convencional se utilizaron explantes (apices de banano) de origen de cantero
y de invernadero; y para el segundo momento de automatizacion en las fases

de multiplicacion y enraizamiento se valoré la calidad de brotes tipo |,
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expuestos a diferentes formas de cultivo in vitro de tipo convencionales o
alternativas de contenedores de sistemas de inmersion temporal (MSS, RITA,
PLANTFORM, SDF, PSITL); ademas de los RITAS valorados en diferentes
ciclos de inmersioén (3, 6 y 8) y los RITAS con medios de cultivos enriquecidos

con extractos etandlicos y acuosos de moringa.

Las muestras fueron repetidas tres veces y la recoleccion de datos se realizé

a los 21 dias concluida la fase estudiada.

En las matrices de datos generadas en cada momento experimental (fases de
establecimiento, multiplicacién, enraizamiento y aclimatacion) se verifico el
cumplimiento de los supuestos de normalidad de datos (mediante el test de
Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (se utiliz6 el test de Levene).
Cuando los datos de las variables dependientes cumplieron estos postulados
se realizaron las pruebas paramétricas t de Student para grupos
independientes y Analisis de varianza de un factor intergrupos (cuando se
presentaron diferencias significativas se utilizé la prueba de rangos y
comparaciones multiples de Tukey para detectar entre qué tratamientos se
presentan diferencias o similitudes); en caso contrario, se utilizaron pruebas
no parameétricas; para dos tratamientos realizé la prueba U de Mann-Whitney
de muestras independientes; y para mas de dos tratamientos se realiz6 la

prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes.

Los datos obtenidos fueron procesados estadisticamente con el paquete
estadistico IBM SPSS versién 25 de prueba para Windows y se utilizd una

confiabilidad en la estimacién del 95% (a=0,05).

140



5.3 RESULTADOS

Respuesta in vitro de genotipos de banano Williams

El establecimiento de material vegetal in vitro a partir de yemas laterales,
permiti6 comparar el proceso de extraccion de apices desde canteros (AC) e
invernaderos (Al), observandose diferencias significativas (p-valor<0,05) en
las variables objeto de estudio (Tabla 14).

La respuesta en los primeros 21 dias in vitro mostro diferencias entre AC y Al
en el porcentaje de explantes que presentaron contaminacién bacteriana,
siendo superior en apices procedentes de canteros. En cuanto a la
fenolizacién de yemas apicales, los valores obtenidos son también superiores
en AC, que presentan un 4 % mas de pérdida de explantes por este motivo.
Ademas, la respuesta de apices inactivos es mayor en AC (5 % de apices sin
respuesta), mientras que en los apices obtenidos bajo condiciones
controladas no se manifiestan pérdidas. Los apices procedentes del
invernadero mostraron también mejores respuestas durante la etapa de
multiplicacién, con menos contaminacidon y mayor porcentaje de apices
activos.

El establecimiento y multiplicacion in vitro de vitroplantas, a partir de apices de
invernadero propiciaron mas apices activos sanos y competentes con

respuesta in vitro que permitié la generacion de brotes.

141



Tabla 14. Respuesta in vitro de apices de genotipos de banano Williams

Origen de Respuesta de explantes (%)
Fase in vitro

apices CB Fn AIN AAC

AC 16+0,004a 9%0,008a 5%0,007a 70+0,020b

Establecimiento ), 9+0,006b  5+0,005b 0+0,000b 86+0,005a

p-valor 0,008 0,009 0,005 0,009

AC 90+0,13a  0+0,000a 0£0,000a 10+0,04b

Multiplicacion
(MSS) Al 47+0,03b 0+0,000a 0£0,000a 53+0,04a

p-valor 0,007 1,000 1,000 0,007

Medios de cultivo semisdlido (MSS), apices de cantero (AC), apices de
invernadero (Al), contaminacién bacteriana (CB), fenolizacion (Fn), apices
inactivos (AIN), apices activos (AAC). Los valores representan la media *
error estandar a partir de cuatro repeticiones de extraccion y siembra de
explantes, valorando cinco apices en cada una para cada variable en
establecimiento; asi como, 12 4&pices formadores clister en fases de
multiplicacién. Letras diferentes en cada variable, indican diferencias
significativas entre origen de apices por fase del cultivo para un p-valor<0,05

(segun prueba U de Mann-Whitney para grupos independientes.

Los explantes constituidos por secciones provenientes del apice
meristematico, permitieron la formacion de clister a las tres semanas de la
inoculacion y estos clusteres estaban conformados por distintos tipos de
brotes. La formacion de brotes de tipo Il, alcanzé valores similares entre AC y
Al; aunque los demas tipos de brotes y coeficiente multiplicacién mostraron
diferencias significativas (p<0,05) segun origen de apices. Los brotes de tipo |
generaron diferencias significativas (p-valor=0,031) entre Al y AC en 0,75
unidades, asi como, al obtener brotes de tipo Ill que difirieron (p-valor=0,024)
entre Al y AC en 1,17 unidades. El coeficiente de multiplicacién presento
diferencia significativa (p-valor=0,001) entre Al y AC en 2,41 unidades por

explante (tabla 15).
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La oportunidad de obtener material vegetal sano y regenerado permitio la
generacion de vitroplantas de tipo | competentes, utilizados como explantes
para préximos subcultivos en medio semisdlido y liquidos con fines de

automatizacion.

Tabla 15. Obtencion de brotes de banano en fase de multiplicacién mediante

el manejo de apices meristematicos

Origen (553;12) CMm
de Apices Tipo | Tipo Ii Tipo Il (unidades)
AC 0,17¢0,31b  0,50£0,15a  1,00£0,25b  1,67+0,26b
Al 0,92:t0,11a  1,00:0,37a  2,17:0,41a  4,0840,34a
p-valor 0,031 0,567 0,024 0,001

Apices de cantero (AC), dpices de invernadero (Al), brotes de diametro >3
mm (BROTES Tipo I), brotes de diametro<3 mm (BROTES Tipo ll), brotes
con pseudotallos sin hojas (BROTES Tipo lll), coeficiente de multiplicacion
(CM). Los valores representan la media + error estandar considerando tres
repeticiones de origen de apice por cada tipo de brote. Letras diferentes en
cada variable, indican diferencias significativas entre origen de apices para un
p-valor<0,05 (prueba U de Mann-Whitney de muestras independientes, con un

nivel de confianza 95%).

Automatizacion in vitro de genotipos de banano Williams

La multiplicacién de brotes tipo | en diferentes sistemas de cultivo (semisélido
y 3 tipos de biorreactores) se analizé a los 21 dias. Los valores obtenidos
entre sistemas fueron similares en variables como ancho de pseudotallos;
aunque se identificaron diferencias significativas (p-valor <0,05) entre
sistemas en la longitud de pseudotallos (Tabla 7). La longitud de pseudotallos
fue similar entre sistemas PLANTFORM™, SDF y RITA®, asi como,
similitudes entre sistemas RITA® y MSS; aunque se generd diferencias
estadisticamente tanto entre sistemas PLANTFORM™ y MSS (0,9 cm), asi
como, SDF y MSS (0,8 cm). El enraizamiento de vitroplantas fue valorado a

21 dias de inoculados los sistemas con brotes de tipo |, estos manifestaron en
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las variables evaluadas diferencias significativas (p-valor <0,05) entre los
sistemas de cultivo propuestos. Las longitudes de pseudotallos difirieron entre
sistemas MSS y SDF (1,7 cm), asi como, entre sistemas MSS y RITA® (0,9
cm); pero se identificaron similitudes entre los sistemas convencionales y
PLANTFORM™_ E| ancho de pseudotallo presenté diferencia significativa
entre sistemas MSS y los sistemas de inmersidon temporal, y donde estos
sistemas de medios liquidos obtuvieron valores similares. En 42 dias de
aclimatacion de vitroplantas, los valores de ancho de pseudotallos entre
sistemas de cultivo fueron similares, aunque se identificod diferencias
significativas (p-valor <0,05) entre sistemas en la longitud de pseudotallos. La
longitud de pseudotallos difirid entre sistemas MSS y demas sistemas SDF
(2,2 cm), RITA® (1,6 cm) y PLANTFORM™ (1,2 cm), cuando estos tres

sistemas no difirieron entre ellos (tabla 16).

En fase de multiplicacién, la longitud de este 6rgano de vitroplantas fue
favorecida con la utilizaciéon de medios liquidos, con una mayor eficiencia
cuando se utilizaron sistema locales y sistemas PLANTFORM™. Las
vitroplantas enraizadas, alcanzaron mayor ancho en sistemas MSS y al
menos similitudes con sistemas PLANTFORM™ en longitud del érgano. En la
aclimatacion de vitroplantas el ancho de este 6rgano presenté similitud entre
sistemas valorados, pero en longitud al menos los sistemas PLANTFORM™

se igualaron a sistemas MSS.
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Tabla 16. Efectos de los sistemas de cultivo en crecimiento de pseudotallos

de genotipos de banano Williams en

enraizamiento y su influencia en aclimatacion

las fases de multiplicacion,

FASES SISTEMAS (Ic-r:) (ﬁr:)
MSS 1,6+0,23b 0,6+0,05a
RITA® 2,11£0,09ab 0,61+0,02a
Multiplicacion PLANTFORM™ 2,5¢0,13a 0,7+0,05a
SDF 2,4+0,22a 0,710,06a

p-valor 0,006 0,272
MSS 4,3+0,24a 1,0+0,04a
RITA® 3,4£0,18bc 0,7%0,05bc
Enraizamiento PLANTFORM™ 3,5+0,24ab 0,6+0,03bc
SDF 2,610,13c 0,5+0,03c

p-valor 0,001 0,001
MSS 6,2+0,34a 0,940,04a
RITA® 4,6+0,41b 0,8+0,01a
Aclimatacion PLANTFORM™ 5,0+0,36ab 0,9+0,04a
SDF 4,0£0,19b 0,8+0,02a

p-valor 0,002 0,086

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién
temporal RITA®, sistema de inmersion temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF). Longitud pseudotallo (LP), ancho pseudotallo (AP). Los
valores representan la media + error estandar a partir de tres repeticiones de
sistemas, valorando cuatro brotes de tipo | en cada una para cada variable en
fases de multiplicacion; asi como, 10 vitroplantas en fases de enraizamiento y
aclimatacion.

Letras diferentes en cada variable, indican diferencias significativas entre

sistemas por fase del cultivo para un p-valor<0,05 (prueba de Tukey).

Después de 21 dias de finalizada la multiplicacion de brotes tipo I, los valores
obtenidos entre sistemas fueron similares en variables como numero de
hojas, longitud y ancho de hoja; aunque se identificaron diferencias numéricas
entre sistemas de cultivos que favorecieron a vitroplantas generadas en SIT.

El enraizamiento de vitroplantas después de 21 dias de inoculados los
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sistemas con brotes de tipo |, estos manifestaron en las variables evaluadas
diferencias significativas (p-valor <0,05) entre los sistemas de -cultivo
propuestos. Las vitroplantas mostraron similitudes en el numero de hojas
obtenidas en sistemas MSS, RITA® y PLANTFORM™, pero se obtuvo
diferencias entre sistemas MSS y SDF en 2,10 unidades, asi como, entre
sistemas RITA® y SDF de 2,30 unidades. Los 6rganos foliares presentaron
comportamiento similar en longitud y ancho de hojas, estos o6rganos
mostraron valores similares en sistemas RITA® y PLANTFORM™, asi como,
diferentes significativamente a sistemas MSS y SDF. En 42 dias de
aclimatadas las vitroplantas, los valores de nimero de hojas entre sistemas
de cultivo fueron similares, aunque se identificé diferencias significativas
(p-valor <0,05) entre sistemas en longitud y ancho de hojas. El crecimiento en
6rganos foliares como longitud y ancho de hojas en sistemas MSS,
PLANTFORM™ y RITA® presenté valores similares donde estos SIT lograron
igualarse a sistemas convencionales, pero difirieron estadisticamente a
sistemas SDF (tabla 17).

La calidad de las vitroplantas en multiplicacion fue similar entre sistemas de
cultivos cuando se valoré el nimero, longitud y ancho del érgano foliar. Las
vitroplantas enraizadas mostraron valores similares entre sistemas MSS,
RITA® y PLANTFORM™ en el numero de hojas; asi como, diferencias
significativas de RITA® y PLANTFORM™ con los demas sistemas en longitud
y ancho de este 6rgano. En la aclimatacién de las vitroplantas en relacion al
comportamiento foliar, present6 similitud, en nimero de hojas entre todos los
sistemas; asi como, en longitud y ancho de hojas con similitud entre MSS y
RITA®, PLANTFORM™,
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Tabla 17. Efectos de los sistemas de cultivo en crecimiento foliar de genotipos

de banano Williams en fases de multiplicacion, enraizamiento y su influencia

en aclimatacioén

FASES SISTEMAS (unir::des) (I(:r:) (2:)
MSS 3,14+0,14a 1,7+0,29a 1,1+0,18a
RITA® 3,8540,40a 2,2+0,32a 1,410,16a
Multiplicacion  PLANTFORM™ 4,14+0,34a 2,540,22a ;,5410,1 2
SDF 4,00+0,49a 2,640,21a 1,610,74a
p-valor 0,248 0,085 0,113
MSS 6,70+0,34a 2,2+0,11b 1,3+0,08b
RITA® 6,90+0,38a  4,1+0,21a 2,0+0,08a
Enraizamiento n PLANTFORM™ 5,80+0,55ab  4,1+0,27a 2,1+0,12a
SDF 4,60+0,40b 2,9+0,21b 1,6+0,10b
p-valor 0,002 0,001 0,001
MSS 5,5040,17a 13,9+0,37a  5,940,35a
RITA® 5,00+0,14a 13,2+0,64a 5,7+0,33a
Aclimatacién PLANTFORM™ 5,6040,27a 13,640,42a 6,2+0,24a
SDF 5,3040,01a 11,0+0,40b  4,6+0,21b
p-valor 0,236 0,001 0,003

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersion
temporal RITA®, sistema de inmersion temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF). Numero hojas (NH), longitud hoja (LH), ancho hoja (AH).
Los valores representan la media * error estandar a partir de tres repeticiones
de sistemas, valorando cuatro brotes de tipo | en cada una para cada variable
en fases de multiplicacién; asi como, 10 Vvitroplantas en fases de
enraizamiento, aclimatacion. Letras diferentes en cada variable, indican
diferencias significativas entre sistemas por fase del cultivo para un

p-valor<0,05 (prueba de Tukey).

Durante la fase de multiplicacién se produjeron variaciones significativas

(p-valor <0,05) en la biomasa obtenida a los 21 dias de cultivo de brotes tipo |
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en los diferentes sistemas (Tabla 18). El peso fresco por vitroplanta fue mayor
en SDF que en RITA®, con una diferencia de 1,6 g y en SDF que en MSS,
con 1,1 g de diferencia. Los brotes cultivados en SDF también mostraron
mayor peso seco (0,2 g) que el resto de los sistemas. Sin embargo, la mayor

produccion de cenizas correspondio a los biorreactores PLANTFORM™,

Durante el enraizamiento de vitroplantas también se observaron diferencias
significativas entre los sistemas. Los brotes cultivados en MSS obtuvieron
mayor peso fresco que los PLANTFORM™ (1,3 g de diferencia) y SDF (1,8 g
de diferencia), pero pesos similares a los obtenidos en RITA® (0,8 g de
diferencia). Sin embargo, esta tendencia no se mantuvo en el peso seco, ya
que el unico tratamiento que presentd diferencias significativas fueron los
biorreactores RITA®, con 0,1 g menos de peso seco que el resto de los
sistemas. En cuanto al peso de cenizas, los mayores valores fueron
obtenidos por las vitroplantas cultivadas en SDF, mientras que los sistemas
MSS y RITA® no presentaron diferencias y los PLANTFORM™ obtuvieron los
valores menores. A los 42 dias de la aclimatacién de las vitroplantas, se
observaron diferencias significativas (p-valor <0,05) entre sistemas en el peso
fresco, seco y cenizas. Los RITA® produjeron el mayor peso fresco y los SDF
el menor, mientras que en el peso seco solo se generaron diferencias
significativas entre SDF (con los menores valores) y el resto de los sistemas.
Los RITA® produjeron mas cenizas, seguidos de los PLANTFORM™, MSS y
SDF.
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Tabla 18. Efectos de los sistemas de cultivo en el peso de genotipos de

banano Williams en fases de multiplicacién, enraizamiento y su influencia en

aclimatacion
FASES SISTEMAS (gr:r:os) (gr:r:os) (gr:r:os)
MSS 1,5+0,12bc 0,1+£0,006b  0,008+0,001bc
RITA® 1,0£0,11¢c  0,1+0,008b  0,003+0,001c
Multiplicacion PLANTFORM™  1,9+0,24ab 0,1+0,014ab 0,018+0,003a
SDF 2,6+0,32a 0,3+0,120a 0,01240,002ab
p-valor 0,001 0,012 0,001
MSS 3,640,34a 0,2+0.009a 0,015+0,007bc
RITA® 2,8+0,15ab 0,1+0,001b  0,015+0,003c
Enraizamiento PLANTFORM™ 2 3+0,30bc 0,2+0,02ab 0,040+0,009b
SDF 1,8+0,12c 0,2+0,01ab  0,192+0,002a
p-valor 0,001 0,013 0,001
MSS 13,0£0,20b 0,7+£0,02b  0,561+0,02d
RITA® 14,3+0,22a 0,8+0,01a  0,715+0,001a
Aclimatacion PLANTFORM™  11,9+0,01c 0,8+0,01ab  0,616+0,001b
SDF 7,61£0,42d 0,6+0,02c 0,424+0,001c
p-valor 0,001 0,001 0,001

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién
temporal RITA®, sistema de inmersién temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF). Peso fresco (PF), peso seco (PS), peso cenizas (PC). Los
valores representan la media + error estandar a partir de tres repeticiones de
sistemas, valorando cuatro brotes de tipo | en cada una para cada variable en
fases de multiplicacion, asi como 10 vitroplantas en fases de enraizamiento y
aclimatacion. Letras diferentes en cada variable, indican diferencias
significativas entre sistemas por fase del cultivo para un p-valor<0,05 (prueba
de Tukey).

El manejo in vitro de genotipos de banano Williams mediante sistemas
convencionales (figura 23A) y sistemas de inmersién temporal (figura 23B-D)

permitié la propagacion de los clones establecidos. Durante los 21 de la fase
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de multiplicacion se obtuvieron clusters (figura 23E-H) que permitieron
clasificar los clones en tipos de brotes. La fase de enraizamiento se realizé
con brotes de tipo |, obteniéndose a los 21 dias vitroplantas idéneas para la
siguiente fase (figura 23I-L). Los datos de estas 2 fases y de la fase de
aclimatacion (42 dias) permitieron valorar la influencia de los sistemas de
inmersion temporal y cultivo con agar en el cultivo in vitro, asi como su

capacidad de respuesta ex vitro (figura 23M-O).

Figura 23. Efecto de los sistemas de cultivo en la respuesta in vitro y ex vitro
de genotipos de banano Williams. Fase de multiplicacién (21 dias): A)
Sistema con medios de cultivo semisélido. B) Sistema de inmersién temporal
RITA®. C) Sistema de inmersiéon temporal PLANTFORM™. D) Sistemas de
doble frasco (SDF). E) Clusteres obtenidas en semisdlido. F) Clusteres
obtenidas en RITA®; G) Clusteres obtenidas en PLANTFORM™. H) Clusteres
obtenidas en SDF; vitroplantas en fase de enraizamiento (21 dias): 1)
Cultivadas en semisélido. J) Cultivadas en RITA®, K) Cultivadas en
PLANTFORM™. L) Cultivadas en SDF; vitroplantas en fase de aclimatacion
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(42 dias). M) Originadas en semisélido. N) Originadas en RITA®. N)
Originadas en PLANTFORM™. O) Originadas en SDF.

La generacion de brotes de tipo | fue similar entre los sistemas valorados,
aunque estos sistemas permitieron generar diferentes estadisticas
(p-valor=0,05) en las demas variables analizadas. Los explantes cultivados en
RITA® produjeron mas brotes de tipo Il y lll que en el resto de los sistemas,
mientras que los peores resultados se produjeron con el medio semisdlido.
Los PLANTFORM™ y SDF presentaron valores intermedios que no fueron
significativamente diferentes de los RITA® ni del MSS. Lo mismo ocurrié con
respecto al coeficiente de multiplicacion (Tabla 19).

La utilizacion de medios liquidos permitié la formacion de brotes tipo | de un
modo similar a los medios convencionales, pero los sistemas RITA® fueron
mas eficientes en la generacion de brotes tipo Il, Ill y coeficiente de

multiplicacion.

Tabla 19. Eficiencia de cuatro sistemas de cultivo en la obtencidon de brotes en

fase de multiplicacion de genotipos de banano Williams

BROTES
Sistemas (unidades) .CM
(unidades)
Tipo | Tipo Tipo lll

MSS 1,82+0,30a 0,45+0,25b 0,64+0,24b 2,91+0,62b
RITA® 2,36+0,39a 2,27+0,56a 7,36+2,13a 12,00+2,30a
PLAN-TI;AFORM 1,64+0,31a 1,18+0,33ab 3,00+1,05ab 5,82+1,15ab
SDF 1,27+0,19a 0,73+0,30ab 2,55+0,82ab 4,55+1,06ab

p-valor 0,122 0,02 0,005 0,002

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién
temporal RITA®, sistema de inmersién temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SITL). Brotes de diametro >3 mm (BROTES Tipo 1), brote de
diametros<3 mm (BROTES Tipo II), brotes con pseudotallos sin hojas
(BROTES Tipo Ill), coeficiente de multiplicacion (CM). Los valores
representan la media + error estandar considerando tres repeticiones de

sistemas por cada tipo de brote. Letras diferentes en cada variable, indican
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diferencias significativas entre sistemas para un p-valor<0,05 (prueba

Kruskal-Wallis de muestras independientes).

Las vitroplantas expuestas a diversas alternativas de sistemas de cultivo
fueron caracterizadas segun el contenido de fenoles solubles, capacidad
antioxidante y actividad peroxidasa de sus hojas, tallos y pseudotallos en las

fases de multiplicacion, enraizamiento y aclimatacién (Tablas 20, 21 y 22).

El efecto de los sistemas de cultivo en el contenido de fenoles solubles (CFS)

se muestra en la Tabla 20.

En fase de multiplicacién, las hojas de las plantas cultivadas en SDF
mostraron mas CFS que el resto de los sistemas, pero esta tendencia no se
mantuvo en los pseudotallos y en los tallos, donde la mayor acumulacién de
CFS correspondio a los RITA® y al MSS, respectivamente. Considerando los
3 organos conjuntamente, los biorreactores RITA® produjeron los brotes con

mas fenoles.

Durante el proceso de formacién de raices y la aclimatacion sucedié algo
similar, ya que la acumulacién de CFS dependié tanto del sistema de cultivo
como del o6rgano evaluado, aunque tomando todos los &rganos
conjuntamente los valores mas altos correspondieron a los tratamientos con

medio liquido.

Tras 42 dias de aclimatacion los CFS disminuyeron en todos los sistemas y
6rganos valorados con relacion a otras fases. Las hojas y los pseudotallos de
las plantas cultivadas en RITA® acumularon mas CFS, pero no ocurrio asi
con los tallos, donde los valores mas altos se obtuvieron en los sistemas de

medio semisélido.

En la multiplicacién y enraizamiento de vitroplantas los sistemas con medio
liquido acumularon mas CFS que los sistemas convencionales. En fase de
aclimatacion, los contenidos fendlicos tuvieron un descenso en todos los
organos originados en los diferentes sistemas; pero los sistemas RITA®

permitieron obtener mayores contenidos fendlicos en hojas y pseudotallos.
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Tabla 20. Efecto de los sistemas de cultivo en el contenido de fenoles

solubles en ¢6rganos de banano Williams durante la multiplicacion y

enraizamiento in vitro y su posterior aclimatacion.

CFS
FASES SISTEMAS (mg GAE/ g PF)

Hojas Pseudotallo Tallo
MSS 1,91+0,02ab 0,61+0,01c 1,50+0,02a
RITA® 1,97+0,02ab 2,16+0,07a 1,08+0,02ab
Multiplicacion PLANTFORM™ 1,49+0,03b 1,47+0,02ab  0,49+0,01b
SDF 2,98+0,04a 0,66+0,01bc ~ 0,47+0,01b

p-valor 0,000 0,000 0,000
MSS 1,1240,02b 0,60+0,02b  2,44+0,13bc
RITA® 3,85+0,06a 0,19+0,06b  2,77+0,04ab
Enraizamiento PLANTFORM™ 2,80+0,01ab 0,84+0,01ab  3,45+0,02a
SDF 3,95+0,04a 1,08+0,04a 1,75+0,03c

p-valor 0,000 0,000 0,000
MSS 0,18+0,002b 0,01+£0,001b  0,09+0,005a
RITA® 0,31+0,01a 0,05+0,001a  0,03+0,005¢
Aclimatacién PLANTFORM™ 0,28+0,001ab 0,01+0,004b 0,0718,001a
SDF 0,11+0,001b 0,01+0,003ab 0’0512‘00%

p-valor 0,000 0,003 0,000

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién
temporal RITA®, sistema de inmersion temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF), contenido de fenoles solubles (CFS), equivalentes acido
galico (GAE), peso seco (PS). Los valores representan la media + error
estandar a partir de 3 repeticiones de sistemas, valorando 3 brotes de tipo |
(multiplicacién) o vitroplanta (enraizamiento y aclimatacién) en cada una para
cada variable. Letras diferentes en cada variable, indican diferencias
significativas entre sistemas por fase del cultivo para un p-valor<0,05 (prueba

Kruskal-Wallis de muestras independientes).

La actividad antioxidante (AA) de las vitroplantas cultivadas en diferentes
sistemas de cultivo se muestra en la Tabla 21. En la multiplicacién de

vitroplantas, la AA en hojas fue mayor en los sistemas RITA® y SDF, seguidos
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por los PLANTFORM™® y MSS. En los pseudotallos, sin embargo, la mayor
actividad antioxidante se registré en los PLANTFORM™ vy |[a menor en el
MSS, mientras que en los tallos el mayor valor correspondié a los RITA y el
menor a los SDF. Durante el enraizamiento de las vitroplantas, las hojas de
RITA® y SDF presentaron los mayores valores de AA. Los SDF también
mostraron altos valores en los pseudotallos y en los tallos, sin diferencias
significativas con los procedentes de RITA®, que obtuvieron los mayores
valores en estos 6rganos al igual que habia ocurrido con los fenoles solubles,
la AA obtenida a 42 dias de aclimatacion fue muy inferior a la de las fases
anteriores. Los sistemas con medio liquido produjeron mas AA en hojas, tallos

y pseudotallos.
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Tabla 21. Efecto del sistema de cultivo durante las fases de multiplicacion y
enraizamiento in vitro en la actividad antioxidante (AA) de diferentes 6rganos

de banano Williams en dichas fases y durante la aclimatacion.

AA
FASES SISTEMAS (umoITE/ g PF)
Hojas Pseudotallo Tallo
MSS 194,12+0,65b  107,70+0,51c 130,52+7,82ab
RITA® 280,01+8,43a 177,45+2 44ab 161,71+1,97a
Multiplicacion  p ANTFORM™ 232,32+6,46ab 213,62+1,00a 94,04+4,60bc
SDF 257,15+2,17a 130,05+1,41bc  72,38+2,01c
p-valor 0,000 0,000 0,000
MSS 174,89+1,65bc 92,64+2,32ab  205,03+1,39b
RITA® 288,71+1,23a  52,86+2,84c 250,005,264
Enraizamiento PLANTFORM™ 239 58+1,31ab 69,10+2,00bc  235,10+1,81a
SDF 286,19+0,56a 152,61+0,60a 231,15+2,01ab
p-valor 0,000 0,000 0,001
MSS 9,76+0,74c  11,06+0,36a  9,18+0,36b
RITA® 18,33+1,62ab  13,27+0,37a  16,70+0,75a
Aclimatacion ~PLANTFORM™ 13,06+1,22bc  13,38+1,06a  12,93+0,99ab
SDF 13,56+0,69bc  13,09+0,17a  16,70+0,20a
p-valor 0,003 0,057 0,000

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién
temporal RITA®, sistema de inmersién temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF), actividad antioxidante (AA), equivalentes trolox (TE), peso
seco (PS). Los valores representan la media * error estandar a partir de 3
repeticiones Las muestras corresponden a 6rganos de brotes de tipo | en la
multiplicacién y de vitroplantas durante el enraizamiento y la aclimatacion.
Letras diferentes en cada variable indican diferencias significativas entre
sistemas para cada fase del cultivo para un p-valor<0,05 (prueba

Kruskal-Wallis de muestras independientes).

Los cuatro sistemas de cultivo in vitro evaluados influyeron sobre la actividad
peroxidasa mostrada por las hojas de las vitroplantas de banano (Tabla 22).
En la fase de multiplicacion, la actividad especifica de peroxidasa fue
significativamente superior en PLANTFORM™, seguido por SDF, RITA® y
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MSS. En la fase de enraizamiento la actividad especifica de la peroxidasa de
las vitroplantas mostré diferencias estadisticas (p-valor=0,004) entre sistemas
SDF (con el mayor valor) y MSS (con la menor actividad), mientras que los
SDF, PLANTFORM™ y RITA® presentaron valores similares y pequefas
diferencias no significativas. Las vitroplantas establecidas en condiciones de
aclimatacion soélo presentaron diferencias significativas en este parametro
entre PLANTFORM™ y RITA® (Tabla 22).

Tabla 22. Efecto del sistema de cultivo durante las fases de multiplicacion y

enraizamiento in vitro en la actividad peroxidasa de hojas de banano Williams

en dichas fases y durante la aclimatacion.

APX PT AEPX
FASES SISTEMAS (nkat/g PF) (ngprot/ml)  (nakt/ugproteina)
MSS 2,43+0,06d 4,63+0,06b 0,53+0,03d

RITA® 8,07+0,10c 4,62+0,09b 1,75+0,04c

Multiplicacion PLANTFORM™ 32,46+0,02a 4,72+0,06a 6,88+0,08a
SDF 27,92+0,08b 4,73+0,06a 5,91+0,09b

p-valor 0,000 0,000 0,000

MSS 0,75+0,06b 4,64+0,01ab 0,16+0,01b

RITA® 16,83+0,05ab  4,83+0,04ab 3,49+0,02ab

Enraizamiento PLANTFORM™  20,62+0,07ab  4,63+0,01b 4,46+0,01ab
SDF 25,13+0,06a 4,8410,04a 5,2040,04a

p-valor 0,003 0,009 0,002

MSS 14,19+0,06ab  4,68+0,06ab 3,03+0,06ab

RITA® 8,94+0,07b 4,73+0,06a 1,89+0,05b

Aclimatacién PLANTFORM™  14,37+0,06a 4,66+0,01b 3,0840,06a
SDF 10,56+0,06ab  4,68+0,06ab 2,26x0,07ab

p-valor 0,002 0,005 0,003

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersion
temporal RITA®, sistema de inmersion temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF). Actividad peroxidasa (APX), peso fresco (PF), proteinas
totales (PT), actividad especifica peroxidasa (AEPX). La actividad enzimatica
se expresa en nano katales (nkat), siendo un katal la cantidad de enzima que
cataliza la conversion de un mol de sustrato por segundo. Los valores
representan la media t error estandar de 3 repeticiones. Las muestras
corresponden a hojas de brotes de tipo | en la multiplicacién y de vitroplantas

durante el enraizamiento y la aclimatacion. Letras diferentes en cada variable
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indican diferencias significativas entre sistemas para cada fase del cultivo
para un p-valor<0,05 en multiplicacion (prueba Duncan), enraizamiento y

aclimatacion (prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes).

El efecto del sistema de cultivo sobre el nimero de raices y su contenido en
fenoles y antioxidantes se presenta en la Tabla 23. A los 21 de la induccién la
formacion de raices ocurrid en todos los sistemas de cultivo, lo que permitié
generar un 6rgano competente y necesario para transitar de un ambiente
controlado a los ambientes externos que exponen a las vitroplantas a
desordenes fisiologicos. Los sistemas RITA® produjeron mayor formacion de
compuestos fendlicos, asi como obtener una actividad antioxidante similar a
sistemas convencionales, lo cual favorece una mejor respuesta de las

vitroplantas a los nuevos ambientes externos.

Tabla 23. Efecto del sistema de cultivo en el numero de raices y su contenido

de fenoles y antioxidantes de vitroplantas de banano Williams.

CFS

FASE SISTEMAS (uni:;es) (mg GAE/ g (HTEA/“; PF)
PF)

MSS 16,20+1,67a 1,60:0,03b 186,755,252

RITA® 11,40+1,29a 1,98+0,02a 192,48+1,34a

Enraizamiento PLANTFORM™ 12,60+1,80a 1,23+0,02c 125,13+0,44b

SDF 11,10£0,55a 0,75+0,01d 96,19+3,46¢

p-valor 0,057 0,001 0,001

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersion
temporal RITA®, sistema de inmersion temporal PLANTFORM™, sistema de
doble frasco (SDF). Numero de raices (NR), contenido de fenoles solubles
(CFS) y Actividad antioxidante (AA) en raices de vitroplantas. Los valores
representan la media + error estandar de 3 repeticiones. Las muestras
consistieron en raices formadas en 4 brotes de tipo | para cada sistema.
Letras diferentes en cada variable, indican diferencias significativas entre

sistemas para un p-valor<0,05 (prueba de Tukey).
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Efectos de los sistemas PSITL en multiplicaciéon

Para comparar los prototipos locales de inmersiéon temporal (PSITL) con el
medio semisoélido (MSS) y los biorreactores comerciales RITA® durante la
fase de multiplicacion se utilizaron como explantes brotes de tipo I. Tras 21
dias de cultivo se obtuvieron diferencias significativas en la mayor parte de los
parametros evaluados (Tabla 24). La longitud de los pseudotallos fue
estadisticamente superior en PSITL (p >0,001) y el menor valor correspondié
a MSS. En cambio, el mayor numero de raices se obtuvo en RITA®, mientras
que en PSITL no se generaron raices durante la etapa de multiplicacién. El
mayor peso fresco se obtuvo con MSS seguido de PSITL (p=0,007), mientras
que el mayor peso de cenizas se obtuvo con PSITL seguido de MSS
(p<0,001). En cambio, en otros parametros como didmetro de pseudotallo,
longitud de hoja, ancho de hoja y peso fresco no se encontraron diferencias
significativas entre los sistemas de cultivo.

Los sistemas PSITL propuestos a nivel local fueron una alternativa para la
generacion de vitroplantas de calidad, en las que se observa mayor vigor
(figura 8 A-D), una adecuada formacion de pseudotallos, y la ausencia de

raices como aspecto caracteristico de esta fase de cultivo (multiplicacién).

Tabla 24. Efecto del sistema de cultivo (convencional, RITA® y prototipo local
de inmersion temporal) en el crecimiento de genotipos de banano Williams

durante la fase de multiplicacion

LP AP NH LH AH NR PF PS PC

SISTEMAS (cm) (cm) (unidades)  (cm) (cm) (unidades) (gramos) (gramos) (gramos)

MSS  1,7+2,29b 0,6+0,33a 3,27+0,14a 1,9+2,68a 1,3x1,45a 1,09+0,31ab 1,6+£0,1028a 0,07+0,005a 0,008+0,0010b

RITA® 2,1+0,80b 0,7+0,17a 4,00+0,23a 2,6+2,63a 1,6+1,46a 4,81+0,94a 1,0+0,0917b 0,06+0,006a 0,003+0,0005b

PSITL 2,9+1,43a 0,7+0,52a 3,82+0,26a 2,9+2,59a 1,5+1,30a 0,00+0,00b 1,2+0,0264ab 0,08+0,004a 0,069+0,0036a

p-valor 0,000 0,309 0,072 0055 0,367 0,001 0,007 0,052 0,000
Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién

temporal RITA®, sistema de inmersion temporal de prototipo local (PSITL).
Longitud de pseudotallo (LP), ancho de pseudotallo (AP), numero de hojas
(NH), longitud de hoja (LH), ancho de hoja (AH), peso fresco (PF), peso seco
(PS), peso de cenizas (PC). Los valores representan la media * error estandar

a partir de tres repeticiones valorando cuatro brotes de tipo | en cada una para
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cada variable. Letras diferentes en cada variable, indican diferencias
significativas entre sistemas para un p-valor<0,05 (prueba Kruskal-Wallis de

muestras independientes).

Ademas de las diferencias expuestas en la tabla anterior, el sistema de cultivo
influyé significativamente en el tipo de brotes formados y en el coeficiente de
multiplicacion obtenido (Tabla 25). Los biorreactores RITA® produjeron mas
brotes de tipo |, y tipo Ill, mientras que los PSITL produjeron mas brotes tipo Il
que el resto de los sistemas. El mayor coeficiente de multiplicacién se obtuvo
con RITA® y PSITL, mientras que en MSS fue significativamente menor. Por
tanto, los mejores resultados durante la fase de multiplicacién se obtuvieron

con los dos sistemas de inmersion temporal.

Tabla 25. Efecto del sistema de cultivo (convencional, RITA® y prototipo local
de inmersién temporal) en el tipo de brotes obtenidos en fase de

multiplicacién de genotipos de banano Williams

BROTES

SISTEMAS (unidades) .CM
(unidades)
Tipo | Tipo Tipo lll
MSS 1,81+0,30ab  0,45+0,25b 0,63%0,24b 2,90+0,62b
RITA® 2,3610,39a 2,27+0,56a 7,36%2,13a 12,004+2,31a
PSITL 1,091+0,28b  2,90+0,48a 4,81+0,74a 8,8110,69a
p-valor 0,044 0,002 0,000 0,000

Sistema con medio de cultivo semisélido (MSS), sistema de inmersién
temporal RITA® (RITA®), sistema de inmersién temporal de prototipo local
(PSITL). Brotes de diametro >3 mm (BROTES Tipo 1), brotes de diametro<3
mm (BROTES Tipo Il), brotes con pseudotallos sin hojas (BROTES Tipo lil),
coeficiente de multiplicacion (CM). Los valores representan la media £ error
estandar considerando tres repeticiones por cada tipo de brote. Letras
diferentes en cada variable, indican diferencias significativas entre sistemas

para un p-valor<0,05 (prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes).

El mayor vigor y calidad de planta obtenida en los sistemas de inmersion
temporal (RITA® y prototipos locales) frente a sistemas convencionales (MSS)

puede observarse en la figura 24 A-G.
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Figura 24. Aspecto de los brotes obtenidos a las 3 semanas de su
multiplicacién en distintos sistemas de cultivo (medio semisdlido e inmersién
temporal comercial o local). Los brotes cultivados en medio liquido se
sometieron a 8 inmersiones diarias de 4 minutos de duracién. A) Sistema en
medio de cultivo semisdlido (MSS), B) Sistema de inmersién temporal RITA®,
C) Sistema de inmersién temporal de prototipo local (PSITL), D) Calidad de
vitroplantas obtenidas en Sistemas PSITL, E) Vitroplantas obtenidas en
sistemas MS, F) Vitroplantas obtenidas en Sistema RITA®, G) Vitroplantas
obtenidas en Sistema PSITL.

El siguiente paso del estudio consistié en evaluar el contenido de compuestos
fendlicos solubles (CFS) y la actividad antioxidante (AA) en los diferentes
sistemas, para lo cual se utilizaron extractos de vitroplantas obtenidos tras 21
dias de cultivo (Figura 24 E-G). En ambos casos (CFS y AA) se observaron
diferencias significativas (p< 0.05, Figura 25). Los mayores valores de CFS
fueron obtenidos en PSITL, mientras que entre RITA® y MSS no se
observaron diferencias significativas (Figura 25 A). En la AA se observé una
situacion similar (Figura 25 B), aunque en este caso las diferencias entre
PSITL y RITA® fueron menores.
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Figura 25. Efecto del sistema de cultivo in vitro en la produccién de fenoles y
actividad antioxidante de vitroplantas de banano multiplicadas en sistemas
convencionales y sistemas de inmersion temporal. A) Contenido de fenoles
solubles (CFS), B) Actividad antioxidante (AA). Sistemas de cultivo en
semisolido (MSS), sistemas de inmersiéon temporal RITA®, sistemas de
inmersién temporal en prototipo local (PSITL). Los valores representan la
media, con t error estandar total para CFS: 0,79 y AA: 20,18. Las muestras
fueron tomadas de 3 réplicas y 3 brotes tipo | para generar nueve
caracterizaciones de cada variable por cada sistema, a 21 dias de ser
multiplicadas. Medias con letras diferentes por variable, indican diferencias
significativas entre sistemas de cultivo para p-valor<0,05 (prueba

Kruskal-Wallis de muestras independientes).

Eficiencia de Sistema RITA® durante el enraizamiento y respuesta

durante la aclimatacion de genotipos de banano Williams

En los resultados mostrados hasta ahora se observd que los biorreactores
RITA® produjeron vitroplantas de mayor calidad que el resto de los sistemas,
por lo que se decidié optimizar las condiciones para el enraizamiento en estos
sistemas. El medio de enraizamiento consistié en MS con 1,30 mg L™ de AIA.
Los tratamientos consistieron en medio semisdlido y diferentes ciclos de
inmersion (3, 6 y 8 ciclos) en los biorreactores, y se evaluaron segun la
capacidad de enraizamiento de las vitroplantas, asi como sobre la calidad de

las plantas enraizadas (Tabla 26). Excepto en la variable nimero de hojas (p=
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0,074) se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en todos los casos
(Tabla 26), asi como un comportamiento morfoldgico distinto (figura 26 D-F).
Los sistemas de inmersidon temporal generaron hojas mas grandes y raices
mas largas que en medio semisolido, pero pseudotallos mas estrechos que el
MSS. En general el tratamiento de 3 inmersiones por dia fue el menos
favorable dentro de los RITA®, como puede observarse en el caso de la

longitud del brote, el nimero de raices y el peso fresco.

Las vitroplantas de banano respondieron de forma positiva al enraizamiento
tanto en el sistema de medio semisélido como en los biorreactores RITA®. Se
ha observado que el medio liquido y la renovacién gaseosa son un factor
favorable para el desarrollo de los brotes, especialmente en lo referente a
organos foliares (longitud y ancho de hojas), radiculares (longitud de raiz
mayor). También se ha observado que aumentar el nimero de inmersiones
puede igualar o mejorar la calidad de las vitroplantas, consiguiendo que el

sistema de inmersién temporal sea mas eficiente que el medio semisélido.

Tabla 26. Efecto del sistema de cultivo y del nUmero de inmersiones en

biorreactores RITA® en el enraizamiento de genotipos de banano Williams

IN LP AP NH LH AH NR LRM PF PS
Sistemas
(ciclos) (cm) (cm) (unidades) (cm) (cm) (unidades) (cm) (gramos) (gramos)
MSS 0 3,8+0,30a 0,9+0,05a 7,20+0,48a 2,1+0,21b 1,3%0,10b 18,20+2,47 a 2,3+0,14c 2,82+0,001 a 0,18+0,005 a
3 2,4+0,19b 0,4+0,04b 6,00+0,44a 3,0+0,28a 1,7+0,13a 9,00+1,14b 6,3+0,19b 1,760,007 d 0,18+0,005 a
3,3+0,30a 0,5+0,05b 5,80+0,37a 3,3+0,32a 1,9+0,17a 19,20+2,08 a 6,7+0,79b 2,370,001 ¢ 0,15+0,004 b
RITA®
8 3,1#0,23ab 0,6+0,07b 5,60+0,40a 3,7+0,19a 1,8+0,09a 15,00+1,30a 13,0+1,5a 2,75+0,039 b 0,18+0,089 a
p-valor 0,010 0,001 0,074 0,004 0,012 0,005 0,001 0,001 0,001

Sistemas de medios de cultivo semisélido (MSS), sistemas de inmersién
temporal (RITA®). Inmersiones (IN), longitud de pseudotallo (LP), ancho de
pseudotallo (AP), nimero de hoja (NH), longitud de hoja (LH), ancho de hoja
(AH), nimero de raices (NR), longitud de raiz mayor (LRM), peso fresco (PF),
peso seco (PS). Los valores representan la media + error estandar a partir de
3 repeticiones con 4 brotes tipo | cada una para cada variable. Letras
diferentes en cada variable, indican diferencia significativa entre

sistemas/ciclos de inmersién para p-valor<0,05 (prueba de Duncan).
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Las vitroplantas originadas en diferentes sistemas y ciclos de inmersion
(figura 26A-B), fueron llevadas al invernadero para aclimataciéon. Durante los
primeros 14 dias se ubicaron en microtunel (figura 26H), tras lo cual pasaron
a bandejas durante 7 dias (figura 26l) y a fundas de polipropileno durante
otras 3 semanas. Las vitroplantas se evaluaron a los 21 dias, al terminar la
etapa de bandejas (figura 26J), asi como a los 42 dias, tras otras 3 semanas

en fundas de polipropileno (figura 26K).

Los resultados, que se presentan en la Tabla 27, muestran que el sistema de
cultivo y los ciclos de inmersion no tuvieron un efecto significativo en el
numero de hojas a los 21 ni 42 dias de aclimatacién (p = 0,144 y 0,076,
respectivamente) pero si en las demas variables (p < 0,05). En las primeras
semanas en condiciones ex vitro se obtuvo el 100% de supervivencia, siendo
el area foliar un factor esencial en estos resultados, con valores mayores en el
tratamiento con medio liquido con 6 ciclos de inmersién. En salida de vivero
(42 dias) los sistemas con medios liquidos a 8 ciclos de inmersiéon mostraron
una mayor calidad de vitroplantas en lo que se refiere a longitud y ancho del
pseudotallo, asi como valores similares al sistema convencional en el
desarrollo foliar (Tabla 27, Figura 26 G).

Tabla 27. Respuesta ex vitro de genotipos de banano Williams generadas en
medio semisolido o mediante sistemas de inmersion temporal RITA® con 3, 6

y 8 inmersiones diarias.

Aclimatacién Sistemas N LP AP NH LH AH
(dias) (ciclos) (cm) (cm) (unidades) (cm) (cm)
MSS 0 3,2+2,69b 0,66£0,02ab 3,70:0,21a 6,5:0,46a 2,7+0,18b
3  57:0,18a 0,60£0,02b 3,50+0,17a 1,6£0,03b 2,7+0,03b
2 RITA® 3770250 072002 3701015 6920273 3.2003a
8 3,620,190 0,63:0,01ab 4,00:0,01a 5,2:0,67a 2,8%0,13b

p-valor 0,000 0,011 0,144 0,000 0,001

MSS 0 4,8+#0,37bc 0,70+0,05b 4,60+0,27a 12,2+0,93ab 5,6+0,59a
3 5,3+0,01ab 0,70+0,01b 4,40+0,16a 8,2+0,12b 2,8+0,08b
42 RITA® 6  3,5+0,30c 0,74+0,02b 4,60+0,16a 9,4+0,27b 3'8ig’058
8 5,9+0,02a 0,82+0,01a 5,00+0,12a 13,3+0,63a 5,7+0,03a
p-valor 0,001 0,007 0,076 0,001 0,001
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Sistemas de medios de cultivo semisdlido (MSS), sistemas de inmersién temporal
(RITA®). Inmersiones por dia (IN), longitud de pseudotallo (LP), ancho de
pseudotallo (AP), nimero de hoja (NH), longitud de hoja (LH), ancho de hoja (AH).
Los valores representan la media * error estandar a partir de 3 repeticiones con 4
brotes tipo | cada una para cada variable. Letras diferentes en cada variable, indican
diferencia significativa entre sistemas/ciclos de inmersién para p < 0,05 (prueba de
Duncan) y en numero hojas (NH) mediante prueba Kruskal-Wallis de muestras
independientes.

Las vitroplantas generadas en sistemas de inmersion temporal mostraron una
mayor longitud del sistema radicular in vitro (figura 26E-G) y ex vitro, siempre
con mayor vigor de vitroplantas cuando se utilizé el maximo ciclo de inmersion
(figura 26 G-K).

Figura 26. Efecto del sistema de cultivo y del ciclo de inmersiones en
biorreactores RITA® en el enraizamiento y respuesta ex vitro de genotipos de
banano Williams. El enraizamiento tuvo lugar durante 3 semanas en MMS o
biorreactores con 4 minutos de inmersion 3, 6 o 8 veces al dia. A) Sistemas
de medios de cultivo semisdlido (MSS), B) Sistemas de inmersion temporal
RITA®, C) Sistemas de inmersion temporal RITA® con vitroplantas

enraizadas, D) Vitroplantas obtenidas en MSS, E-G) Vitroplantas obtenidas en
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RITA® con 3 (E), 6 (F) y 8 (G) ciclos de inmersiones, H) Microtunel de
endurecimiento, 1) Vitroplantas de 3 semanas en bandeja, J) Calidad de
vitroplantas de 3 semanas para trasplante a funda, K) Vitroplantas (42 dias de

aclimatacién) en funda de polipropileno.

Fortificacion de vitroplantas de banano enraizadas en sistemas RITA®
con extractos de Moringa oleifera

Con el objetivo de incrementar la eficiencia del cultivo de vitroplantas de
banano en biorreactores se anadieron extractos acuosos (MSEA) y etandlicos
(MSEE) de Moringa a los medios de cultivo de enraizamiento (MS con 1,30
mg L' de AIA). Para evaluar el efecto del disolvente se utilizaron controles a
los que se anadieron los mismos volimenes de agua (MS) y etanol (MSE)
pero no extractos vegetales. Estos medios se utilizaron en biorreactores RITA
® con 8 inmersiones diarias de 4 minutos, y los resultados se evaluaron a las

3 semanas de ser inoculados con brotes de tipo | (Tabla 28).

Los tratamientos de fortificacion generaron vitroplantas enraizadas similares
en cuanto a longitud del pseudotallo, nimero de raices, nimero y longitud de
hojas, aunque se observaron diferencias significativas (p-valor <0,05) en las
demas variables. El ancho de pseudotallo aumenté con el extracto acuoso y el
control con etanol (Tabla 28), pero fue similar al extracto etandlico (MSEE). El
ancho de hojas y la longitud de las raices aumentaron significativamente (p=
0,001 para ambas variables) en los sistemas expuestos a extractos acuosos.
Los resultados obtenidos con los tratamientos MSE y MSEE indican que el

etanol puede ser un factor que condiciona la calidad de las raices (Tabla 28).

Por tanto, los sistemas con extractos acuosos de M. oleifera fueron eficientes
en la fortificacion del crecimiento de érganos, asi como en la calidad de las
vitroplantas. La incorporacion de etanol en medios de cultivo limitd el
crecimiento de la longitud de raices y la actividad de extractos e influyd
negativamente en el aspecto de las vitroplantas, como se puede observar en
la Figura 27. Cuando se uso6 el medio MS control el area foliar fue de color
verde tenue uniforme (figura 27A), con medios MSE el area y limbos foliares
mostraron tonalidades amarillas y endurecidas (figura 27B), con MSEE las

primeras hojas y limbos estaban ennegrecidas y el area foliar tenia color
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verde oscuro (figura 27C), mientras que con medios MSEA el area foliar tenia
color verde brillante y uniforme (figura 27D). El crecimiento de raices fue
menor en sistemas con presencia de etanol en medio de cultivo (figura 27
F-G), mientras que con extracto acuoso de M. oleifera las raices fueron mas

largas.

Tabla 28. Efecto fortificante de extractos de hojas de M. oleifera en el

crecimiento de vitroplantas de banano enraizadas en biorreactores RITA®

LP AP NH LH AH NR LRM
(cm) (cm)  (unidades) (cm) (cm)  (unidades) (cm)
MS 0,7+0,10a 0,5+0,03b 4,00+0,32a 4,1+0,48a 1,7+0,21b 6,20+0,37a 3,610,47b
MSE 0,9+0,08a 0,8+0,06a 3,60+0,24a 3,6+0,26a 1,4+0,12b 4,20+1,32a 0,7+0,15¢c
MSEE 1,1+0,14a 0,5+0,07b 4,00+0,32a 4,7+0,39a 1,6+0,15b 4,80+1,16a 1,5+0,20c
MSEA 1,240,18a 0,8+0,02a 3,8010,20a 4,9+0,32a 3,3+0,23a 6,80+0,49a 6,1+0,44a
p-valor 0,150 0,001 0,695 0,071 0,001 0,211 0,001
Sistemas RITA® con medios MS (MS), MS y etanol 80% (MSE), MS y extracto
etandlico de hojas de M. oleifera (MSEE), MS y extracto acuoso de hojas de
M. oleifera (MSEA). Longitud del pseudotallo (LP), ancho del pseudotallo
(AP), numero de hojas (NH), longitud de hoja (LH), ancho de hoja (AH),

namero de raices (NR), longitud de raiz mayor (LRM). Los valores

Medios

representan la media * error estandar a partir de 3 repeticiones con 4 brotes
de tipo | para cada variable por sistema. Medias con letras diferentes, en cada
columna, indican diferencias significativas entre sistemas/medios para

p-valor<0,05 (prueba de Duncan).
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Figura 27. Efecto de los extractos de hojas de M. oleifera en el aspecto de
genotipos de banano enraizados en sistemas de inmersion temporal RITA®.
Sistemas en enraizamiento (3 semanas), frecuencias de exposicién de
vitroplantas a medios de cultivo con inmersiones de 8 ciclos y 4 minutos de
exposicion. A) RITA® y medios MS, B) RITA® y medios MS mas etanol 80%
(MSE), C) RITA® y medio MS mas extracto etandlico de M. oleifera (MSEE),
D) RITA® y medio MS mas extracto acuoso de M. oleifera (MSEA), E-H)
Aspecto de las vitroplantas cultivadas en MS (E), MSE (F), MSEE (G) y MSEA

(H)

Los tratamientos de fortificacion con extractos de Moringa también tuvieron un
efecto significativo (p < 0,001) en los niveles de compuestos fendlicos
solubles y en la actividad antioxidante (Figura 28). El contenido en
compuestos fendlicos mostrado por las vitroplantas fue muy superior en los
medios enriquecidos con extracto acuoso de M. oleifera (figura 28A). La
actividad antioxidante también fue superior en ese tratamiento, aunque sin
diferencias estadisticas entre vitroplantas tratadas con MSEA y MS ni entre
plantas tratadas con MSE y MSEE (figura 27D, figura 28 B), lo cual evidencia
el efecto limitante en la calidad de las vitroplantas de la adicion de etanol a los

medios de cultivo (figura 27F). (figura 28B).
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Figura 28. Efecto de los extractos de hojas de M. oleifera en el contenido de
fenoles solubles y actividad antioxidantes de vitroplantas de banano
enraizadas en sistemas de inmersion temporal RITA®. A) Contenido de
fenoles solubles (CFS), B) Actividad antioxidante (AA). RITA® y medios MS,
RITA® y medios MS mas etanol 80% (MSE), RITA® y medio MS méas extracto
etandlico de M. oleifera (MSEE), RITA® y medio MS mas extracto acuoso de
M. oleifera (MSEA). Los valores representan la media, con + error estandar
total para CFS: 0,28 y AA: 7,03. Las muestras fueron tomadas de 3 réplicas
de sistemas y 3 brotes tipo | para generar 9 caracterizaciones de cada
variable por sistema, a 21 dias de enraizamiento en sistemas programados a
inmersiones de 8 ciclos y 4 minutos de exposicién al medio de cultivo. Medias
con letras diferentes por variable, indican diferencias significativas entre
sistemas de cultivo para p-valor<0,05 (prueba Kruskal-Wallis de muestras

independientes).
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5.4. DISCUSION

Asepsia y estados iniciales in vitro en banano Williams

Segun reportes de Ortega et al. (2011) el establecimiento de genotipos de
banano Williams en zonas tropicales donde las condiciones de temperatura y
alta pluviosidad brindan un ambiente ideal para la proliferacién microbiana.
Sin embargo, a nivel local la existencia de plantaciones carentes de planes de
renovacion, exigen el aislamiento del material vegetal para Ila
micropropagacion in vitro. En el presente estudio se obtienen diferencias
significativas entre apices originados en canteros al aire libre e invernaderos,
en este ultimo se obtuvieron los mejores resultados, lo cual revela que,
mediante el aislamiento del material vegetal, se minimizan las pérdidas de
apices por bacterias, fenolizaciones y apices inactivos; ademas, se obtiene

una mayor actividad de apices in vitro (tabla 5).

El protocolo propuesto en la investigacion incorpora un dispositivo comercial
de agitacion mecanica durante el primer paso de esterilizacion de explantes
fuera de la cabina de flujo laminar; que favorece la interaccién del explante
con el cloro comercial utilizado. La contaminacién de los medios de cultivo es
un problema considerable, causado por microorganismos presentes en las
células vegetales y pudiera eliminarse mediante la desinfeccion externa

propiciando tejidos sanos, jovenes, vigorosos.

El aislamiento de hijuelos en &reas de aclimatacion permitié reducir la
contaminacion bacteriana cuando utilizamos d&pices meristematicos
procedentes de invernadero (9,0%), habiéndose reportado en esta especie un
69% de contaminacién de bacterias cuando se utilizan apices extraidos de
campo y son expuestos a hipoclorito de sodio con una concentracion del 3%
durante 15 minutos de exposicidon (Arbelaez et al., 2016). Los cambios en
concentracion y tiempos de exposicién en estas condiciones se reportan en
apices que presentan un 25,5% de contaminacion con bacterias cuando se
utiliza hipoclorito de sodio al 5% con un tiempo de inmersién de 5 minutos
(Franco et al., 2020) asi como, un 39,09% de apices contaminados en esta

fase, con esta concentracion de hipoclorito de sodio y tiempo (Lezcano et al.,

169


https://paperpile.com/c/QtB9d7/P4lQT
https://paperpile.com/c/QtB9d7/92uEV
https://paperpile.com/c/QtB9d7/O8MrO
https://paperpile.com/c/QtB9d7/P0x24

2016). En nuestros resultados las contaminaciones de bacterias y hongos se
reducen al utilizar explantes originados en invernadero, y son mas eficientes
que los reportados por Pereira et al. (2015), donde la asepsia de apices de
banano cultivar Thap maeo (subgrupo AAB) extraidos desde condiciones de
campo requirié que los explantes fueran sumergidos en una solucién al 2% de
cloro activo durante 20 minutos de exposicion. Los mejores resultados de
estos autores consistieron en la contaminacion del 18% de bacterias y 12 %
de hongos, mientras que en nuestro caso la contaminacién bacteriana se

redujo a la mitad (9%).

El tamafio de retofios y humedad del ambiente pueden incidir en la efectividad
del control de contaminantes; la utilizacion de pequefios hijuelos y menor
humedad permite obtener material vegetal con menos contaminacion
bacteriana, como se ha reportado en establecimientos realizados en estacion
seca con mayor efectividad que en estacion lluviosa (Waman et al., 2015). La
utilizacion de material vegetal aislado y en especial apices de invernadero,
muestran resultados similares a los menores porcentajes de contaminacion y
oxidacion en apices originados en condiciones in vivo reportados en esta
especie, concretamente el trabajo de Medina et al. (2015), donde los brotes
se trataron con hipoclorito de sodio al 3% en un tiempo de exposicién de 20
minutos. EI manejo del explante y su desinfeccién han sido fundamentales
para el aislamiento, y la concentracion del desinfectante puede ser

determinante para su éxito (Lezcano et al., 2016).

Los resultados obtenidos en apices activos a partir de canteros a cielo abierto
son inferiores a los reportados por Rios et al. (2013) en platano ‘Cambur
manzano’ (Musa sp. AAB) con 80,38% de apices viables cuando fueron
protegidos bajo malla saran de polietileno en condiciones de vivero; asi como,
al ser extraidos de condiciones de campo que alcanzaron el 76% apices
viables a partir de plantas madre sin sintomas de patégenos (Ancasi-Espejo
et al., 2016). El presente estudio logré superar estos valores cuando los apices
provenian de condiciones habilitadas en invernadero; incrementandose en un

16% de apices activos.
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Las fenolizaciones en establecimiento disminuyen en un 4,0% en apices
provenientes de invernaderos, donde el material vegetal fue expuesto a ciclos
de 16 horas luz (natural y artificial) y 8 de oscuridad, valores 6ptimos de
humedad relativa y temperatura controlados mediante la aplicacién de agua
mediante riegos intermitentes; asi como, aislamiento a factores externos que
favorecen la respuesta in vitro. Estas fenolizaciones manifestadas en apices
oxidados presentan ennegrecimiento producto de enzimas éxido reductoras
que se liberan durante el proceso de obtencién de los explantes en el corte

del tejido (Medina et al., 2015).

Durante la multiplicacion de vitroplantas de banano se manifiestan
contaminaciones de bacterias después de expuesto el area meristematica a la
generacion de brotes; condicién que limita a los genotipos de banano Williams
in vitro. El grado de esta contaminacion es también menor cuando el origen
de los apices proviene del invernadero. La presencia de bacterias en esta
fase es producto de varios factores, como la asociacién del explante con el
medio de cultivo, las condiciones de la introduccion y el origen del material
vegetal, asi como cualidades 6ptimas del material vegetal utilizado como
explante (Roca & Mroginski, 1991). En el desarrollo del presente estudio se
obtuvieron valores significativos de contaminaciones bacterianas propiciadas
por la alta variabilidad de las condiciones climaticas, sin embargo,
Cedefio-Garcia & Soplin-Villacorta (2016) manifiestan que estas
contaminaciones son propiciadas y dependientes de alta humedad relativa y
temperatura, asi como relacionadas con el deficiente estado sanitario y

susceptibilidad de las plantaciones de la region.

En esta fase el control ambiental desde condiciones de invernadero permite
obtener apices libres de fenolizacion, sin apices inactivos en condiciones in
vitro, con apices mas totipotentes que facilitan el incremento de apices activos

capaces de generar mayor numero brotes.
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Los apices activos seccionados en cuatro, establecidos en sistemas
convencionales, permiten generar una respuesta in vitro significativa entre los
Al y AC, con generaciones de brotes tipo | y lll; asi como, CM siempre
superiores cuando se controlan variables ambientales (tabla 6). La
segmentacion del explante en cuatro partes durante el primer subcultivo
facilita la maxima proliferacion de brotes cuando se utilizan apices de
invernadero que presentan desde su origen una actividad totipotente
dominante, estos resultados de segmentacion del apice coinciden con los

reportados en banano de seda de genoma AAB (Waman et al., 2015).

La generacion de brotes confirma, para ambos origenes de apices, el control
hormonal ejercido cuando se emplean 2 mg/L de BAP, como se reporta en
banano FHIA-01 de genoma AAAB (Aguilar et al., 2002); asi como, para
banano variedad Orito (Musa acuminata AA) expuesto a la menor
concentracion (2 mg/L BAP) y AIA 0,43 mg/L que generaron la mayor
cantidad de brotes (1,31) con una longitud promedio de 8,57 cm (Cruz-Rosero
et al., 2016). Resultados superiores fueron obtenidos en vitroplantas Musa
acuminata (Simmunds) platano bocadillo con 5,7 de coeficiente de
multiplicacion utilizando el 50% menos de BAP, aunque se requirié del doble

de tiempo, o sea, ocho semanas en esta fase (Medina et al., 2015).

En reportes realizados por Ramirez-Villalobos et al. (2008) cuando se
utilizaron similares genotipos, con el incremento de 2,5 mg/L de BAP se indujo
el mayor nimero de brotes por explante (2,19 unidades) a los 35 dias, aunque

siempre inferiores a los reportados en nuestro estudio.

Automatizacion en la produccion de genotipos de banano Williams

La demanda de técnicas eficientes en la propagacion in vitro es analizada de
forma detallada por los protocolos existentes, con éxito en diferentes
genotipos de banano, asi como en la comprension crucial de factores
asociados en la transferencia de las vitroplantas desde fases de multiplicacion
hasta el final de la fase de aclimatacion. En nuestro estudio los genotipos de

banano son expuestos a sistemas de cultivo automatizados en fases in vitro
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(multiplicacion y enraizamiento); y en condiciones ex vitro se comprueba su

respuesta a la aclimatacion.

En la fase de multiplicacién de genotipos de banano se ha podido observar la
mayor calidad de vitroplantas provenientes de sistemas de inmersion temporal
(SIT) con respecto al medio semisdlido convencional (MSS). Los SIT
manifiestan mayor capacidad al generar mayores valores en longitud de
pseudotallos, peso fresco, peso seco, peso de cenizas, numero de brotes,
coeficiente de multiplicacién, fenoles solubles y actividad antioxidante (tablas
7, 8 y 9). Este comportamiento puede generar un mayor crecimiento de
vitroplantas de Musa sp. cultivadas en inmersién temporal fueron reportados
en el cultivar de banano 'Grande Naine' (Alvard et al., 1993) y en platano
(Aragon et al., 2014; Cejas et al., 2011; Escalona et al., 2007; Roels et al.,
2005). Este mejor crecimiento se debe al contacto intermitente del medio de
cultivo liquido con la superficie del explante que permite un maximo
crecimiento de las plantulas tras los ciclos de inmersién; Ontaneda et al.,
(2020) consideran la frecuencia, el tiempo de inmersion y la densidad del
indculo como los tres parametros principales y determinantes para el empleo

de SIT en la propagacion masiva de plantas.

El comportamiento de los sistemas de doble frasco (SDF) en nuestros
resultados durante la fase de multiplicaciéon de banano (mayores valores de
longitud de pseudotallos (LP), peso fresco (PF), peso seco (PS), peso de
cenizas (PC) y actividad antioxidante (AA) en hojas respecto a MSS), fueron
similares a los reportados por Daungban et al. (2017) quienes indican que en
Musa (grupo AAA) 'Kluai Hom Thong' utilizando matraces gemelos de 700 ml
con medio liquido suministrado en 2 minutos de inmersién cada 6 ciclos,
generaron vitroplantas de mayor calidad al ser comparados con los sistemas
MSS, que presentaron menos brotes nuevos por contenedor y un mayor

porcentaje de brotes de tamafio pequefio.

Resultados similares a nuestro estudio, en cuanto a la calidad de plantas en
fase de multiplicacion (mayor PC y AA de PLANTFORM™ en relacion con
MSS), fueron obtenidos por Abahmane (2020) en palma aceitera (Phoenix
dactylifera L.) cuando utilizaron SIT de tipo PLANTFORM™ obteniéndose un
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mayor peso fresco y numero de brotes en comparacién con MSS; mientras en

este Ultimo sistema de cultivo se obtuvo mayor longitud de brotes.

En las condiciones de clonacién del material vegetal, los brotes de tipo |
presentan valores superiores de compuestos fendlicos solubles (CFS) en
pseudotallos en sistemas RITA® (tabla 10) cuando se obtuvo la menor
actividad de la peroxidasa en hojas (tabla 12). Estas mejoras en calidad de
brotes se confirman con la AA de estos 6rganos siempre que se utilizan los
SIT, esta actividad fue superior en hojas generadas en sistemas RITA® vy
SDF; asi como, en la formacién de pseudotallos cuando se utiliza
PLANTFORM™ vy en tallos con sistemas RITA® (tabla 11). Estos resultados
son corroborados por Ayoola et al. (2016). en Musa sapientum al valorar los
extractos de hojas de vitroplantas en fase de multiplicacién, las cuales
proporcionan mas cantidad de fenoles, flavonoides y mayor actividad de

eliminacién de radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Los resultados obtenidos en compuestos antioxidante en la multiplicacién de
los genotipos de banano, muestran un comportamiento variado segun el
o6rgano analizado y donde se destaca los sistemas RITA®; similares
resultados son reportados en plantas de Rumex nepalensis Spreng por
Bhattacharyya et al. (2017) cuando mencionan que la metodologia de
regeneracion, la parte de la planta y el sistema de solventes influyen en los
niveles de varios metabolitos secundarios como fenoles, flavonoides,
alcaloides y taninos; que permiten una actividad antioxidante variada y una
mayor tasa de multiplicacion que garantizan la eficacia del protocolo de

micropropagacion disefado.

La generacion de brotes es un factor esencial en esta fase in vitro, en
nuestros resultados los SIT alcanzan similar generacion de brotes tipo | y
valores significativos siempre que se generaron brotes tipo Il, lll que permiten
mayor coeficiente de multiplicacién desde sistemas RITA® (tabla 13), siendo
el genotipo de banano uno de los factores claves que influyen en el

coeficiente de multiplicacion de brotes (Justine et al., 2022).
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La calidad de los genotipos de banano al finalizar la fase de enraizamiento
confirmdé una mayor respuesta en los SIT (PLANTFORM™ y RITA®) en el
crecimiento de longitud y ancho de las hojas, para obtener mayores valores
de CFS en raices cuando todos los sistemas se igualaron en numero de
raices. Los sistemas RITA® y SDF manifestaron mayores valores del CFS en
estas hojas; asi como, la mayor AA en tallos, cuando el sistema SDF generé

la mayor actividad de PRX en hojas de las vitroplantas.

En el tiempo de salida de aclimatacion los genotipos de banano provenientes
de sistemas RITA® muestran mayor respuesta en peso (fresco, seco y
ceniza), en contenido de fenoles solubles (hojas y pseudotallos), en AA (hojas

y tallos); asi como, el menor valor de actividad PRX en hojas.

En relacion a la produccion metabdlica de antioxidantes se obtuvo una
disminucion de la produccion de CFS y AA en fases ex vitro comparadas a las
in vitro; similares resultados son reportados por Ayoola et al. (2016) donde el
cultivo in vitro en fase de multiplicacién de nueve accesiones de Musa spp.
compuesto por banano, platano y Musa sapientum muestran una produccion
de metabolitos antioxidantes en condiciones in vitro mayores que las plantas
de campo; siendo los contenidos de fendlicos y flavonoides del tejido vegetal
in vitro acumulados por el estrés de las condiciones de cultivo, irradiacion

foténica, temperatura y humedad relativa.

La respuesta de las vitroplantas de banano cuando se transfieren a
condiciones ex vitro permiten obtener los mayores CFS en hojas y
pseudotallos en las vitroplantas generadas desde RITA®; siendo reportado
este comportamiento por Arencibia et al. (2008) durante la adaptacién de la
cana de azucar a las condiciones naturales, las vitroplantas micropropagadas
en biorreactores de inmersion temporal presentan los niveles mas altos de
fenoles, mayor numero de raices funcionales, una alta tasa de crecimiento y

una capacidad temprana para ser colonizadas por endofitos naturales.

Los resultados de las fases valoradas en el presente protocolo confirman la
obtencién de material vegetal fortalecido con la automatizacién in vitro al

ratificar su viabilidad frente a sistemas convencionales y mayor eficiencia y
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eficacia entre las diferentes alternativas de SIT; asi como, la efectividad de los
sistemas RITA® en la salida ex vitro, al permitir generar genotipos de banano
con la mayor calidad desde el protocolo micropropagacion propuesto (figura
6).

Alternativa de Prototipo PSITL en multiplicaciéon de genotipos de banano

Williams

Los resultados de sistemas alternativos a los comerciales, es decir, los
prototipos locales de inmersién temporal (PSITL) desarrollados en el presente
estudio, confirman la eficacia en la micropropagaciéon de genotipos de
vitroplantas de banano con materiales locales, debido a que los valores
obtenidos en las variables estudiadas igualan o superan a los sistemas
convencionales o RITA®. La utilidad de estos materiales representa una
nueva oportunidad de innovacién de los SIT, siendo recomendado por
Ramirez et al. (2019) la utilizacién de materiales locales en procesos de
automatizacion e incorporados en varios de sus elementos de manera

intrinseca, permitiendo el incremento de la eficiencia en sus operaciones.

El comportamiento morfolégico de las vitroplantas de banano provenientes del
PSITL corroboran una calidad similar con los demas tratamientos en relacion
con el ancho de pseudotallo, nimero y longitud de hoja, ancho de hoja y peso
seco para confirmar su viabilidad; siendo un SIT mas eficiente al generar las
mayores longitudes de pseudotallo (2,9 cm) y peso de cenizas (0,069 g). El
PSITL permitié en esta fase la ausencia de raices en vitroplantas de banano a
los 21 dias de multiplicadas, condicién que favorece el mejor crecimiento de
los demas o6rganos (Tabla 15). Ante estas respuestas in vitro Roels et al.
(2005) sefalaron en sus resultados la superioridad morfoldgica de vitroplantas
de platano CEMSA % AAB, obtenidas en esta fase mediante uso de SIT
elaborados con frascos de vidrio en comparaciéon con MSS a los 28 dias de
cultivo, ademas indicaron la utilidad de obtenciéon de brotes tipo | para dar
inicio a ciclos sucesivos de multiplicacion en SIT. En nuestro estudio estos
procesos de crecimiento requirieron 21 dias. La utilizacién de PSITL con
relacion al material de sus contenedores este puede incidir en una mejor

recepcion y paso de luz para ser aprovechada por las vitroplantas, en este
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aspecto Dutta & Agarwal (2017) mencionan que tanto la intensidad como la
calidad espectral de la luz, ejerce efectos significativos en la diferenciacion
celular, el crecimiento y metabolismo secundario in vitro; ademas, los atributos
espectrales y diferentes tipos de fotorreceptores son factores esenciales que
gobiernan la morfogénesis en plantas para lograr el éxito de regeneracion de
plantas in vitro dependientes de un espectro de luz 6ptimo vy la eficiencia de
los fotones de las fuentes de luz, generando mayor contenido de fotosintatos

en la célula vegetal.

Nuestros resultados morfogenéticos obtenidos a los 21 dias permitieron en
PSITL ser superiores a los demas sistemas cuando se valora la longitud del
pseudotallo (2,9 unidades) y coeficiente de multiplicacion (8,81 unidades); sin
embargo, lo reportado por Bello-Bello et al. (2019) revela mayor longitud de
pseudotallo (3,8 cm), coeficiente de multiplicacion mas bajo (7,30 unidades) y
mejor pigmentacién foliar al multiplicar explantes de banano (Musa AAA cv.
Grand Naine) en SIT SETIS™ que requirieron 28 dias y presentaron raices en
brotes; asi como, indican que la fabricacién de los contenedores con
polipropileno y policarbonato favorecen una mayor actividad fotosintética
producto a mejores condiciones de disponibilidad de luz, ademas las
renovaciones permanentes de la fase gaseosa en las inmersiones
programadas favorecen el cierre estomatico, evitan la acumulacién de etileno

y mantienen niveles optimos de CO,.

La utilizacion de contenedores de polipropileno (PSITL) en la multiplicaciéon de
nuestras vitroplantas de banano, permitieron generar una mayor respuesta al
no emitir raices en esta fase, mayor conversioén en cenizas, mayor nimero de
brotes tipo I, lll y coeficiente de multiplicacién en sistemas automatizados
(Tabla 16). Donde el sistema PSITL propuesto en nuestro estudio reporta ser
eficiente en la multiplicacién, al permitir inocular un mayor ndmero de
explantes (9) al tener mayor diametro en cesta y altura del contenedor en
comparacion con RITA® (4) y MSS (4), que generan un numero similar de
brotes tipo I. En esta fase el coeficiente de multiplicaciéon obtenido en nuestro
estudio se favorece con el manejo de vitroplantas en RITA® aunque valores
similares estadisticamente son obtenidos en PSITL; estos resultados

presentan un comportamiento superior a los declarados por Giménez &
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Colmenares (2004) en genotipos de vitroplantas de banano Williams al utilizar
prototipos de SIT constituido por frascos de vidrio, programados con
inmersion de 6 ciclos y 2 minutos de exposiciéon de las vitroplantas al medio
de cultivo durante 40 dias de cultivo; sin embargo, los valores del coeficiente
de multiplicacion fue 50% menor a lo obtenido en nuestro estudio (12,0
unidades) al utilizar sistemas RITA® (6,6 unidades), con valores similares

estadisticamente al compararlos al prototipo de cristal con 5,8 unidades.

En nuestro estudio el manejo de SIT y en especial los PSITL favorecieron el
vigor de las vitroplantas de banano (Figura 7). Similares resultados fueron
obtenidos por Arencibia et al. (2008) al declarar la mas alta tasa de
crecimiento, mayor pigmentacién de clorofila y vigor fisiolégico, que
evidenciaron como indicador de metabolismo fotomixotréfico del tejido vegetal
en vitroplantas de Saccharum officinarum spp. cv. Badila en SIT catalogados
como idoneos. Acompanado a estos efectos el comportamiento de los PSITL
limitan la presencia de raices en vitroplantas de banano en nuestros estudio,
condicion que pueden estar relacionados con lo sefialado por Bidabadi & Jain
(2020) al indicar que estos eventos que ocurren durante el proceso de
regeneracion de las plantas controladas estan dadas por el estrés de factores
abidticos como temperatura ambiental y concentraciéon salina que limitan el
crecimiento radical; asi como, a las sefiales relacionadas con las
fitohormonas, que en nuestro caso responden a la relacidon de citoquininas y

auxinas recomendadas.

El presente estudio confirma que el PSITL permite una correcta disposicion
del medio de cultivo y la fase gaseosa al interior del contenedor (debido al
mayor volumen de la fase gaseosa por el explante con respecto a los demas
sistemas), que permite promover mayor eficiencia fotomixotréfica en las
vitroplantas, evidenciado en los contenidos de peso de cenizas y generacion

de brotes, en comparacion a los sistemas RITA® y MSS.

Las vitroplantas de banano a los 21 dias de multiplicacion muestran los
mayores contenidos fendlicos solubles siempre que se utilizan los PSITL
(Figura 8 A). Estos resultados son confirmados por Szopa et al. (2019) en

bioreactores alternativos como biorreactor de tipo cénico (BTC) y biorreactor
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de rociado de nutrientes (BRN) que permiten identificar en microbrotes de
Schisandra chinensis (Turcz.) Baill, siete acidos fendlicos: clorogénico, gélico,
p-hidroxibenzoico, protocatéquico, siringico, salicilico y vanilico, y tres
flavonoides: kaempferol, quercetina y rutésido donde la mayor cantidad total
de acidos fendlicos fue de 46,68 mg 100 g peso seco en BTC y con un
contenido total mas alto de flavonoides (29,02 mg 100 g™ peso seco) en los
microbrotes en BRN a los 30 dias comparados a los sistemas RITA® y
PLANTFORM.

Los contenidos de fenoles de nuestras vitroplantas de banano son favorecidos
al utilizar los PSITL, la produccién in vitro de compuestos fendlicos ha sido
reportada por Ayoola et al. (2016) en Musa sapientum en fase de
multiplicacion, obteniendo contenidos de CFT de 21,81 mg EAG g ' MS en
hojas de brotes de 42 dias; asi como, contenidos de flavonoides totales con
mayor protagonismo sobre la actividad antioxidante del tejido vegetal. Segun
Arencibia et al. (2008) en esta fase los metabolitos fenélicos mediante la via
de los fenilpropanoides podrian actuar como moléculas elicitoras en la
formacion de otras vias bioquimicas obtenidas en la micropropagacion de

cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) en SIT.

La actividad antioxidante obtenida en nuestros brotes tipo | de Musa cv.
Williams difirieron entre los sistemas (Figura 8 B), permitiendo mayores
valores de esta actividad a las vitroplantas obtenidas en PSITL; asi como, ser
consecuentes a los valores de CFS obtenidos. Un comportamiento similar es
obtenido por China et al. (2011) al declarar en condiciones in vitro el efecto
protector del extracto de flor de Musa paradisiaca cultivar Kacha contra el
dafo del ADN inducido por H,O, permitiendo obtener mayores cantidades de
polifenoles (11,94 mg de acido galico equivalente/g de peso seco), flavonoides
(0,174 g de quercetina equivalente/g de polifenol) y actividad antioxidante de

total de 0,051 mg/mL de actividad de eliminacién de radicales DPPH.

El resultado obtenido en PSITL, donde las vitroplantas de banano presentan
una alta actividad antioxidante, se corresponde a lo sostenido por Arencibia et
al. (2008) quienes sefialan que al mantener motivadas la produccion de

antioxidantes desde el momento de realizada la herida en el tejido al inicio de
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la siembra in vitro se desencadena la acumulacion y oxidacién de compuestos
fendlicos, a la vez que se incrementa la actividad de la enzima fenilalanina
amonio-liasa (PAL), esencial en la sintesis de compuestos fendlicos
acumulados que son oxidados por polifenol oxidasa (PPO) y la peroxidasa
(PRXs). A nivel celular Faltin et al. (2010) manifiestan que la enzima glutatién
peroxidasa (PHGPXx) juega un rol fundamental en la diferenciacién de brotes
in vitro, mediante la regulacion de los niveles de especies reactivas al oxigeno
(ERO), lo que permite la desdiferenciacion-diferenciacion celular inicial y
formacion de clusters (presentes en vitroplantas de banano), evidenciada en
la relacion intrinseca entre sefales de estrés y la generacién de brotes
meristematicos. Esta condicién es reportada por Choudhary et al. (2020) que
indican que el radical superoxido y peréxido (O, y H,0,) actian de forma
antagodnica en el mantenimiento y diferenciacion de los apices meristematicos,
mientras que la excesiva produccion de ERO produce dafo genético y muerte

celular.

Las vitroplantas de banano originadas desde PSITL muestran un
fortalecimiento de contenidos de fenoles, antioxidantes y calidad en su vigor
como plantas verdaderas que corresponden a lo reportado por Rath et al.
(2019), cuando analizan el protocolo de vitroplantas de Nyactanthes
arbor-tristis L. a partir de explantes de segmentos nodales al generar una
estabilidad genética in vitro de las vitroplantas regeneradas y confirmadas por
marcador de polimorfismo, seguido de evaluaciones comparativas de los
metabolitos bioactivos (acido ursdlico, rengyolona, arbortristésido-A y
nictantésido); asi como, por fitoquimicos ricos en antioxidantes y actividades
de eliminacion de radicales que permiten confirmar plantas verdaderas a su
tipo. En nuestro estudio los sistemas PSITL confirman el efecto generado en
el estado fitoquimico de las vitroplantas a partir de los resultados obtenidos en
el peso de cenizas y de biomoléculas (contenidos de fenoles y actividad
antioxidante) para confirmar la obtencion de vitroplantas de banano

verdaderas al ser comparadas con los demas sistemas.
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Eficiencia y fortificacion de genotipos de banano Williams enraizadas
sistemas RITA®

Las vitroplantas de banano Williams enraizadas en sistemas semisélido y
sistemas RITA® con diferentes ciclos de inmersion confirman la formacién y
crecimiento de o6rganos de forma convencional y en medio liquido. Los
sistemas de medios liquidos al incrementar las inmersiones (3, 6 y 8 ciclos)
permiten una mayor interaccion del medio de cultivo con el explante y
mayores cambios del medio gaseoso, generandose una mejor calidad de
plantas. Los medios de cultivo liquidos son un factor favorable para el
crecimiento de hojas (longitud y ancho a 3, 6 y 8 inmersiones) y longitud de la
raiz mayor (8 inmersiones); asi como, una mayor eficiencia (gasto de agua
por peso seco formado) en la conversion de pesos por plantas con 3 y 8

inmersiones, superando las desventajas del medio semisdlido (tabla 17).

En las vitroplantas de banano en condiciones de aclimatacién y transcurridos
21 dias en bandejas se obtuvieron los mayores valores de longitud de
pseudotallos (inmersiones de 3 ciclos) y ancho de hojas (inmersiones de 6
ciclos); sin embargo, las inmersiones de 3 ciclos limitaron el crecimiento del
ancho de pseudotallos y longitud de hojas. Transcurridos 42 dias en fundas
las vitroplantas de banano, originadas con inmersiones de 8 ciclos,
manifestaron mayores longitudes y anchos tanto de pseudotallos como de
hojas (tabla 18).

Las vitroplantas de banano obtenidas en inmersiones de 8 ciclos mostraron
mayor vigor a la salida in vitro, de bandejas y de fundas, comparados a los
demas sistemas o ciclos de inmersién valorados (figura 9). Las vitroplantas en

condiciones de aclimatacion presentaron 100% de supervivencias.

La utilizacién de extractos acuosos de M. oleifera en el medio de cultivo
permite obtener vitroplantas de banano con mayor ancho de pseudotallos y
hojas, asi como valores superiores en longitud de la raiz mayor. Se apreci6
que la presencia de etanol al 80% en el medio de cultivo ejerce un efecto
inhibitorio en el crecimiento en longitud de las raices mayores de las

vitroplantas (tabla 19).
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La respuesta a la bio-estimulacién con la utilizacion de extractos acuosos de
hojas de M. oleifera en nuestras vitroplantas de banano, son corroborados por
Ortiz-Rojas et al. (2017) en la respuesta in vitro de semillas de Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh sembradas en medio MS con diluciones de 0,1 mL, 1,5 mL
y 2,0 mL de extractos etandlicos (80%) de M. oleifera y comparadas al control
se confirmd la estimulacién de la germinacién a los 6 dias; esta condicidn

favorece la formacioén de la raiz principal y raices laterales.

La bio-estimulacion en el crecimiento de 6rganos de vitroplantas de banano
en nuestro estudio, con sistemas RITA® expuesto a extractos acuosos de M.
oleifera, es corroborado por Nihayati et al. (2021) quienes al adicionar extracto
de hoja moringa al medio semi solido a 40 g/L, como regularizador de
crecimiento natural o puede ser un alternativa a la hormona zeatina a 1,5 ppm
para obtener la misma calidad del pachuli en crecimiento de brotes de
explantes. La relacién con la respuesta a los extractos de moringa y el control
hormonal ha sido reportada en estudios de germinacion y supervivencia de
plantulas de frijol (Phaseolus vulgaris L.), caupi (Vigna unguiculata (L) Walp.)
y mani (Arachis hypogea L.) expuestas a extracto acuoso de moringa en
proporcion de 1:10 (p/v), donde se indica la presencia de una cantidad de
zeatina en el extracto de hoja de moringa a concentraciones que pueden ser
una alternativa organica para el control hormonal en la célula vegetal (Phiri,
2010).

Las vitroplantas a los 21 dias de enraizadas presentan mayor vigor (color
verde brillante en hojas) y abundancia de pelos absorbentes en raices cuando
se utilizé el extracto acuoso de M. oleifera; sin embargo, el extracto etandlico
generd un color verde oscuro opaco en hojas que superaron la vigorosidad de
vitroplantas con o sin etanol en medio de cultivo (figura 9). Los resultados
obtenidos en sistemas RITA®, donde los elicitados con extracto acuoso de M.
oleifera permiten obtener los valores mayores de fenoles solubles y actividad
antioxidantes (figura 11) que evidencian mayor vitalidad foliar en vitroplantas
de banano Williams. Resultados semejantes se obtienen al utilizar extracto
metandlico de M. oleifera en suspensiones celulares en el cultivo de chile,
permitiendo a las 72 horas de elicitacion un incremento significativo en el

contenido de fenoles (Verde, 2017).
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En cuanto a la actividad antioxidante obtenida por la influencia de los
extractos acuosos de M. oleifera en las vitroplantas de banano, las diferencias
obtenidas pudieron estar motivadas por el aporte del extracto al contener una
amplia especificacién de antioxidantes como fenoles, flavonoides, B-caroteno,
a-tochopherol (vitamina E) y enzimas antioxidantes (Abdalla, 2013).
Muhammad et al. (2013) revelaron compuestos bioactivos de kaempferol y
quercetina en el extracto metandlico crudo de hojas moringa e identificaron el
Vicenin-2 en la fraccidon acuosa bioactiva, que puede acelerar la cicatrizacion

de heridas in vitro.

Los resultados obtenidos en vitroplantas de banano elicitadas con extractos
acuosos de M. oleifera pueden estar motivados por contenidos variables de
fenoles y actividades antioxidantes, que fueron confirmados por Mustafa et al.
(2021) cuando caracterizaron extractos metandlicos de callos de hoja M.
oleifera obtenidos a partir del cultivo en suspension, los cuales revelaron
concentraciones variables de nueve componentes principales (seis

flavonoides y tres &cidos fendlicos).
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6. CONCLUSIONES

Capitulo 1

1.

El analisis elemental de 6rganos de Moringa oleifera en estado floral
indica que las hojas son fuente de nitrégeno mientras que las semillas

pueden ser consideradas una fuente de carbono, hidrégeno y azufre.

Se ha observado que el contenido en fenoles solubles y la actividad
antioxidante de Moringa es superior en las hojas, con independencia
del método de extraccion utilizado y el estado de desarrollo,
obteniéndose con el extracto metandlico resultados superiores frente al

extracto acuoso.

Se ha estudiado la actividad peroxidasa total y especifica, en diferentes
organos de la planta y en diferentes fases del desarrollo, observandose
unos valores relativamente superiores en las hojas pertenecientes al
estado arbéreo. Con objeto de establecer la localizacion subcelular de
la enzima peroxidasa en hojas de M. oleifera, hemos utilizado la
técnica de infiltracion al vacio y el fraccionamiento subcelular, en
diferentes estados de desarrollo. Los resultados obtenidos muestran
una diferente localizacion a lo largo del proceso, obteniendo los
mayores valores en estados florales y especialmente en estado

arboreo.

Capitulo 2

1.

Se ha observado que a las tres semanas de la aplicacion de extractos
acuosos de hojas de plantas de M. oleifera en estado vegetativo y floral
se obtienen efectos positivos en el desarrollo de vitroplantas de
banano. Aunque los valores 6ptimos de crecimiento de hojas y
pseudotallos, contenido de pigmentos fotosintéticos, proteccion de la
membrana celular, contenido de fenoles solubles y actividad
antioxidante se alcanzaron con diferentes concentraciones de extractos
dependiendo del estado de desarrollo de la planta de origen, es posible

obtener resultados positivos con extractos a partir de diluciones del
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30%, que se corresponden con una concentracion de hoja de moringa
de 0,06 mg/mL.

2. En variables como numero y tamafo de hojas, diametro y altura de
pseudotallos, peso fresco, contenido de fenoles solubles y actividad
antioxidante los mejores resultados a las tres semanas de la aplicacion
se obtuvieron con extractos al 30% procedentes de plantas en estado
vegetativo, y con extractos entre 30 y 100% de plantas en estado floral.
La mejor proteccion contra la fuga de electrolitos en membranas
celulares de hojas de banano se alcanzdé con extractos de hojas de
moringa en estado floral a concentracion de 30%. Este extracto
presenté también los segundos mejores valores en contenido en
cloroflas a y b, inmediatamente detras y muy similares a los
producidos por el extracto floral a concentracion 100% (0,2 mg de hoja
de moringa por mL).

3. La aplicaciéon de extractos de moringa de estado vegetativo o floral no
produjo ningun incremento estadisticamente significativo en la actividad
peroxidasa especifica en hojas de banano a las tres semanas de su

aplicacion.
Capitulo 3

1. Ha sido posible establecer protocolos eficientes para el cultivo in vitro
de genotipos de banano Williams existente en la provincia de El Oro,
tanto en sistemas convencionales con medios gelificados como con
medio liquido en biorreactores de inmersién temporal comerciales y
construidos en nuestros laboratorios. El material de partida generado
en condiciones controladas (invernadero) ha sido decisivo para
disminuir la contaminacion y la fenolizacion, aumentando la reactividad
en la fase de establecimiento de cultivos asépticos y la capacidad de

multiplicacién durante la fase de proliferacion.

2. El uso de sistemas de inmersion temporal aumenta la eficiencia de
multiplicacion, enraizamiento y aclimatacién de cultivos de banano en
comparacion con el cultivo tradicional. El tipo de biorreactor y la

frecuencia de inmersiones son factores relevantes para la optimizacion
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de la propagacion. Los biorreactores construidos en nuestro laboratorio
son prototipos eficientes tanto en el caso de doble frasco (SDF) como
de Unico frasco (PSTIL), con la ventaja adicional de que el uso de
materiales locales reduce los costes de produccion y la dependencia
del transporte intercontinental. Durante la fase de proliferacion, el
prototipo de Unico frasco genera brotes mas largos, mas biomasa,
mayor contenido de fenoles solubles y actividad antioxidante que los
biorreactores comerciales RITA® y el medio semisdlido convencional.
Este prototipo, una vez optimizado, supone una alternativa viable para
futuras investigaciones en todas las fases del cultivo in vitro de este y

otros materiales vegetales.

. La adicion de extractos acuosos de hojas de Moringa oleifera al medio
de cultivo durante el enraizamiento en sistemas RITA® increment6 el
tamano de hojas y raices de las vitroplantas de banano, asi como su
contenido de fenoles solubles y actividad antioxidante, lo que puede

interpretarse como indicador de la actividad fortificante de este material.
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