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RESUMEN

Se establecieron in vitro yemas apicales de banano (Musa sp.) para su micropropagacién
durante tres sub-cultivos en un medio nutritivo artificial conteniendo sales minerales (MS),
tiamina HCIl, sacarosa y mio-inositol; variando con fines de estudio, la consistencia fisica
del medio de cultivo (liquido y semi-sélido) y las concentraciones de reguladores de
crecimiento: AIA= 0y 1 mg/l y 6-BAP= 5, 7y 10 mg/l. Durante el establecimiento y
multiplicacién de los explantes se utilizé un cuarto de crecimiento para la incubacién con
temperaturas de 25 + 1 °C e intensidad luminica de 2 000 lux., Inicialmente se
establecieron in vitro 240 yemas apicales para su adaptacién, de las cuales un 85 % (204)
se adaptaron satisfactoriamente, el 15 % restante fueron descartados por contaminacién,
fenolizacién de las paredes del cormo o muerte de los explantes por no adaptaciéon. La
mayor contaminacién se produjo por hongos y en menor medida por bacterias. La
proliferacién de hijos fue mayor en los medios de cultivo de consistencia semi-sélido en los
tres sub-cultivos, correspondiendo los mejores resuitados a la variante semi-sélida de los
medios MS + 1 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAP con promedio de 3.7 hijos por explante y 11
hijos en total, seguido por ¢l medio MS_+ 0 mg/ AIA + 7 mg/l 6-BAP con 3.6 hijos por
explante y 10.8 en total al final de los tres sub-cultivos. La menor proliferacién se present6
en la variante liquida del medio MS + 1 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAFP con un promedio de
2.1 hijos por explante y 6.3 hijos en total. No se observé tendencia alguna en la
proliferacion de hijos con el aumento de los sub-cultivos, siendo evidente la influencia de
la consistencia del medio de cultivo y Ia variacion en los niveles de reguladores de
crecimiento, Kl nivel mis alto de 6-BAP (10 mg/l) utilizado indujo a la formacién de
multiyemas en los medios de cultivos liquidos, presentindose éstas a partir del II sub-
cultivo. Los medios de consistencia liquida favorecieron el crecimiento in vifro de los
explantes, expresindose en un incremento en Ia altura y peso. Asi mismo los medios
liquidos indujeron a un desarrollo y crecimiento de raices en todos los tratamientos
estudiados.

Palabras claves: Banano, yemas apicales, micropropagacién in vitro, medios de cultivo,
reguladores de crecimiento, sub-cultivos.

Abreviaturas: MS= Sales de Murashige y Skoog; AIA= Acido Indol Acético;
6-BAP= &6 Bencil Amino Purina y HCl= Acido Clorhidrico.
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L.  INTRODUCCION

El banano (Musa sp.), fue una de las primeras frutas que cultivaron los agricultores
primitivos, segiin lo refieren Soto (1985) y Cronauer & Krikorian (1984). Las musiceas
de acuerdo a estudios realizados por Simmonds (1973), son nafivas del sur-este asidtico.

El cuitivo del banano es de mucha importancia imra la economia de los paises que
lo producen, puesto que gran cantidad de éste se utiliza en la dieta para consumo local,
ademas de los beneficios econdmicos que se derivan de la actividad bananera como es la
generacién de divisas, fuentes de trabajo e ingresos fiscales.

En Nicaragua Ia produccidn de banano se concentra en la regién occidental del pais
(Leén y Chinandega) y segin datos estadisticos reportados por CONAGRO/BID/PNUD
{Comisién Nacional Agropecuaria / Banco Interamericano de Desarrollo / Programa de las
Naciones Unidas para el Desarrolio) (1995), en el ciclo 1993/1994 ¢l drea de siembra fue de
2 500 hectidreas, con un volumen de 2 851.20 cajas de 18.14 kg y un valor de 69 398.2
miles de cordobas en total. Segtin el MAG (Ministerio de Agricultura y Ganaderia) (1990},
el cultivo del banano ocupa el tercer lugar en la generacion de divisas al pais siendo
superado por los cultives de café (Coffea ardbiga L.) y algodén (Gossypium hirsutum L.),
con una tendencia a incrementar las exportaciones con la demanda en los iltimos aiios de
esta fruta tropical por parte de los paises europeos.

La propagacién vegetativa del cultivo del banane, tradicionalmente se realiza
separando los hijuelos del cormo madre para utilizarlos como material de propagacién.
Este tipo de multiplicacién trae consigo la diseminacién de plagas y enfermedades por el

material de siembra, ademds del bajo coeficiente de multiplicacion de esta especie, esta
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problemitica plantea la necesidad de técnicas que permitan el fomento de este rubro. Al
respecto, CONAGRO/BID/PNUD (1995), ba expresado que como parte de los actuales
planes econdmicos de desarrollo de Nicaragua, el fomento de los rubros de exportacién es
determinante para potenciar la competitividad frente al mercado internacional.

Entre otras alternativas, para superar los problemas antes planteados, la técnica de
micropropagacion in vitro ha sido considerada por muchos investigadores como posible
solucion para aumentar los volimenes de produccién de material de siembra y mejorar la
calidad de la semilla. Esta técnica permite una rdpida reproduccién del material de
siembra, induciendo a Ia formacién de brotes miltiples a partir de un solo meristema,
obteniendo semilla asexual en mayor cantidad y mejor calidad que la que se ofrece
tradicionalmente a los productores bananeros.

Actualmente se han desarrollado con gran éxito técnicas para la micropropagacién
de musiceas en muchos paises del mundo como Estados Unidos, Israel, Sur Africa,
Australia y Taiwin. En América Latina se destacan Brasil, Costa Rica, Cuba, Jamaica y
Colombia (INIBAP, 1992).

En Nicaragua los estudios sobre micropropagacién en cultivos de reproduccién
vegetativa, son recientes y estin siendo impulsados principalmente por el Programa de
Recursos Genéticos Nicaragiiense (REGEN), perteneciente a la Facultad de Agronomia de

la Universidad Nacional Agraria (UNA).
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El presente estudio bdsico pretende contribuir al desarrollo de la agronomia nicaragiiense

marcando pautas para la implementacién a gran escala de esta técnica.
Con la realizacién del presente trabajo investigativo se plantean los siguientes objetivos:

1. Desinfeccién de los explantes para su posterior implantacién in vitro.

2. Corroborar el uso de la técnica de cultivo de tejidos en la micropropagacién del clon
de banano Enano Ecuatoriano (AAA) (Musa sp.), como herramienta para la

reproduccion masiva y rdpida del cultive.

3. Determinar la combinacién mds efectiva de reguladores de crecimiento y consistencia

del medio de cultivo, que induzca una éptima proliferacién de yemas axilares

durante tres sub-cultivos sucesivos.
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II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades

Los bananos y plitanos comestibles son nativos del sur-este asidtico y se derivan de
dos especies silvestres: Musa acuminata Colla y Musa balbisiana Colla (Simmonds, 1973).
Segiin Simmonds & Sherpherd (1955), los cultivares de Musa sp. en su mayoria
evolucionaron a partir de Ia especie Musa acuminata Colla o de hibridaciones entre esta
especie y Musa balbisiana Colla.

El género Musa se divide en cuatro secciones que son: Serie Eumusa, Rodochlamys,
Australimusa y Callimusa, siendo 12 seccién Eumusa la mds importante, la que a su vez estd
confnrmadh por cinco especies entre las cuales se encuentran las dos especies mas conocidas
como son Musa acuminata Colla y Musa balbisiana Colla (Simmonds, 1973).

Por la condicién triploide de la mayoria de los cultivares de banano, su forma de
reproduccién sexual estd asociada a Ia esterilidad, esto hace que su reproduccién se efectde
exclusivamente de manera vegetativa (Simmonds, 1973).

Lahav & Turner (1992), refiere que la produccion comercial del banano presenta
algunos problemas a considerar como es el alto costo en su manejo debido a sus exigencias
nutritivas pues pertenece al grupo de los cultivos con alta demanda de fertilizantes. Al
respecto, Simmond (1973), indica que ademds de la alta demanda de nutrientes, otro
problema en la produccion de bananos es la susceptibilidad al ataque de hongos

(Mycosphaerella musicola f., Mycosphaerella fijiensis var. difformis c. y Fusarium
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oxysphorum f. var cubense), bacteria (Erwinia sp. ¢.) y nemitodos (Radopholus similis c.).

La produccién mundial de mussceas se estima en mis de 60 millones de toneladas
al aiio, lo cual en su mayoria es utilizado para consumo local, y a pesar que las
exportaciones solo representan el 11.6 % de la produccién mundial, en los paises de
América tropical y el Caribe el cultivo del banano tiene especial importancia por los
beneficios que se derivan de la actividad bananera, medidos a través de su contribucién al
producto interno bruto, el establecimiento de fuentes de empleo y la generacion de divisas
e ingresos fiscales (Jaramillo, 1987).

América Latina y el Caribe producen el 35 % de la produccién mundial de
musiceas, representando el sub grupo Cavendish el 30 % de la produccion mundial de esta
especie, del cual un 19.5 % es utilizado para consumo local y el 10.5 % es destinado a las
exportaciones (INIBAP -International Network for the Improvement of Banana and
Plantain-, 1992).

Torcia & Mﬁnguia (1993), refieren que el clon de banano Enano Ecuatoriano (Gran
Enano), se caracteriza por plantas con alturas de entre 1.8 - 2.1 m, con una proporcién
largo/ancho de hoja de 2.00, un racimo cénico, ciclo de 11 meses y la forma interna de la
mano mimero uno es curva.

Soto (1985), afirma que las plantas del cion Enano Ecuatoriano se adaptan a diversas
condiciones ecolégicas, son pequefias y vigorosas, con un seudotatlo muy grueso, de extensa
drea foliar y racimos muy grandes; el cormo con un sistema radicular extenso, raices

gruesas y fuertes, lo que permite su anclaje y evita el volcamiento de la planta.
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2.2 Métodos de propagacién del banano

Debido a que Ia mayoria de variedades comestibles que se derivan del género Musa
no producen semillas (son triploides estériles partenocdrpicos), su propagacién es asexual.
Los hijuelos del cormo madre son separados para utilizarlos como propdgulos (material de
propagacién). Sin embargo, la tasa de multiplicacién que se obtiene para este cultivo
mediante esta técnica es muy baja y ademds propicia la diseminacién de diversas plagas y
enfermedades (Pérez & Orellana, 19892a). Actualmente se conocen diferentes métodos de
propagacién vegetativa del banano dentro de los cuales los mds importantes son el método
convencional o tradicional, el método de propagacion ripida y el método de

micropropagacién 6 propagacién in vitro.

221 Propagacién convencional

El método convencional se basa principalmente en el establecimiento de semilleros
en campos abiertos para la obtencién de material de siembra. Esto implica poseer un drea
proporcional al 4rea de plantacién comercial a sembrar, incurriendo asi en los costos que
conlleva el manejo de esta drea adicional (Molina, 1988).

Con el método convencional por cada semilla plantada se obtiene una produccion de
10 semillas en un afio, por lo tanto se debe sembrar en semilleros el 10 % del 4rea tofal a
cultivar. Las plantas destinadas para semillero no producen frutos, se les corta Ia

inflorescencia para romper la dominancia apical y promover la produccién de hijos. Se
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deja a los hijos unas 6 semanas con la planta madre para asegurar su nutricién,
posteriormente se separan de la planta madre cortindolos unos 20 cm por debajo del
cormo. Un buen semillero puede producir de 8-10 semillas aceptables por planta madre
al afio. (Soto, 1985).

Un cormo de banano puede producir potencialmente hasta 40 yemas o mis al afio,
sin embargo, no todas crecen hasta formar nuevas plantas y aiin con los mejores métodos
conocidos para estimular su desarrollo en el campo, en la prictica no se obtiene mds de 20
hijos transplantables durante el primer afio de siembra, por lo que el bajo coeficiente de
reproduccién por este método no es ventajoso para la utilizacion de semilla vegetativa a
gran escala, ademds del riesgo de propagar plagas y enfermedades junto con el material de
siembra (MIDINRA-IICA, 1983).

El éxito de una plantacién comercial de banano se basa en gran parte en la calidad
del material de siembra. Para el MIDINRA-IICA (1983), lo mas recomendable es
seleccionar semillas o cormos con alturas de 1.8 a 2.0 m., dicha altura la alcanzan a los 3
6 4 meses de edad, un peso de 1.5 a 2.0 kg sin la parte aérea y hojas delgadas y
puntiagudas, éstos hijos se conocen como hijos de aguja o de espada, siendo también

conocidos como "cola de burro” en algunos lugares.

222 Método de propagacién rdpida

El método de propagacién rdpida consiste en promover la multiplicacién o

regeneracién de cormos de banane, bajo condiciones especiales de manejo; para ello se
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utilizan cormos de 3-5 kg a los que se les remueven las raices, limpian y sumergen 20
minutos en fungicida benlate (Benomyl); luego se siembran los cormos en arena de rio
esterilizada; posteriormente, a las dos semanas, cuando los cormos han enraizado se corta
el dpice y se vuelve a desinfectar, este corte elimina la dominancia apical y promueve el
crecimiento de yemas laterales (Filippia & Pino, sf.).

Filippia (1987), atilizando el método de propagacién rdpida o Céimaras de
Reproduccién Acelerada de Semilla (CRAS) establecido en tierra (tipo cantero), obtuve de
300 a 600 hijos por explante inicial a los 10, 12 y 14 meses de edad. Las CRAS presentan
nna serie de inconvenientes dentro de las que se mencionan las siguientes:
~ Fécil contaminacién de las cimaras con agentes patégenos y plagas,

- Dificuitad al momento de plantar fracciones y yemas.
- Riesgo de dafio mec#nico al sistema radicular al momento de la extraccién.

La Unién de Paises Exportadores de Banano (UPEB, 1979), afirma que con el
método de propagacién ridpida, en la prictica no se obtienen mds de 20 hijos
transplantables durante el primer afio de siembra y después de 2 afios la mixima
produccién por este método es aproximadamente de 200 hijos.

Wilson (1985), utilizando la técnica de propagacidn ripida con el cultivar False Horn
del grupo genémico Musa (AAB) obtuvieron promedios entre 4 y 11.8 hijos por planta
después de seis meses.

Sandoval & Muller (1987), efectuando la decapitacion del seudotallo arriba de su
punto meristemitico, lograron la formacién de yemas laterales. De esta manera

consiguieron m:s de 150 plintulas a partir de un solo cormo en un lapso de 5 a 7 meses.
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Sandoval (1985), empleando la técnica de propagacién ripida en el cultivo del
banano logré obtener una produccién de 72.8 hijos por cormo en un periodo de 176 dias
empleando el cultivar Grande Naime (AAA), asi mismo obtuvo resultados muy diferentes

con el cultivar Williams-Hybrid (AAA) con 9 brotes por rizoma en un periodo de 154 dias.

2.2.3 Micropropagacién (por cultivo de tejidos)

2.2.3.1 Definicién

Segiin Sandoval ¢f al. (1991), la micrepropagacion del banano, consiste en cultivar
asépticamente dpices provenientes de hijuelos, en un medio nutritivo artificial, adicionando
reguladores de crecimiento para estimular Ia muitiplicacién y obtencién de plantas
completas en base a la totipotencia (capacidad genética de una célula vegetal adulta de

desarrollar un organismo completo mediante el proceso de regeneracién) de las células

vegetales.,

2.2.3.2 Proceso de micropropagacién

Una de las primeras etapas en el cultivo in vifro de cualquier planta es la
desinfeccién del explante. Después siguen las etapas de iniciacién (establecimiento aséptico
del explante), multiplicacion de los explantes y obtencién de plantas enteras (Murashige,

1974 y Sandoval ef al., 1991).
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La micropropagacién de musiceas a través de cultivo de tejido ha sido estudiada por
varios autores (Berg & Bustamante, 1974; Cronauer & Krikoriam, 1984; Banerjee & De
Langhe, 1985; Gupta, 1986; Wong, 1986; Mateille & Foncelle, 1988; Molina, 1988; Pérez
& Orellana 1989a y 1989b; Vuylisteke, 1989).

Muller & Sandoval (1986), afirman que con el método de cuitivo de tejidos y la
adicién de reguladores de crecimiento al medio de cultivo, se estimula la multiplicacién y
la obtencién de plantas completas., Asi mismo recomiendan varios factores a considerar
para el éxito del cultivo in vitro, éstos son: fuente, tamaiio, patrén de crecimiento y edad
del explante, ademds de la posicién del explante en ¢l medio de cultivo, microambiente y
totipotencialidad de las células.

Para obtener una adecuada respuesta, los explantes cultivados necesitan de ciertos
requerimientos que los suple un medio de cultivo. Segin Pérez & Orellana (1989b), como
componentes baisicos de un medio de cultivo se pueden considerar los siguientes:
Macronutrientes, micronutrientes, una fuente de carbono, vitaminas, reguladores de
crecimiento y algunas veces aminodcidos. En ocasiones se adicionan otros componentes
orginicos de naturaleza quimica no definida como el agua de coco (Cocos nucifera L.},
caseina hidrolizada y extracto de malta.

En el caso especifico del género Musa se han utilizado varios medios basicos de
cultivo; sin embargo, el de mds amplia aceptacién es el basal de Murashige & Skoog (1962),
conocido como Medio MS, en ocasiones modificado, el cual a pesar de haber sido preparado
especificamente para micropropagar tabaco (Nicotiana tabacum L.), ha side utilizado

exitosamente para una gran variedad de cultivos incluyendo al banano y plitano (Banerjee
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& De Langhe 1985; Muller & Sandoval 1986; Aguilar & Reyes 1987; Pérez & Orellana
1989b; Vuylsteke 1989 y Sandoval ef al. 1991.

Algunos investigadores (Sandoval & Muller, 1987; Smith, 1988 y Vuylsteke, 1989),
incluyen antioxidantes como cisteina, Acido clorhidrico, dcido citrico o dcido ascérbico.
Ademis combinan medios de consistencia semi-sélida y liquida como parte de Ia estrategia
de produccién. Habitualmente incluyen los reguladores de crecimiento tipo auxinas y
citocininas, los factores medio ambientales como intensidad y calidad de la luz, el
fotoperiodo, la temperatura y la humedad relativa durante el periodo de incubacién, los que
tienen gran influencia en el desarrollo de los cultivos. Todas estas variables deben
controlarse adecuadamente durante el proceso de micropropagacién, puesto que de alguna
manera, determinan el éxito o el fracaso en el uso de esta técnica.

Los cultivos in vitro pueden mantenerse en un rango variable de temperatura.
Villalobos (1985), afirma que los explantes pueden soportar temperaturas desde 20-30 °C;
al mismo tiempo refiere que el alternar precalentamientos con bajas temperaturas pueden
influir en la morfogénesis.

Roca et al. (1992), sugiere que lo mds recomendable para incubacién son
temperaturas entre 25-30 °C y que las temperaturas altas favorecen la rizogénesis y las
bajas (8-10 °C) influyen en ¢l crecimiento lento, siendo sin embargo su viabilidad alta
cuando se requiere conservar materiales por largos perfodos de tiempo.

Fitchet & Winnaar (1988), determinaron que el Hipoclorito de calcio [Ca(OCl),] al
10 % aplicado durante 20 minutos fue el método de descontaminacién que presenté mayor

efectividad en plantas de banano provenientes de campos agricolas.
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Para Banerjee & De Langhe (1985), el nimero de hijos a obtener en la
micropropagacion de musiceas va a depender de la composicién genémica de los cultivares,
la concentracién de fitochormonas y la composicion y consistencia fisica del medio de cultivo,
asi mismo afirman que los cultivares AAB presentan mayor mimero de hijos que los AAA.
Los cultivares ABB presentan estructura bulbosa y de 10-12 meristemas en la superficie,
por el contrario en los AAA ocurre la muiltiplicacion por regeneracién adventicia de
pequeiios vastagos con hojas originados a partir del meristemo apical original. Seiialan
también que el mimero de sub-cultivos tiene influencia sobre la tasa de proliferacin; la
mayoria de cultivares presentan mayor tasa de proliferacion entre el tercer y sexto sub-
cultivo,

Para Smith (1988), el tiempo de permanencia de las plantas bajo condiciones in vitro
se puede determinar por el mimero de piintulas a obtener de cada explante. En base a esto
recomienda producir de 1 000 a 20 000 plantas de cada explante con el propdsito de
disminuir los riesgos de variabilidad en el cultivo de banano y plitano, Asi mismo, Pérez
& Orellana (1989b), seiialan que para disminuir el riesgo de variacién somaclonal no es
recomendable multiplicar el mismo explante por periodos mayores de 18 meses 6 en su

defecto obtener un niimero maiximo de 16 000 explantes en sub-cultivos sucesivos a partir

de un explante inicial.

2233 Reguladores de crecimiento

Bidwel (1990), afirma que los reguladores de crecimiento o fitorreguladores
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solamente son activos si logran acceder al lugar donde deben o se espera actien; asi que
altas concentraciones de reguladores de crecimiento pueden mantenerse inactivas si se
localizan o almacenan en compartimientos (p.e.: La vacuola) separadas de su lugar de
accion. También pueden inactivarse quimicamente sin destruirse, como parte del
metabolismo que las enmascara.

Como reguladores de crecimiento se conocen las auxinas, citocininas, giberelinas y
las sustancias retardatorias e inhibitorias (Visquez & Torres, 1981).

Para Bidwel (1990), la auxina se forma en el dpice de los coledptilos y se mueve
hacia abajo (raices). Asi mismo afirma que las auxinas actiian sobre muchos mecanismos
en las plantas. Dentro de las funciones de las auxinas se pueden resumir las siguientes:
Formacién de drganos, organizacién de otros tejidos (interactiia con otros factores),
estimulacién de la divisin celular (interactda con citocinina), alargamiento celular,
relajacién de la pared celular, sintesis de RNA y proteinas, direccién del transporte,
efectos enzimdticos, produccién de etileno, dominancia apical y prevencién de la absicién.

Las citocininas son derivados de la adenina y se forman en las raices, siendo su
movimiento ascendente a través del xilema, transportindose hacia las hojas y los tallos de
las plantas (Bidwell, 1990).

Entre los efectos de la citocinina estdn: La formacién de érganos en los tejidos
cultivados in vitro, el alargamiento y la divisién celular, la prevencidn de la senescencia y
la induccién de 1a floracidn bajo ciertas circunstancias, contrarresta el letargo y libera de
la dominancia apical (Bidwell, 1990).

En la etapa de multiplicacion de propdgulos, Vuylsteke (1989), recomienda la
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atilizacién de citocininas para estimular la formacién miltiple de brotes o hijos. Para este
propoésito recomienda el 6-BAP en concentraciones de 2 a 5 mg/l.

Pérez & Orellana (1989a), haciendo una revision de 35 diferentes medios de cultivo
para la micropropagacién de banane y plitano, refieren que se han usado diferentes
concentraciones de auxinas y citocininas para Ia induccién de hijos. De esos 35 medios solo
9 han utilizado menos de 5 mg/l de 6-BAP, el resto utilizan entre 5-10 mg/l y ademds
obtienen las mayores tasas de proliferacién, esto demuestra que el uso de Ia citocinina es

un factor determinante en la estrategia de micropropagacién en las musdceas.

2.2.3.4 Ventajas y desventajas de la micropropagacién

Algunas de las ventajas de la técnica de micropropagacion in vitro es que mediante
esta metodologia se pueden obtener altas tasas de multiplicacién. A partir de un dpice
(explante inicial) es posible lograr, en el lapso de un aiio, varios centenares de plantas que
son fuente de semilla m4s sana, libre de nemitodos, hongos y bacterias en comparacién con
aquellas obtenidas por medio de la propagacion convencional. Es posible también, avaque
no en todos los casos, la obtencién de plantas libres de virus. Asi mismo se facilita Ia
conservacion y el intercambio internacional de germoplasma (Muller & Sandoval, 1986).

Por otro lado, Vasil & Vasil (1980), comparando la micropropagacion in vifro con
los métodos tradicionales encontraron las siguientes ventajas de la micropropagacion:

1.»  Permite obtener plantas de calidad uniforme, ademas crecen y maduran mds rdpido

que las propagadas tradicienalmente.
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2.» Permite la obtencion de material libre de plagas y enfermedades, pudiéndose
producir vitro-plantas durante todo el aiio.
3.»  Facilitan el intercambio de germoplasma a nivel internacional, sin ningiin riesgo.

Berg & Bustamante (1974), afirman que uno de los mayores riesgos de la
micropropagacion in vitro reside en el hecho de propagar igualmente enfermedades de tipo
vascular o sistémico (Mal de Panamd, Moko bacteriano y virus) si el propigulo inicial estd
contaminado. Por tal razén, recomiendan efectuar una termoterapia (inmersién de
propédgulos en agua caliente) previo al aislamiento del meristemo,

Durante la micropropagacion puede presentarse variacién somaclonal causada por
diferentes factores. Smith (1988), en un articulo publicado sobre la variacion genética en
plantas de Musa propagadas a través de cultivo de tejido, afirmé que las variaciones
somaclonales en éste tipo de cultivo son influenciadas por factores intrinsecos tales como
Ia estabilidad genética del cultivar o genotipo micropropagado, y factores extrinsecos o
inducides per el cultivo; al respecto resumié los siguientes factores que influencian el nivel
de variacién somaclonal:

1.» La formacién de callos como fase del ciclo de propagacion.
2.» La prolongacién del periodo de cultive, lo que es lo mismo el mimero de sub-cultivos

a que se somete a la pianta en el laboratorio.

3.»  Las especies de propagacién asexual pueden presentar mayor frecuencia de variacién
somaclonal que las plantas propagadas por semilla botdnica.
4.»  Algunos genotipos, durante la propagacion por cultivo de tejidos, son mas inclinados

a la inestabilidad genética que otros.
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5.» La composicion del medio de cultivo particularmente la naturaleza y concentracién
de los reguladores de crecimiento pueden inducir a cambios genéticos en las plantas
propagadas por cultivo de tejidos.

Pérez & Orellana (1989a), recomiendan que todos los afios deben cambiarse los
meristemos ya que cuando los cultivos tienen largos periodos in vitro ocurre habituacién y
ésto se manifiesta con la activacién de genes (cambio-epigenéticos) y la produccién de
citocininas principalmente,

En muchos paises donde se ha trabajado en la micropropagacién de banano se ha
encontrado diversos grados de variabilidad genética en plantaciones de banano obtenidas
in vitro. Smith (1988), reporta variabilidad genética en Taiwin (3 %), Israel 9 %),
Australia (21 %) y Jamaica (25 %).

En la micropropagacion del cultivo de banano, el enanismo es Ia mas comiin de las
variaciones somaclonales o plantas fuera de fipo, que se observa especialmente en los clones

Cavendish (Smith, 1988 y Vuyisteke, 1989).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales y eguipos

A continuacién se detallan los materiales y equipos que fueron utilizados en el

estudio tanto en las fases de campo como de laboratorio:

-Acido clorhidrico (HCI) -Soluciones madres (MS)
-Agitadores -Frascos de plastico y vidrio
-Alcohol -Horno

-Algoddn -Machetes

-Autoclave ~Marcadores

-Balanza analitica -Mecheros de Bunsen
-Beakers -Parafina (cintas)

-Papel craft -Tubos de ensayo
~Calentadores electromagnéticos -Papel de aluminio

-Cdmara de flujo laminar -Pinzas

-Cinta adhesiva ~Pipetas, -Regla milimetrada
-Cuchillos -Placas petri

-Destilador de agua -Potenciémetro

-Escalpelos y cuchillas ~Peréxido de hidrégeno (H,0,)
~Hidréxido de Potasio (KOH) -Reguladores de crecimiento (IBA, AIA, 6-BAP)

-Hipoclorito de Sodio (NaOCl) -Sacarosa; Bacto Agar
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3.2  Descripcién del estudio

El presente estudio se realizé en el Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
Programa de Recursos Genéticos Nicaragiienses (REGEN), perteneciente a Ia Facultad de
Agronomia de la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicada en el km 12 1/2 carretera
norte, Managua, Nicaragua. La duracién del ensayo abarcé el periodo comprendido entre
septiembre de 1992 a enero de 1993.

Se desarrollaron dos fases, siendo la primera la de establecimiento de las yemas
apicales en un medio de cultivo estéril y Ia segunda la de micropropagacién o multiplicacién
in vitro del explante.

3.2.1 FASEIL: Establecimiento del cultivo libre de patégenos

La primera fase tuvo como objetivo principal la obtencién del material vegetativo
estéril, el cual serd utilizado para la posterior siembra in vitro. El proceso incluyé la
seleccién de plantas en el campo y la posterior desinfeccién y establecimiento de las mismas
bajo condiciones asépticas. La metodologia utilizada en esta fase fue la empleada por
Aguilar & Reyes (1987).

Como material inicial se utilizaron hijuelos del cuitivar de banano Enano
Ecuatoriano (AAA) sub-grupo Cavendish; extraidos de las dreas de produccién bananeras
de la hacienda "El Hular" ubicada en el departamento de Chinandega, Nicaragua.

A continuacién se detalla el procedimiento general durante esta fase el cual fue sub-
dividido en dos partes (a y b) referidas a 1a practica de seleccién, limpieza y desinfeccién
del material inicial.

a) En el campo
Las plantas se seleccionaron de acuerdo a su estado morfolégico (grosor del tallo,

niimero de hojas, apariencia fitosanitaria, etc.) y productivo (preferiblemente plantas con

racimo bien desarroliado).
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Una vez extraidos los hijuelos o yemas laterales, con ayuda de cuchillos se procedid
a eliminar las capas exteriores de los cormos que recubren las yemas apicales y meristemos,
hasta lograr un tamafio del cormo de 5-7 cm de altura y 10 cm de didmetro,
introduciéndolos inmediatamente en agua destilada para evitar la oxidacién de las paredes
del cormo.

b) En el laboratorio

El material extraido en el campo se lavé con detergente comiin y fue enjuagado con
agua destilada para eliminar los residuos de detergentes y otros materiales contaminantes
de la superficie de los cormos. Una vez lavado el material se practicé una primera
desinfeccion con una solucién de hipoclorito de sodio (NaOC!) al 5 % durante 10 minutos.

Con cuchillos esterilizados se eliminaron las vainas foliares del cormo hasta lograr
un tamaiio de 2-3 cm, con este tamaiio el material se llevé a la cimara de flujo laminar,
la que fue desinfectada previamente con luz ultravioleta durante 15 minutos y alcohol al
70%.

En la cdmara de flujo laminar con ayuda de escalpelos y pinzas esterilizadas se
eliminaron las dltimas capas que recubren la yema apical, dejando el explante listo para
la siembra con un tamaiio de 0,5 - 1.0 cm de altura, finalmente se efectué la segunda
desinfeccién, esta vez con perdxido de hidrégeno (H,0,) al § % durante 10 minutos,
enjuagando abundantemente con agua destilada esterilizada para eliminar los residuos de
esta sustancia,

Inmediatamente después de la segunda desinfeccién se procedié a efectuar la siembra
o implantacién en tubos de ensayo de 14.5 x 2.5 cm conteniendo 10 ml del medio de cultivo
en estado liquido y utilizando papel filtro como soporte del explante, Los medios de cultivo
se prepararon y esterilizaron previo a la siembra en autoclave a temperaturas de 121 °C
y 1.5 atmdsferas de presién durante 25 minutos. El medio de cultivo bésico utilizado fue
el MS, suplementado con 0.3 mg por litro de dcido indol butirico (IBA) solamente en la
etapa de establecimiento.
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Después de la siembra los dpices fueron trasladados a un cuarto de crecimiento
donde se establecieron bajo condiciones externas reguladas con temperaturas de 25 + 1 °C,
intensidad luminica de 2 000 lux por un periodo de seis semanas hasta lograr diferenciar
una planta de cada dpice establecido.

3.2.2 FASE II; Micropropagacién

La segunda fase fue el objeto principal de estudio donde se utilizaron diferentes
niveles de reguladores de crecimiento (auxinas y citocininas) y consistencia del medio de
cultivo (semi-sélido y liquido) durante tres sub-cultives, a fin de obtener Ia combinacién de
estos factores que conduzcan a Ia 6ptima proliferacién de hijos y el menor riesgo de
variabilidad somaclional.

En esta fase se determiné los medios de cultivo (tratamientos) que mejor respuesta
tienen sobre la 6ptima proliferacién de hijos en el cultivar de banano Enano Ecuatoriano
{AAA), considerando la influencia de.la consistencia fisica del medio de cultivo, Ia
combinacién y concentracion de reguladores de crecimiento y el nimero de sub-cultivos o
pases.

Para el inicio del estudio se utilizaron las plintulas obtenidas en la fase anterior,
seleccionando los explantes con mejor apariencia. Estas plintulas fueron limpiadas de
tejidos necrdticos y reducidas de tamaiio hasta 0.5 y 1 cm de altura; este proceso se realizé
en la cAmara de flujo laminar con ayuda de pinzas y escalpelos esterilizados.

Una vez preparado los explantes, éstos fueron establecidos en el medio de cultivo
basal (preparado como se indica posteriormente) al cual se adicionaron los niveles de
reguladores de crecimiento para cada tratamiento o variante de cultivo en estudio. La
siembra se realizé en frascos de 10 cn de alto por 8 cm de diimetre contendiendo 30 ml
del medio en estado semi-sélido y 15 ml en el caso del medio liquido.

El medio basal empleado fue el utilizado por Murashige & Skoog (1962),
denominado en lo sucesivo medio MS y los niveles de reguladores de crecimiento se detallan
en la Tabla 1.
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3.2.21 Formulacién y preparacién del medio basal

El medio basal MS estd compuesto por una serie de sales inorgdnicas y sustancias
organicas, diluidas en soluciones conocidas como soluciones madres. En la Tabla 1 se
muestra la composicién y vohimenes utilizados en Ia preparacién de un litro de medio basal
(CIAT, 1980.)

Tabla 1. Composicion del medio de cultivo bdsico (MS) utilizado en Ila
micropropagacion de Musa.

Cantidad por litro

Componentes En peso Molaridad Volumen
L

1. NH,NO, 1650.0 mg 20.6 mmol

KNO, 1900.0 mg 18.8 mmol

MgSO0,..7 H,0 370.0 mg 1.50 mmol

KH,PO, 170.0 mg 1.25 mmol 20 mill
2. H,BO, 6.2 mg 100.0 umol

MnSO,.4 H,0 223 mg 100.0 umol

ZnS0,.7 H,O 8.6 mg 29.9 umol

Na,MoO,.2 H,O 0.25 mg 1.03 umol

CuS0,.5 H,0 0.025 mg 0.10 umol

CoCl,.6 H,O 0.025 mg 0.10 umol 1 mi/l
3. K1 0.83 mg 5.00 wumol 3 mil
4. CaCl,.2 H,0 440.0 mg 2.99 mmol 2.9 mit
5. Na,EDTA.2 HO 374 mg 100.00 umol

FeSO,.7 H,O 27.8 mg 100.00 umol 5 mil
6. Tiamina-HCl 0.1 mg 0.29 umol 10 mi/l
7. M-Inositol 100.0 mg 555.00 umol 12.5 mi11

{3

- MS (Murashige y Skoog, 1962} ; mmol= milinwl; umol= micromol
- El pH 3¢ ajusts 3 5.8 empleando Aclde clorhidrico o Hidnéxido de Potaxio, esto se compruebs con € uso de un pofensidmetro.
Los constituyentes de la solucidn madre N°1 se disuelven en 308 ml de agnn; los de 1a soluchin madee N*2, 3 y 4 en 100 mi; los N*Sy 6 5¢

disuriven en 200 ml. La soluckdn madre N°T ya entd diluida.
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Ademais de los nutrientes que componen el medio basal se adicioné sacarosa como
fuente de carbono a razén de 3 % (30 gr/D) y en los medios de consistencia semi-sélida se
incorpord bacto agar al 0.7 % (7 gr/l).

Segiin el CIAT (1980), se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones para
Ia preparacién del medio de cultivo.

1.-  Por regla general, los macronutrientes inorginicos del medio basal deben proveer
al tejido por lo menos de 25 mmol de nitrato (NO,) y potasio (K) y no mis de 8§ mmeol de
amonio (NH,). Los niveles de NO3 + NH, no deben llegar a 60 mmol.

2.- El Ca, SO, y Mg deben encontrarse en una cantidad de 1-3 mmol; el Fe debe agregarse
preferiblemente como quelatos de Fe. Los micronutrientes adicionados al medio basal son:
Iodo (D), boro (B), hierro (Fe), manganeso (Mn), zinc (Zn), molibdeno (Mo), cobre (Cu) y
cobalto (Co).

La preparacién del medio basal (MS) consiste en disolver uno, a uno, todos los
ingredientes de la Tabla 1, en los volimenes de agua que se presentan al final de la misma.
Varies nutrientes estan contenidos en soluciones madres y sélo las sustancias inestables se
preparan solas; los reactivos que puedan precipitarse no se mezclan; si los ingredientes no
se disuelven bien (ejemplo las vitaminas) deben calentarse ligeramente.

La solucion madre N°5 (la fuente del Fe) se prepara disolviendo primero FeSO,.7
H,0 en 50 ml de agua; separadamente se disuelve el Na,EDTA en 50 mi de agua,
calentando un poco a baiio maria; se mezclan luego ambas soluciones; se agitan bien y

dejan enfriar; ya frias se completa con agua hasta obtener 200 ml en total.
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Las soluciones madres N°2 y 5§ se deben guardar congeladas; todas las otras se
guardan refrigeradas. La solucién N°6, una vez preparada debe ser usada en el lapso de
1 a 2 meses; las otras pueden mantenerse hasta 4-5 meses.

Una vez preparada las cantidades necesarias para la obtencién del medio basal, se
adicionaron a ésta solucién los reguladores de crecimiento de acuerdo a las variantes en
estudio y finalmente se ajusto el pH a 5.8, (CIAT, 1980).

En la Figura 1 se muestra un esquema que resume ¢l proceso de micropropagacién

desarrollado en el presente estudio.

{ Cuario de cracimiento }

’ - ‘,:. )
AR Esrobhecimienio
R invitee Tronsferencio ot
v 4, cuario de
. & crecimiente @
» ' —y

y

Trans{erencio u! medio
g muliiplicacion

'y

Inigia ¢ crecimiente plante bidn Reguicdares e crecimiento
ME+0.3 mg/ | 1BA ¢ lo yeme diternciado MS+ Regu
Apice prepatade (6 semonas}
paro s planiocidn
in vites

{ Proliterorion)

Multplicacion

3 veces /4 semanas

L] r
Evaluocion ¥ separecion
de tos hijes

{

Enrotraminto

Estoblecimienioen
wn medio fresco

+*

Figura |. Esquema de! proceso de muitiplicocion de yemos apicales de bonano
mediante ka tecnica de micropropagacion.
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3.3  Diseilo utilizado

Se organizaron los tratamientos en un Disefio Completamente Aleatorizado (DCA), con
tres factores en estudio y se realizé un Andlisis de varianza (ANDEVA) y Separacién de
medias empleando la Prueba de rangos muiltiples de Student-Newman-Keuls (S.N.K.) al
5%, de acuerdo a metodologia sugerida por Pedroza (1993). Los niveles para cada factor
en estudio son los siguientes:-

Factor A: Acido indol acético (AIA)
Niveles del factor A: A, = 0mg/l
A, = 1mgh
Factor B: 6 Bencil amino purina (6-BAP)
Niveles del factor B: B, = S mg/l
B, = 7mg/l
B, = 10 mg/
Factor C: Consistencia del medio de cultive (CDM)
Niveles del factor C: C, = Medio semi-sélido
C, = Medio liquido
¥l total de tratamientos en estudio fueron 12 (Tabla 2). Cada tratamiento consté
de 16 repeticiones, utilizandose frascos del tipo Magenta (marca de fibrica) en los que se
establecieron 4 plantas por frasco. El nimero de plantas total utilizade al inicio de cada

sub-cultivo fue de 192 plantas.
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Tabla 2. lo de los tratamientos en estudio segin las concentraciones de
reguladores de crecimiento y la consistencia fisica del medio de cultivo.

Concentracién de reguladores Consistencia
de crecimiento fisica del medio
| Semi-sélido
0 Semi-sélido
0 10 Semi-sélido
1 5 Semi-soélido
1 7 Semi-sélido
1 10 Semi-sélido
0 5 Liquido
0 _ Liquido
0 10 Liquido
1 5 Liquido
| 1 7 Liguido "

AJA = Acido indol acético  6-BAP = 6 Bencil amine purina
S = Semi-sélido L = Liguido

Estos mismos fratamientos se repiticron en tres sub-cultives. Lldmese sub-cultivo
o pase a la actividad que se realiz6 periédicamente en 1a cAmara de flujo laminar sobre el
material establecido in vitro, con el objetivo de seccionarlo o dividirlo y sembrar los nuevos
brotes en medio de cultivo fresco para su multiplicacién. Esta operacién se efectud cada

4 semanas o 28 dias, concluyendo un sub-cultivo después de este lapso de tiempo.
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3.4 Variables evaluadas

Se evaluaron seis variables durante la fase de micropropagacion, esta actividad se
realizé después de cada sub-cultivo (cada cuatro semanas) procediendo posteriormente al
re-establecimiento en un medio fresco bajo las mismas condiciones hasta finalizar el
siguiente periodo o sub-cuitivo. Las variables evaluadas y metodologia empleada se detallan

a continuacidn.

3.4.1 Numero de hijos por planta

Se efectud el conteo sobre el niimero de hijos que presentdé cada explante y se obtuvo el
promedio de éstos por tratamiento y por sub-cultivo. Se consideré como hijos a cada uno

de los brotes que se diferenciaron a partir del explante establecido inicialmente,

3.4.2 Presencia de multiyemas

Se consideraron multiyemas a todos aquellos brotes que presentaron un conjunto de

hijos 0 yemas no diferenciadas y de dificil conteo.

3.4.3 Altura de planta
Esta variable se medié en milimetros (nm). La medicion se hize de acuerdo a lo

recomendado por Pérez & Soto (1989), considerandose la distancia desde la base del cormo

hasta la base de la "V" que forman las dos idltimas hojas.
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3.4.4 Peso de los hijos por planta

Se midi6é el peso de el grupo de hijos que se formaron a partir del explante
establecido, anotando el peso promedio de los hijos por planta; el pesado se realizé en una
balanza analitica de alta precisién y se expresé en miligramos (mg). Cabe sefialar que
solamente se consideré el peso himedo de los explantes, debide a que era necesario

utilizarlos en los siguientes sub-cuitivos.

3.4.5 Numero de raices por planta

Se contabilizé el mimero de raices que se lograron desarrollar en cada uno de los
explantes establecidos, siendo considerada solamente las raices con tamafios mayores 0

iguales a2 5 mm.

3.4.6 Longitud de raices por planta:

La longitud de raices se midié en milimetros (mm), obteniéndose el promedio de la

longitud de rafz por explante.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Murashige (1974) sugiere tres etapas en el proceso de micropropagacion;
pritneramente el establecimiento del cultivo estéril (etapa I), la multiplicacién del cultivo
establecido (etapa II) y la preparacién para el re-establecimiento en el suelo (etapa III).

En el presente ensayo se logré estudiar las primeras dos etapas, o sea el
establecimiento del cultivo estéril (hongos y bacterias) y la multiplicacién masiva del cultivo
establecido ebteniéndose los siguientes resultados:

4.1 FASE I : Establecimiento del cultivo in vitro

Una vez efectuado todo el procedimiento para el establecimiento del explante en el
medio de cultivo artificial y después de transcurridas seis semanas, se procedié a extraer
los explantes y evaluar el grado de adaptacidén a las condiciones de cultivo aséptico.

De los 240 dpices establecidos in vitro, la mayoria se desarrollaron satisfactoriamente
bajo condiciones asépticas; un 85 % de plantas logré la adaptacién a las nuevas condiciones
de cultivo, el 15 % restante fueron descartadas debido a problemas de contaminacién,
fenolizacién de las paredes del cormo o sencillamente por no haberse adaptado (Tabla 3).
Al final de esta etapa se seleccioné el material que fue utilizado en la posterior etapa de

multiplicacién de los explantes.

Tabla 3. Resultados obtenidos al final de Ia etapa de establecimiento in vitro de dpices
caulinares del clon de banano Eno Ecutoano (Musa sp.) (AAA _

N e ey
|

{ ‘Total de Hxplantes
] axplantes Causas y cantidad de cormos descarcados adaprados
i ingrodu- in vitro
i cia“ e T —— e ——— vt —— E——
&
i wvitre inteccidn Infaccidn Cormns Cormos gom
por r ennegre- muezton eNCAT -
] bactarian * h&m % cidos L3 *gtras ¥ tados Total ¥
causas® (%) f
L 240 7 3 14 £ 19 4 3 2 15 204 8BS
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De los 204 explantes establecidos asépticamente se utilizaron 192 para iniciacién de
la siguiente etapa con el sub-cultivo I. En el resto de sub-cultivos se utilizaron explantes
obtenidos a partir del sub-cultivo anterior.

A pesar de que los explantes fueron desinfectados con el propdsito de alcanzar
condiciones asépticas, la rutina de desinfeccién efectuado no fue totalmente efectiva,
presentindose contaminacién endégena de los medios de cultivo por bacterias de un 3 %,
lo cual es considerablemente bajo en comparacién con los resultados que Surga & Guevara
(sf.) obtuvieron trabajandb en la misma etapa con los clones Poyo y Giant Cavendish.

El porcentaje total de plantas que no se lograron desarrollar fue de 15 %, sin
embargo, podria considerarse como exitoso en comparacién con los resultados reflejados
por Surga & Guevara (sf.), quienes observaron contaminacion en esta etapa de hasta el 50
%. Esta etapa es muy delicada y Heva consigo un alto riesgo de contaminacién del medio
de cultivo por bongos y bacterias y que pueden afectar considerablemente la calidad
sanitaria y la cantidad final de material establecido asépticamente.

La contaminacion fungosa, que fue del 6 %, se debi6é probablemente a hongos que
se encontraban en el ambiente al momento de la siembra de los explantes en los medios de
cultivo, pero también es posible que el material de siembra haya causado este problema,
lo que es comiin cuando se emplean explantes muy grandes para la siembra, como los que
se utilizaron en este estudio (0.5 - 1.0 cm). La influencia del tamaiio de los explantes sobre
la contaminacién de los cuitivos fue referida por Muller & Sandoval (1986) y Surga &
Guevara (sf). Estos iltimos evaluaron la contaminacion bacteriana y fungosa de los

medios de cultivo y recomiendan emplear explantes de 1 mm, para los que reportan
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porcentajes de contaminacién menores del 15 %, para este caso en los clones Poyo y Giant
Cavendish. Ademads en este mismo estudio, sefialan que con el empleo de explantes de 3
mm la contaminacién puede llegar a ser hasta del 47 %, aumentando hasta el 90 % en
explantes de 10 mm. Sin embargo, en el presente estudio con el uso de explantes de 5 - 10
mm, ¢l porcentaje de contaminacion apenas fue del 9 %, incluyendo la causada por hongos
y bacterias, con lo que se reafirma el éxito obtenido en esta etapa en el presente estudio.

Los explantes contaminados tanto por hongos, bacterias o por ambos, fueron
retirados y descartados, sin embargo, segiin Vuylsteke (1989), éstos pueden ser utilizados
nuevamente efectuando una desinfeccion con antibiéticos comerciales del tipo Cefotaximun
(Cefaloxporina) y Carbenicillin (Sal sédica de A-Carboxibencilpenicilina) a concentraciones
de 150 mg/l y 1 000 mg/l respectivamente.

La contaminacién puede disminuirse atin mds, aumentando las medidas de asepsia
dentro y cerca de Ia sala de transferencia, asi como garantizando una esterilizacién md4s
cuidadosa de insirumentos, medios de cultivo, envases y la desinfeccién del drea de
transferencia y del operario (técmico que realiza la siembra); también es aconsejable
emplear explantes de menor tamaiio para la siembra inicial, de ser posible meristemas
apicales con algunos primordios foliares.

Para garantizar una mejor desinfeccién inicial de los cormos Fitchet & Winnaar
(1988), recomiendan utilizar hipoclorito de calcio al 10 % en vez del hipoclorito de sodio

al 5 %, asf mismo aumentar de 10 a 20 minutos, el tiempo de inmersion de los explantes

en el desinfectante.
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En cuanto a la fenolizacién (oscurecimiento de las paredes del cormo) de los
explantes, a pesar de que se observé claramente este fenémeno, las pérdidas de material
(explantes) no fueron considerables, puesto que solamente un 4 % de éstos fueron
descartados por esta causa. En los medios de cultive de consistencia semi-sélida fue mas
evidente la manifestacién de el ennegrecimiento producto de la fenolizacién, sin embargo
en la mayoria de los casos solo causé muerte parcial de los tejidos, siendo reutilizados los
explantes después de una limpieza de los tejides necréticos y solamente en el caso de una
afeccion severa, que fueron muy pecas (4 %), se procedid a eliminar los explantes, ya que
ademds se observaban débiles. No se observé relaciin entre la fenolizacién y la
contaminacion de los explantes.

El ennegrecimiento de los explantes se disminuyé a medida que se aumenté el
mimero de sub-cultives y en la medida que se fueron eliminando los tejidos necréticos.
Caplin (1963), afirma que el ennegrecimiento se debe a la presencia de sustancias fendlicas
y polifendlicas que oxidan las paredes del cormo y que pueden difundirse hacia el medio
de cultivo, especialmente si se cultivan secciones de fruto y yemas apicales como es el caso
de este estudio.

De el total de explantes establecidos in vifro en esta etapa, un 2 % (5 explantes) se
descartaron debido a causas no determinadas o reconocidas en este estudio y diferentes a
las mencionadas anteriormente, razén por la que se empled el término de "otras causas".
Sin embargo, al parecer 1o que domind en este caso, fue la no adaptacién de los explantes
a las nuevas condiciones de cultivo produciéndose "stress” (respuesta fisiologica negativa

ante las nuevas condiciones de cultivo), ahogamiento y finalmente muerte del explante, asf
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mismo es probable que el estado fisioldgico de los explantes afectados no haya sido el ideal
al momento de la implantacién lo que pudo haber afectado su adaptacién y provocado su
muerte.

4.2 FASEILL: Micropropagacién

4.2.1 Nimero de hijos

En los Anexos 1, Il y I, se presentan los valores promedios del mimero de hijos
por explante obtenidos, en los que se refleja que existen diferencias significativas entre los
tratamientos estudiados en los tres sub-cultivos.

En el primer sub-cultivo el tratamiento que indujo el mayor miimero de hijos fue el
6-S (MS + 1 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAP) con una tasa de proliferacién de 4.5 hijos/planta.
En segundo lugar se agrupan los tratamientos 2-S (MS + 0 mg/l AIA + 7 mg/1 6-BAP), 3-S
(MS + 0 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAP), 5-S (MS + 1 mg/l AIA + 7 mg/l 6-BAP) y 4-S (MS
+ 1 mg/l AIA + 5 mg/l 6-BAP), entre los cuales no existen diferencias estadisticas
significativas y que inducen promedios de 4.25, 4.13, 3.81 y 3.63 hijos/planta
respectivamente (Figura 2),

Los més bajos resultados obtenidos en el primer sub-cultivo se presentaron en los
tratamientos 5-L con 2.13 hijos/planta y el tratamiento 6-L. que produjo 1.55 hijos/planta.

En el segundo sub-cultivo el tratamiento 2-S (MS + 0 mg/l AIA + 7 mg/l 6-BAP)
fue estadisticamente superior en cuanto a la produccién de hijos con 3.68 hijos/planta,

seguido por el tratamiento 6-S con 3.19 hijos/planta. En cambio, el tratamiento que
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presentd el menor niimero de hijos fue el 2-L (MS + 0 mg/l AIA + 7 mg/l 6-BAP) con un

promedio de 1.41 hijos/planta (Figura 2).
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Figura 2. Niimero promedio de hijos por explante y tratamiento obtenidos en el cultivo
in vitro del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA) durante tres sub-

cultivos.
En el tercer y tltimo sub-cultivo el tratamiento 5-L (MS + 1 mg/1 AIA + 7 mg/ 6-
- BAP) fue el que presenté el mayor mimero de hijos con un promedio de 3.81 hijos/planta,
siendo estadisticamente superior al resto de tratamientos.
Las variantes de medios de cultivo 6-S (MS + 1 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAP), 4-L
MS + 1 mg/l AIA + 5 mg/l 6-BAP) y 2-L. (MS + 0 mg/l + 7 mg/l 6-BAP), también
presentaron buenos resultados siendo estadisticamente similares entre si con promedios de

3.4, 3.33 y 3.19 hijos/planta respectivamente. En este sub-cultivo el tratamiento que indujo
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a la menor produccién de hijos fue el 4-S (MS + 1 mg/l AIA + 5 mg/l 6-BAP) con 2.38

hijos/planta.

Al hacer el anilisis del mimero de hijos por planta en los diferentes medios de
caltivo al final de los tres sub-cultivos estudiados, se observé que la tasa promedio de
proliferacién de hijos se vio influenciada principalmente por la consistencia fisica del medio
de cultivo y en menor medida por el efecto e interaccién de los reguladores de crecimiento
y el ntimero de sub-cultivos.

En la Figara 3, se presenta el nimero de hijos promedio (tasa de proliferacién)
obtenido al final de los tres sub-cultivos. Es clare que en los medios de consistencia semi-
sélido se obtuvieron mayores tasas de proliferacién de hijos, este comportamiento se refleja
en todas las variantes de reguladores de crecimiento estudiadas. Al parecer, los medios de
cultivo semi-sélido proporcionan adecuadas condiciones para el sostén de las plantas desde
el inicio de su implantacion, ya que éstas no necesitan invertir energia, nutrientes y
reguladores de crecimiento en el desarrollo de érganos de anclaje (raices). De esta manera
ia planta da prioridad al desarrollo de las yemas que originardn la nueva descendencia.
Por el contrario, cuando se establecen las plantas en medios de consistencia liquida, los
tejidos, al no contar con un soporte adecuado, promueven el desarrollo y crecimiento de
raices poco tiempo después de haber sido establecidos en el medio de cultivo, en lo que se
consume buena parte de nutrientes y reguladores de crecimiento, disminuyendo la
disponibilidad de éstos y por consiguiente 1a induccién a la proliferacién de hijos.

De las variantes de medios de cultivo semi-sélido, los tratamientos en los que se

combinaron 1 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAP (6-S) y 0 mg/l AIA + 7 mg/l 6-BAP (2-5),
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Figura 3. Tasa de proliferacién por explante en tres sub-cultivos in vifro del clon de
banano Enano Ecuatoriano (AAA).

presentaron las mayores tasas de proliferacion de hijos. En el tratamiento 6-S se combiné
un nivel alto (10 mg/l) de 6-BAP con un nivel medio de AIA (1 mg/l) lo que al parecer
provocé una interaccion sinérgica de los reguladores de crecimiento que indujo a la
proliferacién de hijos. Con el tratamiento 2-S se obtuvieron resultados similares a los
obtenidos cuando se utilizé el mayor nivel de 6-BAP a pesar de haber reducido el nivel de
6-BAP a 7 mg/l y no adicionar auxina al medio de cultivo; en este caso la brotacidn de
yemas fue influenciada tanto por la consistencia del medio de cultivo, como por el nivel de
citocinina puesto que no se adicioné AIA. En base a éstos resnitados, podria deducirse que
el uso de las auxinas no es necesario en la etapa de multiplicacién de los explantes, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos por Mateille & Foncelle (1988), con el clon de
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banano Poyo (AAA), y con los estudios desarrollados en Cuba por Pérez & Orellana
(1989a) en 10 clones de banano.

La relacién entre la proliferacién de hijos y el nimero de sub-cultives en plantas de
Musa micropropagadas in vitro, ha sido reportado por varios autores (Banerjee & De
Langhe, 1985; Rodriguez et al. 1987; Sandoval et al. 1991)

Banerjee & De Langhe (1985) encontraron una ligera tendencia al incremento en el
ntimero de hijos por planta en 5 sub-cultivos consecutivos y 8 cultivares de bananos y
plitanos con el aumento de los sub-cultivos. Lo anterior, no concuerda con los resultados
obtenidos en el presente estudio puesto que no se observé una tendencia de incremento del
ndmero de hijos por planta al aumentar el mimero de sub-cultivos. Sin embargo, coincide
con Rodriguez ef al. (1987) y con Sandoval et al. (1991), quienes obtuvieron un mimero
irregular de hijos por planta en igual niimero de sub-cultivos en la micropropagacién de
dos clones de banano y dos de platano.

Segiin Rodriguez et al. (1987), las diferencias en cuanto a la proliferacién de hijos
entre los sub-cuitivos podrian ser causadas por Ia presencia de hijos con diferente
morfologia y capacidad organogenética (capacidad de un tejido no diferenciado, de
iniciacién de estructura y/o funcién de un érgano), definiendo tres tipos de individuos: Los
que se producen a partir de yemas laterales, los que son una continuacién del crecimiento
del tallo decapitado y los que se forman a partir de yemas adventicias. Estas iiltimas
pueden producir un gran nimero de hijos, sin embargo su uso en la micropropagacién
comercial no se recomienda debido a que han sido reportadas por Pérez & Orellana (1989b)

y Smith & Hamill (1990), como promotoras del desarrollo de variacién somaclonal (cambios
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en la composicién cromosémica del nuevo organismo en relacién a los progenitores o
material parental) entre las plantas micropropagadas.

Ademds, Rodriguez et al. (1987), sefialan que plantas con diferentes edades pueden
coexistir en un mismo sub-cultivo, de tal forma que es posible distinguir facilmente entre
el explante inicial (madre), el explante hijo y los nietos. Los explantes que han sido madre
en sub-cultivos anteriores tienen la tendencia a producir mayor mimero y desarrolio de
hojas, asi como también un mayor nimero de raices y ademids son mds altos. Los
considerados como hijos desarrollan mayor mimero de brotes, pero éstos son mis pequeiios
y con pocas hojas y raices,

Para efectos de la seleccién del mejor tratamiento en relacion a la produccién de
hijos, se caiculé6 la tasa promedio de proliferacion (Figura 3), con la cual podria hacerse
una proyeccién potencial del mimero de hijos a producirse en un determinado periodo de
tiempo.

En este estudio a pesar de no haber coincidido con 12 miaxima tasa de proliferacion
reportada por Vuyisteke & De Langhe (1984) y por Banerjee & De Langhe (1985), con
promedios entre 16.0 hijos por planta en un cultivar de banano (AAA) y 39.7 en un cultivar
de plitano (AAB); se obtuvieron resultados que coinciden con los reportados por Damasco
& Barba (1984); Jarret, (1985), Aguilar & Reyes (1987), Rodriguez ef al. (1987), Pérez &
Orellana (1989a), Cote ef al.(1990) y Sandoval ef al. (1991); quienes trabajando con
diferentes clones de banano y pldtano encontraron tasas de proliferacion de entre 1.5y 7

hijos por planta.
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Cuando el objetivo es preparar las plantas para su posterior adaptacién a
condiciones de campo, la utilizacién de los medios de cultivo de consistencia liquida son los
mis adecuados, porque en ellos se desarrollan plantas con mayor altura, peso, mimero y
longitud de raices (Figuras 9, 10 y 11); condiciones que segiin Pérez & Orellana (1989a),
favorecen la posterior adaptabilidad de la plintula a condiciones de vivero.

La utilidad de los resultados obtenidos, es tal, que se puede afirmar que todas las
variantes o tratamientos estudiados permitieron obtener tasas de proliferacién que superan
la que de ordinario se obtiene por el método de propagacion tradicional,
independientemente de la concentracién de reguladores de crecimiento empleados y la
consistencia del medio de cultivo, por lo que es posible producir masivamente vitroplantas

aun con los niveles mis bajos de reguladores de crecimiento en estudio (0 mg/l AIA y 5

mg/l 6-BAP).

4.2.2 Presencia de multiyemas

Las multiyemas son consideradas un factor de inestabilidad genética; segin Pérez
& Orellana (1989b) y Smith & Hamill (1990), éstas se forman a partir de yemas adventicias
las cuales a su vez se han desarrollado a partir de una sola célula, que puede ser del cambio
basal o de callos de cicatrizacién, que se forman sobre los cortes realizados a las pldntulas
in vitro para multiplicarlas.

En el primer sub-cultivo no se observé la formacién de multiyemas en ninguno de

los tratamientos estudiados lo cual concuerda con lo expresado anteriormente por Pérez &
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Orellana (1989b), en relacién al nimero de cortes, ya que fue a partir del segundo sub-
cultivo cuando comenzé a observarse la formacién de multiyemas,

En los anexos I y I y en Ia Figura 4, se presentan los valores promedios del
mimero de multiyemas en los diferentes tratamientos y sub-cultivos estudiados. Como se

observa, las multiyemas se presentaron a partir del segundo sub-cultivo.
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Figura 4. Nimero promedio de multiyemas obtenidas en el
cultivo in vitro del clon de banano Enano Ecnatoriane
(AAA) durante tres sub-cultivos.

Tanto en el sub-cultivo II como en el III, se sembraron explantes cuyos cormos
presentaban cortes producidos al ser separados de las macollas obtenidas en el primer sub-

cultivo, a diferencia del primer sub-cultivo en el que los explantes establecidos presentaban
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cortes principalmente en las partes aéreas, lo cual no provocé el desarrollo de las
multiyemas.

La mayor induccién a la formacién de las multiyemas se produjo en los medios en
que se adicioné 10 mg/l de 6-BAP (Trat. 3-S, 3-L y 6-L), siendo notoria en éstos
tratamientos la influencia de las altas concentraciones de 6-BAP; 1a formacidn de este tipo
de crecimiento, ha sido reportada por varios autores (Smith, 1988; Pérez & Orellana, 1989a
y Vuylsteke, 1989) como promotor de variabilidad genética.

El estado fisico del medio de cultivo también influyé de forma indirecta sebre la
variabilidad. Pérez & Orellana (1989b), reportan que el medio sélido favorece 1a formacién
de yemas adventicias y los medios liquidos las axilares. Lo anterior no coincide con nuestro
estudio, ya que la mayor induccién a la formaciéon de multiyemas se observo en los medios
de consistencia liquida, especificamente en los tratamientos 6-L y 3-L, donde ademds de
utilizar niveles altos de 6-BAP, se empled un medio de cuitivo de consistencia liquida.

Es probable que el empleo de auxina en el tratamiento 6-1. haya favorecido la
formacién de multiyemas producto de un efecto inhibidor sobre la organogénesis, lo que
coicide con lo referido por el CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical) (1980),
que afirma que las auxinas en concentraciones medias y altas actiian sinergisticamente con
las citocininas sobre la formacion de callos, bloqueando el desarrollo de estructuras bien
diferenciadas.

Es importante sefialar que para el conteo del niimero de hijos en el presente estudio
no se consideraron las multivemas formadas en los diferentes tratamientos y sub-cultivos.

No obstante si se decidiera incluir en este conteo cada una de las yemas que conforman Ia
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multiyema, obtendriamos un nidmero de hijos mucho mayor a los reportados para los
tratamientos en los que se presentaron las mismas.

El excluir a las multiyemas como hijos en este estudio, se hizo con el propésito de
diferenciar los tratamientos que inducian su formacién para evitar de esta forma, su
posterior empleo en trabajos de propagacién clonal para la obtencién de semilla,
considerando las recomendaciones que al respecto hacen algunos investigadores (Vuylsteke
& De Langhe, 1984; Pérez & Orellana, 1989b y Vuylsteke, 1989),

En Ia literatura citada, el estudio de las caracteristicas de plantas producidas a partir
de muitiyemas, dnicamente fue reportado por Pérez & Orellana (1989b), por lo que seria
de mucho interés su estudio tanto en laboratorio como su evaluacién en el campo con fines
de mejoramiento genético 6 propagacién comercial en dependencia de la variabilidad o

estabilidad del genoma en los tratamientos en donde se presentaron.

4.2.3 Altura de planta

En la Figura 5, se muestran los resultados obtenidos para la altura de plantas en los
diferentes tratamientos y sub-cultivos estudiados.

En el primer sub-cultivo las plantas de mayor altura se presentaron en el tratamiento
5-L. con 21.31 mm. En segundo orden se encuentran los tratamientos 1-L, 2-L, 3-L, 4-S,
4-L y 6-L. con promedios entre 18.14 mm para el tratamiento 3-L y 14.92 mm para el
tratamiento 6-L, entre los cuales no existen diferencias significativas. En este sub-cultivo

las plantas de menor tamaiio se produjeron en el medio 3-S con una altura promedio de
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El segundo sub-cultivo no meostré diferencias significativas en 1a altura de las
plintulas (Anexo II) entre los diferentes tratamientos en estudio. La altura promedio de
4-L y 14.10 mm para el tratamiento 3-S que presentd las plintulas de menor altura en este
Un comportamiento bastante parecido al del sub-cultivo anterior presentaron las
pldntulas durante el tercer sub-cultivo en relacién a la variable altura, en el que solamente
entre los tratamientos 3-L y 2-S se presentaron diferencias significativas para Ia altura de

las pldntulas varié entre 20.99 mm para el valor mds alto correspondiente al trat

12.31 mm por explante,

sub-cultivo.

Figura 5.
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planta con promedios entre 22.06 y 10.08 mm respectivamente.

El comportamiento observado en los sub-cultivos IT y III es probable gue esté
relacionado con una cierta habituacién del material a la adicién de reguladores de
crecimiento, lo cual ha side referido por Pérez & Orellana (1989b); pero también es posible
que las condiciones de crecimiento influyan sobre Ia estabilizacién del crecimiento
principalmente a partir del segundo sub-cultivo ¢ independientemente de la combinacién

y concentracién de reguladores de crecimiento empleados.

4.2.4 Peso de los hijos

En la Figura 6, se muestra el peso promedio de hijos por explante obtenido en los
tres sub-cultivos efectuados.

Los tratamientos que acumularon los mayores pesos en el sub-cultive I, fueron
aquellos establecidos en medios de cultivo de consistencia semi-sélida, siendo éstos el 1-S,
2-8, 3-8, 4-5 y 5-S con promedios entre 1 459 mg para el tratamiento 1-S y
1 722 mg para el tratamiento 5-S; sin embargo entre éstos tratamientos no se presentaron
diferencias estadisticas significativas (Anexo I).

En el segundo sub-cultivo Ias plantas de mayor peso se presentaron en el tratamiento
6-L con 1 240 mg, seguido por el tratamiento 3-L. con 1 152 mg. En este sub-cultivo las
plantas que presentaron la menor ganancia en peso se presentaron en el tratamiento 3-S con

463 mg.

Los resultados obtenides para el peso de las plantas durante el tercer sub-cultivo no
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Figura 6. Peso promedio de hijos (mg) por explante y tratamiento obtenidos en el
cultivo in vitro del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA) durante tres
sub-cultivos.

mostraron diferencias significativas entre los tratamientos estudiados; sin embargo, se
observan ligeros incrementos en los valores del peso de planta presentados en este sub-
cultivo con respecto al anterior.

En los medios de cultivo de consistencia liquida se observé que las plantas alcanzaron
mayores pesos que en los medios de consistencia semi-solida.

En los tres sub-cultivos estudiados se observé que la adicion de AIA influencié un
ligere incremento en la ganancia de peso de los explantes en relacion a aquellos
tratamientos en los que no se empled el AIA, Es probable que el AIA haya provocado

relajacién o ablandamiento de la pared celular en los tejidos de los explantes, lo que
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asociado a un medio de consistencia liquida, pudo haber permitido una mayor absorcién
de agua y nutrientes, aumentando su peso; sin embargo esta afirmacién no es concluyente
puesto que se necesita realizar estudios mds especificos que los desarrollados en esta

oportunidad.

4.2.5 Numero de raices

El enraizamiento de los explantes fue favorecido por los medios de consistencia
liquida en la mayoria de tratamientos estudiados.

En los sub-cultivos I y II, el tratamiento 4-L fue el que presenté el mayor nimero
de raices con 5.69 en el primer sub-cultivo y 3.13 raices/planta en el segundo, no asi en el
sub-cultivo II1, donde el mayor enraizarhiento se produjo en los tratamientos 1-L, 2-L y 5-L
con 5.56, 5.63 y 5.19 raices/explante respectivamente (Figura 7).

En el tercer sub-cultivo los tratamientos 2-L, 1-L y 5-L estimularon el mayor
enraizamiento con 5.63, 5.56 y 5.19 raices/planta respectivamente, no habiendo diferencias
significativas entre los mismos. EI menor enraizamiento en este sub-cultivo se presentd en
los tratamientos 6-L, 3-8 y 6-S entre los que no hubo diferencias estadisticas significativas.

Segiin Bidwel (1990), el nimero de raices en las plantas se ve influenciado por las
relaciones hormonales en las plantas, mas especificamente por las concentraciones de
auxinas. En el presente estudio ademis de la influencia de la consistencia liquida sobre el
enraizamiento, se observo que las altas concentraciones de citocininas siempre bloguearon

la diferenciacién de raices. El mimero de raices no se incrementé significativamente con
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Figura 7. Nimero de raices promedio por explante y tratamiento obtenidos en el
cultivo in vitrp del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA) durante tres
sub-cuiltivos.

¢l empleo de auxina; probablemente se produjo un efecto antagénico entre éste regulador

de crecimiento y la citocinina empleada que bloquea el desarrollo de éstas estructuras.

4.2.6 Longitud de raices

La longitud de las raices de los explantes fué influenciada por la consistencia del
medio de cultivo en los tres sub-cultivos estudiados, presentando mayores longitudes de

raices los tratamientos establecidos en los medios de consistencia liquida, (figura 8).
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Figura 8.  Longifud de raices (mm) promedio por explante y tratamiento obtenidos en
el cultivo in vitro del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA) durante tres
sub-cultivos.

Tanto en el sub-cultivo I como en el II, el tratamiento 4-1. mostré las mayores
longitudes de raices, no asi en el tercer sub-cultive donde las raices de mayor longitud se
presentaron en el tratamiento 2-L, por lo que se puede deducir que la longitud de raices
en este caso se vio influenciada tanto por la consistencia del medio de cultivo como por un
aparente equilibrio en las concentraciones de reguladores de crecimiento, presentando raices
de mayor longitud los explantes a los que se les adiciond niveles de 5 y 7 mg/l de 6-BAP
independientemente de la adicién de AIA y los establecidos con 5 mg/l de 6-BAP pero con

adicién de AIA en el medio de cultivo liquido.
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Adn cuando se ha demostrado que las auxinas estimulan el enraizamiento y
aumentan la longitud de éstas (Bidwel, 1990), en este estudio no se evidencid este
comportamiento, probablemente por un efecto antagénico de este regulador de crecimiento
con la citocinina empleada en diferentes niveles. Es probable que si se hubiera introducido
una variante en los tratamientos en Ia que solo se empleara auxina (sin la adicién de
citocinina}, ésta hubiese permitido obtener una mejor conclusién en cuanto a la influencia
de la auxina sobre el enraizamiento de los explantes en el cultivo in vitro de banano.

El efecto antagénico sobre Ia formacién de raices en los explantes fue mas evidente
cuando se adiciond la concentracién mds alta de citocinina (10 mg/l), observandose un

incremento en el niimere de hijos y una disminucién en el ndmero de raices.
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V. DISCUSION GENERAL

El andlisis comparativo de los resultados obtenidos en las diferentes variables y
tratamientos en estudio, demuestra que la produccién de plintulas "in vitro” fue
influenciada tanto por la consistencia del medio de cultivo como por las concentraciones y
combinaciones de reguladores de crecimiento empleados. Los medios de consistencia semi-
sblida indujeron una mayor. proliferacién de hijos y los medios de consistencia liquida
favorecieron el comportamiento del resto de variables en estudio.

De lo anterior se deriva que tratamientos que favorecieron la produccién de hijos,
generalmente afectaron negativamente el desarrollo y crecimiento de raices, altura, peso
y frecuencia de las multiyemas y viceversa (Figuras 9, 10 y 11). Estos resuitados permiten
afirmar que en esta etapa se deben preferir los medios de consistencia semi-sélida sobre los

liquidos para obtener aitas tasas de proliferacién con el minimo riesgo de variabilidad.
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En la produccién comercial in vitro de semilla el efecto que producen los reguladores
de crecimiento y consistencia de los medios de cultivo sobre los explantes puede ser
manipulado, de tal forma que es posible, segin Pérez & Orellana (1989a), inducir el
ahijamiento y/o acondicionamiento del explante para su establecimiento en viveros, en
funcién del propdsito que se requiera.

Una serie de investigadores y productores comerciales de semilla de musiceas
(Sandoval, 1985; Maitelle & Foncelle, 1988; Smith, 1988; Pérez & Orellana, 1989a y 1989b)
emplean medios de consistencia liquida en la etapa de establecimiento del explante, medios
de consistencia semi-sélida durante la multiplicacién o micropropagacién y en la etapa de
adaptacion (acondicionamiento fisiologico de la planta para su posterior traslado a
condiciones de campo) prefieren los medios de consistencia liquida.

Ademis, como parte de la estrategia en una producciéon comercial de bananos, debe
considerarse el tiempo de estancia de las plantas en condiciones in vitro. En este sentido
Pérez & Orellana (1989b), recomiendan reproducir los explantes por periodos no mayores
a los 10 sub-cultivos 0 en su defecto obtener como maximo entre 1 000 y 16 000 hijos a
partir de una misma yema inicial.

Si tomamos como base lo anteriormente planteado, y pretendiendo hacer una
proyeccion de la produccion potenciai del clon de banano Enano Ecuatoriane, con los
resultados obtenidos en los dos mejores tratamientos (6-S y 2-S), se podria llegar a producir
potencialmente al final de diez sub-cultivos 480 858 y
365 615 hijos por explante inicial respectivamente. No obstante, este mimero de hijos

refleja el potencial tedrico de las plantas micropropagadas en dichos tratamientos y no debe
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pretenderse llegar a éstos niveles de produccién si se considera el riesgo de aparicién de

variabilidad somaclonal.

Cuando se requiere producir grandes cantidades de plintulas, en vez de obtener
altos voliimenes de plantas a partir de un mismo explante inicial, lo correcto seria obtener
ese mismo nimero final de plantas partiendo de un mimere mayor de explantes iniciales,
pudiéndose incluso reducir el mimero de sub-cultivos y permanencia de las plantas in vitro.

De acuerdo a lo expresado por Rodriguez ef al. (1987), en relacidn a la coexistencia
de plantas con diferente capacidad organogenética en un mismo sub-cultivo, y en base a los
resultados obtenidos en este estudio, seria recomendable emplear en la rutina de
propagacién comercial solo las plantas hijos y nietos como reproductoras, aunque al final
del procese (10™ sub-cultivo,) la proliféracién total seria disminuida. Sin embargo, como
resultado de esta seleccidn, las plantas que fueron madres en sub-cultivos anteriores
podrian pasar a medios especiales para su enraizamiento y posterior acondicionamiento,
permitiendo su retiro de los medios in vitro y finalmente el traslado a condiciones de campo.

La propagacion clonal masiva del banano mediante la técnica de micropropagacién,
ademds de incrementar el mimero de hijos obtenidos por otros métodos, tiene otros
atractivos como es la produccién de material estéril, el corto periodo de tiempo que se
necesita para su multiplicacién y su potencial como fuente continua de material juvenil
(Sandoval et al., 1991).

La micropropagacion ofrece un gran potencial para la conservacién a largo plazo

del germoplasma de banano en forma clonal mediante el manejo del material y del
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ambiente, ofreciendo muchas ventajas, como son el que necesita poco espacio, se mantiene
la calidad genética y por ltimo, las posibilidades de contaminacién son pocas; sin embargo
es necesario realizar estudios posteriores que definan los requerimientos en cuanto a medios
nutritivos, condiciones como temperatura, humedad, luz, etc. y periodos para el traslado

del material a medios frescos.
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CONCLUSIONES

En la etapa de establecimiento del explante los principales problemas que afectaron

la adaptacion a los medios de cultivo estéril fueron la contaminacién por bacterias

y hongos, la fenolizacién y muerte del explante por falta de adaptacién,

No se encontrd relacion entre el midmero de hijos y el nimero de sub-cultivos
estudiados. El nimero de hijos por explante varié en dependencia de Ia capacidad

organogenética del material establecido.

La consistencia del medio de cultivo es un factor de mucha importancia en la
produccién de plantas in vitro, los medios de consistencia semi-sélida indujeron un

mayor ahijamiento.

Las combinaciones de reguladores de crecimiento de 1 mg/l AIA + 10 mg/l 6-BAP
y 0 mg/l AIA + 7 mg/l 6-BAP en un medio de cultivo semi-sélido, fueron los que
presentaron las mayores tasas de proliferacion de brotes o hijos al final de los tres
sub-cultivos con tasas de proliferacién de 3.7 y 3.6 hijos/explante respectivamente.

Altas concentraciones de 6-BAP (10 mg/l) y medios de cultivo de consistencia liquida

mostraron influencia sobre la induccién de multiyemas. Los niveles de 5y 7 mg/l
de 6-BAP solo estimularon la formacién de muitiyemas ceando actuaron en conjunto

con el AIA.

Los medios de cultivo de consistencia liquida favorecieron la formacién y

alargamiento de raices, asi como aumentaron la altura y peso de los explantes.
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7.» El nimero de hijos total obtenidos al final de los tres sub-cultivos en todos los

tratamientos estudiados supera ampliamente la tasa que de ordinario se obtiene por
el método de propagacidn tradicional y acelerado del banano Enano Ecuatoriano.
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1.»
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4.»

RECOMENDACIONES

Emplear Ia técnica de micropropagacion in vifro para la reproeducciéon masiva de
material vegetativo (semilla) del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA) en

Nicaragua, considerando los resultados obtenidos en el presente estudio.

Para la micropropagacién in vitro del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA),

se recomienda el empleo de concentraciones de 6-BAP de 7 mg/l 0 menores, y el uso
de medios de consistencia semi-sélidos, sin la adicién de AIA cuando el propdsito sea

Ia multiplicacion de los explantes.

Los medios de cultivo de consistencia liquida deberdn emplearse tanto en la etapa

de establecimiento de los explantes asi como durante el acondicionamiento de los

mismos para su traslado a condiciones ambientales normales.

Para trabajos de propagacién comercial no se recomienda el uso de medios de
cultivo que generen altas tasas de proliferacién, ni mantener los explantes en cultivo

durante largos periodos.

Estudiar el comportamiento en el campo de las plantas obtenidas in vifro.

Seria de mucho interés el micropropagar y evaluar en condiciones de campo las
piantas obtenidas a partir de multiyemas para estudiar su comportamiento y

definir su  utilidad en estudios de mejoramiento genético.

Continuar el estudio de la micropropagacion con diferentes clones de plitano y
banano a fin de perfeccionar la técnica en la preduccion masiva de los principales

clones de Musa sp cultivados en Nicaragua.
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8.» Presentar a los productores bananeros los resultados de esta y otras investigaciones

relacionadas con la micropropagacién de clones de banano con el objetivo de

coadyuvar a la modernizacion de la agricultura en Nicaragua.
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ANEXO I

Tabla 4. Valores promedios obtenidos para las variables en estudio durante el primer sub-cultivo in vitro
del clon de Banano Enano Ecuatoriano (AAA).

e —
Sub-cultivo I |
| Trata- ,
| miento Nimero de | Altura Peso Nimero de Longitud de Presencia |
| hijos (mm) (mg) rafces raices (mm) | multiyemas 1
T 1-8 2.69 abc 13.56 b 1459.38 a 1.88 d 9.69 cd E
2-S 4.25 ab 1792 b 1 567.13 a 1.25 e 500 d %
{ 3-8 4.13 ab 1231 b 1 547.50 a 0.56 f 344 4d No |
1 4-S 3.63 ab 16.83 ab 1786.25 a 1.13 e 9.50 cd l
58S 3.81 ab 13.82 b 1722.50 a LL13 e 656 d se
] 6-S 4.50 a 13.17 b 963.44 b 094 e 3.7 d E
1-L present6 [
i 2-L 2.81 abe 17.68 ab 845.63 b 333 ¢ 19.06 ab multiyemas |
3-L 2.49 abce 17.91 ab 1090.63 b 44 b 10.09 abc %
] 4-1. 2.50 ahc 18.14 ab 924.13 b 206 d 10.00 cd
5-L 3.00 abc 17,78 ab 1060.63 b 5.69a 31.88a
l 6-L 2.13 be 21.31 a 1 308.75 ab 419 b 21.56 ab E
| 1.55 ¢ 14.92 ab 112000 b 0.44 g 591 d {
Lw-u-——u— e T e o

Pramedios con s seinne Jetrs oo represenian diferencias sigaificativas sepin b Prochs de SNEK. ol § %.
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ANEXO I

Tabla 5. Valores promedios obtenidos para las variables en estudio durante ¢l segundo sub-cultivo in vitro

1
]
i
|
!
§;
|
i
|
|
§,
1

1-8
2-8
3-§
4-S
5-8
6-S

1-L
2-L
3-L
4-L
5-L
6-L

del clon de banano Enano Ecuatoriano (.

Sub-cultive I¥

2.90
3.68
2.38
2.25
2.25
3.19

2.38
1.41
1.98
1.94
2.00
2.25

¢ 15.46
a 16.00
d 14.10
de 18.60
de 19.82
b 16.04
d 15.12
f 19.64

de 19.24
e 20.99
de 20.63
de 20.57

-

I -

Peso
(mg)

668.25 «¢d
51438 4
463.75 d
817.31 abed
796.25 bed
752.50 bed

591.28 cod
741.81 bed
115225 ab
1 935,19 abe
868.75 abcd
1 240.00 a

Nimero de

258 b
1.7 cde
1.21 e
1.33 de
2.6 bed
1.50 de

2.22 be
2.00 bed
0.56 £
3.13 a
263 b
2.00 bed

Promiedios com I eisomn leirs ae reprevenion difcrencias sipnilicatives esimlisticamenie, scpin In Prucha de SNE. o § %.

13,75 be
688 ¢
563 ¢
767 ¢
9.06 ¢
469 ¢

28.88 ab
35.20 a
4.69 ¢
3688 a
30.63 ab
23,75 abc

i 2-L= 0.258

Presencia
multivema

3-8= 0.75
4-S= 0.69

3-L= 1.00
4-L= 0.31
5-L=0.25
6-L= 2.06
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ANEXO Il

Tabla 6. Valores promedios obtenidos para las variables en estudio durante el tercer sub-cultivo in vitro
del clon de banano Enano Ecuatoriano (AAA).

i Sub-cultive HI !
:, Trata- _ i
: miento Niimero de Altura (mm) Peso Nimero de Longitud Presencia |
i hijos (mg) raices de raices multiyema !
1.8 2.75 cde 20.83 ab 744.00 a 1.56 e 8.13 de
| 2-S 2.88 cde 10.08 b 782.50 a 338 ¢ 11.41  de E
| 38 3.73 de 18.99 ab 1039.06 a 075 f 594 e 3-8=0.06 |
‘ 4-S 238 e 17.40 ab 865.25 a 200 e 9.06 de 48=031 |
58 2.75 cde 19.47 ab 946.25 a 2.56 d 11.88  de 5-5= 0.06 |
| 65 3.40 b 14.72 ab 690.00 a 0.63 f 219 e |
i 1-L 2.69 de 13.67 ab 1093.13 a 5.56 a 35.00 a ’
| 2L 3.19 bed 18.35 ab 1536.25 a 5.63 a 40.31 a 2-L= 0.06

| 3-L 244 e 22,06 a 1700.63 a 438 b 25.63 be 3L= 106 |
! 4-L 3.33 be 15.72 ab 1588.13 a 375 ¢ 20.00 cod 4-L= 0.19 |
| 5L 3.81a 16.86 ab 1795.63 a 519 a 27.50 bc3.13 | 5L=0.75 |
| 6L 257 e 1546 ab  |1247.06 a  |1.00 ¢ |
T N 1 |

Promedios con ia misnas letra no representan diferencias significativas estadisticumente, segiin ls Pruchs de S.N.K. 215 %,
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