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RESUMEN

El estudio se realizé en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Nacional Agraria de
marzo 2014 - junio de 2015. Se evalud el efecto del AIA y del BAP en el establecimiento del
platano cv CEMSA %4, la respuesta de los tejidos a los medios de cultivo de consistencia semi-
solida en tres subcultivos sucesivos en la multiplicacion y la produccion de brotes axilares por
efecto de la siembra de 30, 35, 40, 45 y 50 tejidos por BEIT. Se evalud el efecto del AIA y de los
BEIT en la induccion de raices. Los datos de establecimiento se analizaron en tablas
porcentuales, en las fases de multiplicacion y enraizamiento el disefio bloques completos al azar
y se determinaron los mejores tratamientos mediante el comportamiento estadistico de las
medias mediante el analisis de Duncan y Waller. Los apices respondieron favorablemente
cuando se adicionaron concentraciones entre 0.50 y 1 mg I de AIA o el suministro de 1 mg I
de BAP, la produccion de fenoles se relaciono con el genotipo. Las mayores medias de brotacion
axilar en el tercer subcultivo cuando se agregé 3 mg I* de BAP con o sin adicién de AIA. Con
densidades de siembra de 30, 40, 45 y 50 yemas axilares por BEIT no se registraron diferencias
significativas en el nimero de brotes axilares. La longitud del pseudotallo, el nimero de hojas y
el ndmero de raices respondieron favorablemente a las sales de MS enriquecidas con
concentraciones de 0.25, 0.50 6 0.75 mg I"* de AIA.

Palabras claves: MS, Platano, Micropropagacion, BEIT, AIA, BAP.
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ABSTRACT

The study was conducted in the laboratory of tissue culture of the National Agrarian University in
march 2014 - june 2015. Were assessed the effect of the AIA and BAP in the establishment of the
banana cv CEMSA ¥, the tissue response to the culture media of semi-solid consistency in three
successive subcultures on the multiplication and the production of axillary buds by effect of the
planting of 30, 35, 40, 45 and 50 fabrics by BEIT. Were assessed the effect of the AIA and the
BEIT in the induction of roots. Establishment data were analyzed in percentage tables, in phases
of multiplication and rooting design complete block random and determined the best treatments
by the statistical behavior of the tights through the analysis of Duncan and Waller. Apices
responded favorably when they were added concentrations between 0.50 and 1 mg I™* of AIA or
supply of 1 mg I of BAP, phenol production related to the genotype. Major averages axillary
bud in the third subculture when it was added 3 mg I'* mg I of BAP with or without addition of
AlA. With stocking densities of 30, 40, 45 and 50 axillary buds by BEIT there were no
significant differences in the number of axillary shoots. The length of the pseudostem, leaf
number and number of roots responded favorably to MS salts enriched with concentrations of
0.25, 0.50 or 0.75 mg I"* of AIA.

Key words: MS, Plantain, Micropropagation, BEIT, AIA, BAP.
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I. INTRODUCCION
El platano (Musa spp.) es una fruta tropical originada en el suroeste asiatico, perteneciente a la
familia de las musaceas. Es un hibrido triploide de Musa acuminata y Musa balbisiana
(Simmonds, 1962). FAO (2000) plantea que el platano se cultivaba en el sur de la India alrededor
del siglo V antes de Cristo. Fue introducido posiblemente en Africa del este y oeste, entre los
afios 1,000 y 1,500 de la era cristiana. Finalmente lleg6 al Caribe y Latinoamérica, poco después

del descubrimiento del continente.

Segun CENAGRO (2011) el cultivo de las musaceas en Nicaragua se calcula en unas 54,075.9
ha. Del total de hectareas a nivel nacional 17. 53 % se cultiva en el departamento de Rivas
(9,484.3 ha), 14,76 % en la RAAS (8,163.8 ha) y 14,31 % en la RAAN (7,917.9 ha). Segun
Masis, Macotto, 2009; citado por MIFIC, 2012, Nicaragua realiza la mayor parte de las
exportaciones a El Salvador, Honduras y Costa Rica y solo una minima parte es exportado a los

Estados Unidos.

Los cultivadores de platano establecen el cultivo con semilla de origen y calidad desconocida,
generalmente a partir del intercambio de semilla sin tomar en cuenta los procesos necesarios de
seleccion y multiplicacién. Esto ha favorecido a que las plantaciones de platano estén
conformadas por mezclas de plantas de diferentes calidades y ademas sean fuente de
diseminacion de plagas y enfermedades transmitidas a través del material de siembra como el
picudo negro del platano (Cosmopolites sordidus Germ) y el nematodo (Rhadopholus similis)
(Aguilar et al., 2004).

La micropropagacion facilita transferir al campo material mas sano, libre de plagas y
enfermedades, disponer de material de siembra en cualquier época del afio, multiplicar
aceleradamente genotipos deseables, transportar facilmente los propagulos, uniformar las
plantaciones, obtener cosechas mas precoces y mayores producciones (Sandoval, 2001; citado

por Chavarria y Lépez, 2010).



Aguilar (2014) aduce que aunque los beneficios por el uso de plantas obtenidas por la técnica de
micropropagacion superan a los métodos tradicionales de propagacion, la micropropagacion
tradicional tiene una serie de limitantes en relacion a la produccion de plantas en biorreactores
entre las que se destacan: 1) los procesos de produccion demandan de mucho trabajo, 2) el alto
costo del agar producto para gelificar los medios de cultivo, 3) el requerimiento de gran cantidad
de cristaleria, 4) el establecimiento y mantenimiento de grandes superficies de trabajo y para el

almacenamiento de plantas

Las ventajas de los sistemas de inmersion en medio liquido sobre la micropropagacion tradicional
parecen ser el resultado de las condiciones fisicas creadas en el recipiente de cultivo como son:
aporte mas eficiente de los elementos nutritivos, minima interrupcion del intercambio de gases
entre el explante o embridn y la atmosfera, no hay acumulacion excesiva de gases nocivos para
los tejidos y la dispersion de los tejidos por efecto del flujo de aire en recipiente (Pérez et al.,
1998).

En los ultimos afios se han desarrollado investigaciones sobre la automatizacion en la
propagacién de plantas, que incluyen el disefio de nuevos sistemas para la micropropagacion, ya
que reducen el costo por explantes, permiten una mayor optimizacion biologica por los altos
coeficientes de multiplicacion que se obtienen y un mejor comportamiento de las vitroplantas ex

vitro por mayor metabolismo autotrofico durante la fase in vitro (Aitcken-Christie et al., 1995).

El empleo de los Biorreactores Econdmicos de Inmersién Temporal (BEIT) desarrollado en la
Universidad Nacional Agraria (UNA) para la produccion de masiva de plantas in vitro de
diferentes especies, demuestra que es posible reducir el tiempo y el costo de produccion, y
contribuye a pequefia escala de produccién a la mejora de la calidad genética y fitosanitaria de los

cultivos en diferentes regiones de Nicaragua

En el presente estudio se empled el sistema de micropropagacion tradicional y BEIT. Se evaluo el
efecto de dos reguladores de crecimiento (AIA y 6-BAP) para la micropropagacion de platano cv
CEMSA % en las fases de establecimiento, multiplicacién y enraizamiento con el objetivo de
definir las concentraciones adecuadas de los reguladores de crecimiento que permitieron obtener

un mayor coeficiente de multiplicacion.



1. OBJETIVOS
General
Evaluar el efecto de diferentes factores en el coeficiente de multiplicacion en condiciones de

micropropagacion tradicional y de BEIT en el platano cv CEMSA ..
Especificos
Determinar las mejores concentraciones de los reguladores de crecimiento en las diferentes fases

de la micropropagacion tradicional y BEIT.

Definir el nimero de brotes axilares que permiten mayor coeficiente de multiplicacion en BEIT,



I1l. MATERIALES Y METODOS
3.1. Localizacién del experimento

La produccion in vitro de plantas de platano cv CEMSA % se realizé en el laboratorio de cultivo
de tejidos vegetales de la Facultad de Agronomia de la UNA, ubicado en el km. 12 % carretera

Norte, Managua. El estudio se realizé en el periodo comprendido marzo 2014-junio 2015.

3.2. Esterilizacion de materiales y equipos

En el lavado de la cristaleria se utilizé hipoclorito de sodio (NaClO3) al 1% durante 24 horas,
después se realiz6 un enjuague con agua Y detergente, posteriormente se dejaron escurrir durante
2 horas para eliminar los residuos de agua. Previo a la siembra in vitro de los tejidos, los medios
de cultivo se esterilizaron en autoclave a 120 °C a una atmosfera de presion durante 15 minutos;
los beaker, platos petri, las pinzas y las hojas con los escalpelos se esterilizaron en un horno a
temperaturas de 170 °C durante 1 hora. Antes de efectuar la siembra de los tejidos en los tubos de
ensayo, se procedié a desinfestar la camara de flujo laminar con alcohol al 90%, posteriormente
se expuso a luz ultravioleta durante 30 minutos. A las diferentes variantes de medios de cultivo se
les adicionaron 2.5 mg I* del agente gelificante Phytagel, como sustancia antioxidante se

agregaron 100 mg I"* de &cido citrico y como fuente de carbono se suministraron 30 mg I™* de

sacarosa.
3.3. Fase de establecimiento
3.3.1L Seleccion del material vegetativo

El material vegetativo se obtuvo de plantas seleccionadas con produccion de 50 dedos por racimo
y que presentaron buenas condiciones fitosanitarias, los cormos se extrajeron de la finca del Sr.
Gilberto Rodriguez Espinoza, ubicada en el municipio Tola departamento de Rivas.
Posteriormente se cortaron segmentos de los cormos madres conteniendo un apice como se
describe en la metodologia de multiplicacion de platano a través de la Técnica de Reproduccién
Acelerada (TRAS) descrita por Aguilar y Reyes (2004).

Los segmentos de cormo se sembraron en canteros usando como sustrato arena construccion

previamente desinfectada con agua hervida.



3.3.2. Preparacion y desinfeccion del material vegetativo

Cuando los pseudotallos que brotaron de las yemas axilares alcanzaron longitudes de entre 15 y
25 cm, se procedio a separarlos a partir de la base con cuchillo, procurando no causar dafios en la
seccion de tejidos donde se encuentran los apices caulinares. Posteriormente los explantes se

redujeron a un tamafio aproximado entre los 4 y 5 cm de longitud y de 2 a 3 cm de ancho (Figura

Figura 1. lzquierda: rebrotes de segmentos de cormo madre. Centro: fases de reduccion del
tamafio del &pice caulinar. Derecha: dimension de apice caulinar previo a la
desinfeccion en la fase de establecimiento.

Los explantes se colocaron en un recipiente que se cubrié con malla plastica para asegurar que
permanecieran dentro y para desprender los residuos de polvo y otras impurezas, ademas de
lavarlos con agua del grifo, se agregaron cuatro gotas de surfactante tween 20 proceso que durd
20 minutos. Después los explantes se llevaron a la camara de flujo laminar para realizarles la

primera desinfeccién con NaClOs al 2% durante 5 minutos.

Finalizada la desinfeccion de los tejidos, se efectuaron tres enjuagues sucesivos con agua estéril
para eliminar los residuos de cloro y finalmente sobre platos Petri se redujeron los apices

caulinares hasta 0.5 cm.

4

e

Figura 2. lzquierda: desinfeccion de &pices caulinares. Centro: &pices de 0.5 cm.
Derecha: apices establecidos en tubos de ensayo.



3.3.3. Siembra del material vegetativo

Los explantes se sembraron individualmente en tubos de ensayo de 15 cm de longitud y 1.5 cm
de diametro, se adicionaron a cada tubo de 10 ml de medio de cultivo de consistencia semi-
solida, posterior a la siembra de los explantes se trasladaron al cuarto de crecimiento bajo
condiciones de 27 + 3 °C y exposicion a luz natural. A los 30 dias después del establecimiento de

los apices caulinares, se procedi6 a efectuar la evaluacion.

3.3.4. Medios de cultivo

En la fase de establecimiento se evaluo el efecto de seis variantes de medios de cultivo con
diferentes concentraciones de las hormonas de AIA y BAP en el crecimiento y formacion de
plantas, estas variantes de medios de cultivo fueron estudiadas por Caldera y Lopez (2002) en el

cultivar de platano Enano (Cuadro 1).

Cuadrol. Variantes del medio de cultivo en la fase de establecimiento
in vitro de &pices de platano (Musa AAB) cv CEMSA ..

Variantes del medio AIA (mgl?)  **BAP (mg I

MS (1962)
1 0.0 0.0
2 05 0.0
3 1.0 0.0
4 05 1.0
5 1.0 1.0
6 0.0 1.0

* Acido indolacético, ** bencil amino purina,
MS= Murashige y Skoog.

3.4. Fase de multiplicacion

3.4.1. Definicion de mejor medio de cultivo de consistencia semi-sélida.

Se defini6 el mejor medio de cultivo en estado semi-sélido en tres subcultivos sucesivos en base
al mejor promedio de brotes axilares producidos por planta y a variables fisiologicas. En el

Cuadro 2, se presentan las siete variantes de medio de cultivo.



Cuadro 2.  Variantes de medio de cultivo en la fase de multiplicacion in
vitro de platano (Musa AAB) cv CEMSA %..

Variantes de medio Reguladores de crecimiento
MS (1962) BAP (mg 1) AlA (mg I
0 0.00
0.00
0.25
0.00
0.25
0.00
0.25

~N o ok w DN
W W NN -

3.4.2. Efecto del nUmero de brotes axilares por BEIT en el ahijamiento

La variante de medio de cultivo que contenia 3 mg I"* de BAP con 0.25 mg I indujo la mayor
brotacion axilar del experimento referido en el acapite 4.4.1. Posteriormente con hojas de
escalpelos se separaron brotes axilares de las plantas formadas hasta reducir los pseudotallos a
una longitud aproximada de 1 cm. En cada uno de los tres BEIT de 1000 ml se sembr6 30, 35, 40,
45 y 50 yemas axilares, en la figura 3 se presenta el modelo de BEIT.

Figura 3. BEIT de 1000 ml con plantas
de Platano cv CEMSA % en la
fase de reproduccion.



En este experimento se realiz6 una inmersion temporal de 3 minutos cada 24 horas.

3.5. Fase de enraizamiento

En la fase de multiplicacion se estudio el efecto que produce en el crecimiento de las plantas y en
la produccion de raices cinco variantes de medios de cultivo que contenian cuatro
concentraciones de AIA (0.25, 0.50, 0.75 y 1 mg I'") y el testigo que no se le adicioné AIA. Se
sembraron 30 plantas por BEIT y se suministraron 250 ml de medios de cultivo a cada BEIT, se
realizd una inmersion temporal de 2 minutos cada 24 horas. En el Cuadro 3 se presentan las

variantes de medios de cultivo en la fase de enraizamiento.

Cuadro 3. Variantes de medios de cultivo en la fase de

enraizamiento in vitro de platano (Musa AAB) cv CEMSA 3.
Regulador de crecimiento

Variantes del medio

MS (1962) AlA
(mg 1)
1 0.0
2 0.25
3 0.50
4 0.75
5 1.0
3.6. Disefio experimental y analisis estadistico
3.6.1. Fase de establecimiento

Se establecié un apice caulinar por tubo de ensayo con 25 apices por variante de medio de
cultivo. Los apices en crecimiento activo se consideran aquellos que presentaban coloracién
verde con abultamiento o desprendimiento de primordios de hojas. Para el analisis de los datos no
paramétricos se utilizaron tablas porcentuales. La evaluacion se realizo a los 30 dias después de
establecidos.

3.6.1.1. Variables evaluadas

a. Grado de fenolizacion (leve, medio y alto)
b. Porcentaje de contaminacion

C. Apices en crecimiento

d. Porcentaje de plantas formadas



3.6.2. Fase de multiplicacion

3.6.2.1. Medio de cultivo de consistencia semi-sélida en tres subcultivos sucesivos

A los datos de las variables evaluadas en los tres subcultivos se les practicé el analisis estadistico
correspondiente de forma separada. Cada unidad experimental se constituyd con 25 plantas
(cinco frascos) por cada variante de medios de cultivo y en cada frasco se sembraron cinco
plantas. Se utiliz6 un disefio de blogues completos al azar (BCA) con arreglo unifactorial y cada

bloque consistié de 5 frascos.

Para el anélisis estadistico se realizo el andlisis de varianza (ANDEVA) y para determinar las
diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizo la prueba de rangos multiples de Duncan
y Waller oo = 0.05. Los datos fueron procesados y analizados en paquetes estadisticos con

Statistical Analysis System (SAS) version 15.

3.6.2.1.1. Variables evaluadas
a. Numero de brotes
b. Longitud del brote principal
c. Numero de hojas por planta

3.6.2.2. Efecto del nimero de brotes axilares por BEIT
Para conocer el efecto del namero de plantas por BEIT en el coeficiente de multiplicacion, se
efectud un andlisis de varianza y la prueba de rangos maltiples de Duncan y Waller oo = 0.05 y un

disefio de BCA con arreglo unifactorial.

.6.2.2.1.  Variables evaluadas
Las variables evaluadas fueron similares a las definidas para el experimento del acapite 4.6.2.1.1.

3.6.3. Fase de enraizamiento

Para el estudio se utilizaron BEIT de 1000 ml y se adicionaron 250 ml de medio de cultivo en
cada BEIT por cada una de las cinco variantes de medio de cultivo. En el experimento se utilizd
un disefio de BCA con arreglo unifactorial, donde cada bloque lo conformaron tres BEIT

conteniendo cada uno 30 brotes axilares. Las evaluaciones de las variables se realizaron a los 30



dias después de la siembra. Se realiz6 un ANDEVA vy se determin0 la mejor variante de medio de

cultivo mediante la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller con 0=0.05

3.6.3.1.

a)
b)
c)
d)

Variables evaluadas
Longitud del brote principal
NUmero de hojas por planta
NUmero de raices por planta

Numero de brotes por planta
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Fase de establecimiento
4.1.1. Fenolizacion de los apices caulinares
El establecimiento in vitro de tejidos vegetales de algunas especies de plantas, esta en gran
medida limitado por la presencia de oscurecimientos letales en los explantes y en el medio de
cultivo. Esto constituye uno de los problemas mas serios y frecuentes, desde el inicio y durante el

mantenimiento de un tejido cultivado in vitro (Pérez, 1998).

Villalobos y Garcia (1982), citados por Jiménez (1998), plantean que el tamafio del explante es
un factor importante que influye en la desinfeccidn y regeneracion de plantas a medida que el
explante es mas pequefio, menor es riesgo de contaminacion y mas dificil la regeneracion,
mientras con el aumento del tamarfio del explante mayor es el peligro de contaminacion y mas

répido el crecimiento y la regeneracion.

A los 30 dias del establecimiento los apices emitieron fenoles. En el medio de cultivo con 1 mg I’
! de AIA no se present6 el nivel de fenolizacion leve, mientras que el nivel medio fue el medio de
cultivo que menos afectd los pices con 20%. La fenolizacion leve se presentdé con mayores
porcentajes en el medio de cultivo que no contenian reguladores de crecimiento y en el medio
que se le agregé 1 mg I™* de BAP con promedios respectivos de 24 y 20%. El medio de cultivo
MS + 1 mg I"* de BAP y 0.5 mg I™* de AIA los apices produjeron el mayor porcentaje del nivel
medio de fenoles (64%) y en el medio con 1 mg I de AIA indujo el nivel alto de fenolizacién
(80%). En la figura 4 se observan los niveles leve, medio y alto de fenolizacién en apices.

Figura 4. Niveles de Fenolizacion de apices de
platano CEMSA %. A: Leve. B: Medio.
C: Alto.
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La fenolizacion se present6 en los tejidos en menor o mayor incidencia, independientemente del
contenido de reguladores de crecimiento en las variantes de medios de cultivo y del &cido citrico
que también se agregd como sustancia antioxidante. Los resultados de fenolizacion en los apices

se presentan en el Cuadro 4.

A pesar de que en el estudio se presentaron niveles altos de fenolizacidn estos no afectaron el
crecimiento de los apices debido a que el corte se realizd a las cuatro semanas por lo tanto la
presencia de los fenoles no se convirtieron en una limitante para la absorcion de las sales de MS+

los reguladores de crecimiento por parte de los tejidos.

Cuadro 4. Variantes de medios de cultivo en el grado de fenolizacién, porcentaje de
contaminacion y apices en crecimiento a los 30 dias de establecidos.

Variantes =~ Reguladores Apices en Apices
de Medios de Fenolizacion crecimiento | Contaminadas
de cultivo crecimiento %
BAP AIA (%) (%)
(mgl™t) Leve Media @ Alta

1 0.0 0.0 24 52 24 72 52

2 0.0 0.5 0 24 76 88 28

3 0.0 1.0 0 20 80 84 28

4 1.0 0.5 0 64 36 20 24

5 1.0 1.0 4 52 44 60 28

6 1.0 0.0 20 48 32 88 24

La oxidacion de fenoles que son liberados a través de los cortes de los tejidos en los explantes, lo
cual conduce a la produccion de una sustancia fitotoxica de color debido a la presencia activa del
oxigeno y otros compuestos oxidativos oscuro (Preece y Sutter, 1991). Muchos autores han
notado que tejidos café y necrosados no necesariamente son dafinos para la morfogenesis. Segun
Jiménez (1998), las oxidaciones fenolicas pueden construir un serio problema en el
establecimiento y supervivencia de meristemos y apices. Los fenoles son productos
extremadamente labiles que se oxidan con gran facilidad. Estos productos oxidados pueden ser
fitotoxicos y a la vez pueden incrementar los procesos de oxidacion debido a que después de

oxidados se convierten a la vez en fuertes agentes oxidantes.
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Chavarria y Lopez (2010) reportan que los porcentajes de fenolizacion mostrados por los apices
del cultivar de platano Cuerno Gigante, estan en dependencia de la procedencia del material
empleado en la fase de establecimiento y aducen que la presencia de fenoles en los apices
establecidos es mayor cuando éstos se obtienen de cormos extraidos de plantas madres que se
encuentran en las plantaciones. Jiménez (1997), plantea que el grado de fenolizacién de los
tejidos esta en dependencia del genotipo, resultando muy severos en géneros que naturalmente

contienen niveles de taninos y otros hidroxi-fenoles como ocurre en platano y banano.

4.1.2. Apices en crecimiento

A excepcion del medio de cultivo que contenia 1 mg I de BAP y 0.50 mg I"* AIA que registré
20% de apices en crecimiento, los demés medios de cultivo registraron 60- 88 % de apices en
crecimiento. Los apices del platano cv CEMSA % respondieron favorablemente cuando se
adicionaron concentraciones entre 0.50 y 1 mg I de AIA 0 1 mg I de BAP, como se aprecia en
el cuadro 4. Esta respuesta es evidente considerando que Chavarria y Lopez en el establecimiento
de platano Cuerno Gigante lograron los mejores porcentajes de apices en crecimiento en los
medios que contenfan 1 mg I* de AIA y 1 mg I* de BAP y en el que no se adicionaron
reguladores de crecimiento. Barcel6 et al., (1995) y Torres y Vazquez (1995) afirman que en los
apices, la citoquinina enddgena es muy baja porque se sintetiza en las raices, de manera que la
adicion exogena de la misma en los medios de cultivo durante el establecimiento es esencial para
el proceso de division celular, facilitando la citocinesis. En la figura 5 se aprecia un apice de

platano cv CEMSA ¥4 en proceso de crecimiento.

Figura 5. Apice de
platano cv CEMSA ¥,
en crecimiento
13



4.1.3. Contaminacion

Una préactica alternativa para disminuir la pérdida de tejidos en la fase de establecimiento en
platanos y bananos es emplear brotes procedentes de secciones de cormos pre-germinados en un
sustrato estéril, que después de ser desinfectado quimicamente favorecen la sobrevivencia in vitro
de los apices, ademéas reducen a la mitad el tiempo requerido para su establecimiento y
disminuyen notablemente el nimero de apices contaminados (Orellana, 1994).

En el presente estudio los cormos provenian de plantas madres que se sembraron en canteros, los
explantes no presentaron afectaciones por hongos pero si por la bacteria identificada mediante
pruebas morfoldgicas y bioquimicas como Sarcina flava. En los medios de cultivo que se
adiciono solo un regulador de crecimiento (AIA o BAP) o los dos combinados, los apices fueron
afectados en porcentajes entre el 24 y 28%; Unicamente en el medio de cultivo que no contenia

reguladores de crecimiento el porcentaje de contaminacion por la bacteria fue superior al 50%.

La contaminacion microbiana es uno de los problemas mas graves en la micropropagacion de
especies vegetales a nivel mundial, produce cuantiosas pérdidas de material, tanto en los trabajos
de investigacibn como en la micropropagacion comercial. Puede tener dos origenes: a)
microorganismos que colonizan la superficie o el interior del explante (endofitos) y b)
microorganismos introducidos durante la manipulacion en el laboratorio Debergh et al., 1991;

citados por Hernandez y Gonzales (2010).

Mroginski y Roca (1991) destacan que en la fase de establecimiento es indispensable evitar la
contaminacion de microorganismos, debido a que afectan a los explantes retrasando su desarrollo
al competir con ellos o bien por modificaciones que pueden generar en el medio que inciden

negativamente en la sobrevivencia y desarrollo de los apices.
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4.2. Fase de multiplicacion

4.2.1 Efecto de los medios de cultivos en la produccion de brotes axilares, nUmero de
hojas y longitud del brote en tres subcultivos.

Jiménez (1998) plantea que el balance entre auxinas y citoquininas es determinante en el

coeficiente de multiplicacion, si se logra un balance adecuado entre ellas es posible alcanzar altas

tazas de proliferacion con lo que aumenta la efectividad de la micropropagacion, sin embargo es

necesario tener cuidado en este aspecto ya que con el empleo de altas concentraciones de

citoquininas en el medio de cultivo, pueden ocurrir la formacion de multiyemas.

En el aspecto econdémico es importante incrementar el coeficiente de multiplicacion en la
propagacion in vitro de platano porque disminuyen hasta en un 10% los costos de produccion
(Pérez, 1998).

4.2.1.1.  Primer subcultivo

En la prueba de comparacion de medias del nimero de brotes no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre las variantes que se agregaron concentraciones de BAP de 1,2y 3
mg I con o sin la adicién de AIA, pero si se registraron diferencias estadisticas entre el nimero
de brotes producidos en los medios que se adicionaron 2 mg I* de BAP con 0 0 0.25 mg I de
AlA (1.23 y 1.20 brotes axilares respectivamente) y la media obtenida en el medio que no se

agregaron reguladores de crecimiento (0.50 brotes) (Cuadro 5).

En ndmero de hojas que se produjeron en los medios de cultivo que no contenian reguladores de
crecimiento y al que se le suministraron 2 mg I'* de BAP las medias respectivas de 3 y 2.40 hojas
por planta resultaron iguales estadisticamente. No se registraron diferencias significativas cuando
se suministré a los medios de cultivo BAP en concentraciones de 1, 2 y 3 mg I™* con o sin la
adicion de AlA. (Cuadro 5).

En el medio de cultivo utilizado como testigo en la variable de longitud del pseudotallo se

presento la mejor media que superd estadisticamente a las medias obtenidas en las otras variantes

de medios de cultivo que se les adicionaron uno o dos reguladores de crecimiento (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Siete variantes de medios de cultivo durante el primer subcultivo
en el numero de brotes, hojas y longitud del pseudotallo en la fase
de multiplicacion.

Variantes BAP AlA NUmero NUmero Longitud del
de Medios de Brotes dehojas  pseudotallo
de cultivo (mg 1™ (cm)

1 0 0.00 0.50b 3.00a 1.94a

2 1 0.00 1.10 ab 2.16bc 1.07b

3 1 0.25 0.76 ab 210bc 1.28b

4 2 0.00 1.23a 240ab  1.32b

5 2 0.25 1.20a 1.76 bc  1.03b

6 3 0.00 0.96 ab 1.73bc 094D

7 3 0.25 0.64 ab 1.56 ¢ 0.92b

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

4.2.1.2. Segundo subcultivo

En los medios de cultivo que contenfan 2 mg I de BAP con 0,25 mg I de AIA y con 3 mg I
BAP la media de nimero de brotes fue significativamente superior a las medias obtenidas en las
otras variantes de medios de cultivo. En todos los medios de cultivo que se les agregd 2 6 3 mg I
de BAP con o sin AlA el nimero de brotes fue superior a 2. En el medio de cultivo sin
reguladores de crecimiento presentd la menor respuesta estadistica con una media de brotes de

0.10. Los resultados estadisticos de las tres variables evaluadas se presentan en el Cuadro 6.

En el Cuadro 6 se observa que entre las medias del nimero de hojas obtenidas en las diferentes

variantes de medios de cultivo estudiadas, no se registraron diferencias estadisticas significativas.
En el medio sin reguladores de crecimiento se presentd la mayor respuesta estadistica en la

variable longitud del pseudotallo con valor de (2.83 cm). La menor respuesta estadistica se

obtuvo en los medios que se le adicionaron 1y 2 mg I™* de BAP (Cuadro 6).
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Cuadro 6.  Siete variantes de medios de cultivo durante el segundo subcultivo en el
numero de brotes, hojas y longitud del pseudotallo en la fase de
multiplicacion.

Variantes BAP AlA NUmero Numero Longitud del
de Medios de Brotes de hojas pseudotallo
de cultivo (mg I (cm)

1 0 0.00 0.10d 2.36 a 2.89 a

2 1 0.00 150c 2.36 a 1.59¢c

3 1 0.25 150c 2.23a 1.95b

4 2 0.00 2.06 b 196 a 1.59¢c

5 2 0.25 2.26 ab 2.36 a 1.87b

6 3 0.00 2.53a 193a 1.95b

7 3 0.25 2.03Db 2.16 a 1.90b

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<=0.05.

4.2.1.3. Tercer subcultivo

Cuando se adicion6 3 mg I* de BAP + 0.25 mg I de AIA obtuvo una brotacién axilar
significativamente superior a las medias alcanzadas en las variantes de medios de cultivos que no
contenian BAP o0 AIA y a las que se les proporcionaron 1y 2 mg I'* de BAP sin AIA 0 + 0.25 mg
I* de AIA. En las variantes de medios de cultivo con 3 mg I de BAP resultaron similares

estadisticamente, como se presenta en el Cuadro 7.

Unicamente el valor de la media de nimero de hojas en la variante de medio de cultivo que
contenia 3 mg/l™ de BAP y 0,25 mg I de AIA resultd estadisticamente inferior. Entre las otras

variantes de medios de cultivos se presentaron medias similares estadisticamente (Cuadro 7).

La media de longitud del pseudotallo la variante de medio de cultivo que no contenia reguladores
de crecimiento presento el mayor resultado estadistico, con un promedio de 2.19 cm. El medio de
cultivo con 1 mg I'* de BAP y 0.25 mg I de AIA superé significativamente a las medias de

longitud de pseudotallo que se agregaron 2 'y 3 mg I™* de BAP con 0.25 de AIA (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Siete variantes de medios de cultivo durante el tercer subcultivo en el
namero de brotes, hojas y longitud del pseudotallo en la fase de
multiplicacion.

Variantes BAP AlA NUmero Numero Longitud del
de Medios de Brotes de hojas  pseudotallo
de cultivo (mg 1™ (cm)

1 0 0.00 0.56 c 2.55a 2.19a

2 1 0.00 2.20 bc 2.03ab  1.37bc

3 1 0.25 2.13 bc 2.52a 156 b

4 2 0.00 2.53 b 220ab  1.33bc

5 2 0.25 2.10 be 199ab 1.29c

6 3 0.00 3.46 ab 200ab  1.33bc

7 3 0.25 455a 1.78b 1.19c¢

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

El objetivo de la fase de multiplicacion es provocar la produccion de nuevas plantulas o
propagulos, que al ser separados sean capaces de crecer como una planta completa. La
multiplicacion puede realizarse mediante la formacion de brotes axilares, de brotes adventicios o
de embriones somaéticos, siendo la eleccion del método de gran importancia, ya que puede afectar
a la estabilidad genética de las plantas producidas (Murashige, 1974; Debergh y Maene, 1983).

Jiménez (1998) enfatiza que el balance apropiado de auxinas y citoquininas en el medio de
cultivo estd determinado por las concentraciones enddgenas presentes en el explante, las cuales

dependen de la especie y del tipo de explante.

En la fase de multiplicacion tiene especial importancia la relacion citoquinina/ auxina, que varia
dependiendo del método de multiplicacion elegido. Para la induccidn de brotes adventicios se
recomiendan concentraciones moderadas de ambas hormonas, sin embargo, para el desarrollo de
yemas axilares son necesarias altas concentraciones de citoquininas, afiadiéndose a menudo bajas
dosis de auxina, que aunque no mejoren las tasas de multiplicacién, si mejoran el crecimiento de
los brotes (Murashige, 1974; Hu y Wang, 1983).
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En el primer subcultivo el bajo nimero de brotes axilares en las siete variantes de medios de
cultivo parece estar determinado por el alto nivel de auxina enddgena que aun tienen los apices
caulinares, mecanismo fisiologico que en las plantas es conocido como dominancia apical. El
efecto de la auxina en la inhibicion de yemas axilares, también se evidencio en la variante de
medio de cultivo que no contenia reguladores de crecimiento resultando una brotacion axilar baja
en los tres subcultivos. Orellana (1998) recomienda que en especies de los géneros Musa,
Xanthosoma y especies de otros géneros que forman en su base un micro cormo o un falso tallo,
es posible hacer su seccionamiento total o parcial, asi como el decapitado con la finalidad de

inhibir la dominancia de la yema apical y propiciar el desarrollo de las pequefias yemas axilares.

Solo en el segundo subcultivo la media de brotes axilares obtenida en la variante de medio de
cultivo que contenia 2 mg I* de BAP y 0.25 mg I™* de AIA superé al comportamiento de las
medias en todas las variantes que se les adicionaron Unicamente BAP o en combinacion con AIA
en el primer subcultivo. En el experimento de multiplicacion en el tercer subcultivo cuando se
agregé 3 mgl™ de BAP con o sin adicién de AIA se logré medias de brotacién axilar de 4.55 y
3.46 respectivamente, superiores a las medias obtenidas en el primero y segundo subcultivos,
respuesta que refleja el papel que desempefia el BAP como citoquinina en el aumento de la
brotacion axilar a medida que también se incrementa el nimero de subcultivos en el platano cv
CEMSA ..

Sin embargo se debe considerar lo sefialado por Evans y Bravo (1985), quienes recomiendan que
es necesario tener cuidado en el manejo de los reguladores de crecimiento en esta fase, ya que
con el empleo continuado de altas concentraciones de citoquinina en el medio de cultivo se puede
inducir la formacién de yemas adventicias consideradas como fuente de variantes geneéticas. Por
tanto consideramos que al platano cv CEMSA 3% a partir del segundo subcultivo no es

conveniente adicionar a los medios de cultivo concentraciones de 3 mg I de BAP (Figura 5).
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Figura 6. Promedios de brotes axilares producidos en siete variantes de medios de cultivo y
tres subcultivos sucesivos en platano cv CEMSA ..

Los resultados en las medias de nimero de hojas no reflejaron una tendencia de incremento a
mayores concentraciones de BAP adicionadas a los medios de cultivo, sino que en los tres
subcultivos se obtuvo un comportamiento de las medias muy variante principalmente en los
medios que contenian reguladores de crecimiento. Los datos obtenidos reflejaron que en el
primer subcultivo se produjo una disminucion de namero de hojas en los tratamiento a los cuales
se les agrego AlA; en el segundo subcultivo no se reflejaron diferencias significativas en ninguno
de los tratamientos; sin embargo el tercer subcultivo se obtuvieron resultados similares al primer
subcultivo en el cual hay una disminucién en el namero de hojas con la adicion de AIA. (Figura
6).
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Figura 7. NUumero de hojas producidas en siete variantes de medios de cultivo y tres
subcultivos sucesivos en platano cv CEMSA ..

Unicamente en el primer subcultivo en la variante de medio de cultivo que no contenia
reguladores de crecimiento se logré un promedio de nimero de hojas de 3, respuesta que debe
estar relacionada con la cantidad de sustancias de reserva y el balance hormonal de citogquininas y

auxinas que aun contienen los brotes axilares que se separaron de los apices caulinares.

En la media de nimero de hojas por planta, no se aprecio una influencia clara de la concentracion
y tipo de regulador de crecimiento suministrados a las variantes de medios de cultivo, respuesta
que parece ser una expresion genotipica del platano cv CEMSA %, de manera que parece no ser
una variable vinculada tanto a la produccion de brotes axilares como a la longitud del pseudotallo
en las variantes de medios de cultivo utilizadas. Estos resultados no coinciden con lo afirmado
por Pierik (1990) que a concentraciones superiores de citoquininas se incrementa
significativamente el nimero de hojas por explante a lo largo del cultivo in vitro (Figura 7).
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Figura 8. Medias de longitud de pseudotallo obtenidas en siete variantes de medios de
cultivo y tres subcultivos sucesivos en platano cv CEMSA ..

Las medias de longitud de plantas obtenidas en todas las variantes de medios de cultivo en el
primer subcultivo resultaron inferiores a las medias que se presentaron en el segundo y tercer
subcultivos, este comportamiento puede estar influenciado por el balance de citoquininas y
auxinas que se agregaron a los medios de cultivo, resultando mas evidente durante el segundo
subcultivo. La mayor elongacion de micro tallos correspondio al medio que contenia una menor
concentracion de citoquininas, logrando con esto disminuir la division celular y promover la

elongacion del tejido debido a la accion de la auxina. Calderon y Baltierra et al., (1993).

4.2.2. Numero de brotes axilares por BEIT

El nimero de brotes axilares no se registraron diferencias significativas por efecto de las
densidades de siembra de plantas por BEIT. Un aspecto que se debe destacar es que las medias de
brotacion axilar en el segundo subcultivo fueron inferiores a las obtenidas con el método de
micropropagacion tradicional que emplea medios de cultivo en estado semi- sélidos y que se les
adicionaron concentraciones entre 2 y 3 mg I"* de BAP aplicado solo o combinacién con 0.25 mg
It de AIA y en todas las variantes que se suministré el BAP solo o combinacién con 0.25 mg 1™

de AIA en el tercer subcultivo. (Cuadro 8).
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Unicamente la media de ndmero de hojas que se logré con la siembra 45 tejidos por BEIT resultd
significativamente superior a la siembra de 50 tejidos por BEIT con medias respectivas de 2.63 y

1.95 hojas como se aprecia en el cuadro 8.

Con la siembra de 50 brotes axilares por BEIT la media alcanzada en longitud de pseudotallo
(2.62) resulto ser significativamente superior a las medias de longitudes de pseudotallo obtenidas

cuando se inocularon cantidades de 30, 35 y 40 brotes axilares por BEIT. (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto del volumen del BEIT en las variables numero hojas, brotes y longitud del
pseudotallo en platano cv CEMSA ¥,

NuUmero de Variables
brotes axilares  NUmero de brotes NuUmero de Hojas Longitud del
por BEIT axilares pseudotallo (cm)
30 1.33a 2.23ab 2.13c
35 1.27a 2.43 ab 2.20c
40 134a 2.26 ab 2.28 bc
45 1.23a 2.63a 2.57 ab
50 1l11la 1.95b 2.62 a

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p <= 0.05.

Con el empleo del sistema de inmersion temporal en el presente estudio no se alcanzaron los
resultados que reportan diferentes autores en el cultivo de platano, respuesta que atribuimos a que
unicamente se suministré una inmersion cada 24 horas durante tres minutos a causa de limitantes
que nos impidieron experimentar con otros factores que se consideran fundamentales para el
éxito de la inmersion temporal en el cultivo de platano. Pérez et al. (1998) recomienda que los
factores mas importantes que deben ser estudiados y que varian considerablemente de una
especie a otra y de un tejido o fase de la propagacion a otra son a) la duracién y frecuencia de las
inmersiones, con lo cual se variarian las condiciones dentro del recipiente de cultivo b)

suministro de nutrientes y atmosfera gaseosa.

Basail et al., (2011) recomiendan para la micropropagacion del cultivar INIVITPV-2011" (AAB)

por medio de la técnica de inmersion temporal un tiempo de 10 minutos de inmersion y una
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frecuencia cada 3 horas (8 inmersiones al dia), con una densidad de indculo de 60 explantes, un
volumen de 3600 ml de medio de cultivo y un tiempo de cultivo de 18 dias.

4.3. Fase de enraizamiento en BEIT

Cuando los brotes axilares crecieron en la variante de medio de cultivo que contenia las sales MS
con 0.25 mg I"* de AIA en longitud de pseudotallo se obtuvo una media de 5.58 cm que resultd
significativamente superior a las medias que se alcanzaron en las otras variantes de medios de
cultivo. La menor respuesta en longitud se logré cuando se adicioné 1 mg I de AIA. El

comportamiento de las medias se presenta en la figura 8 A.

El comportamiento estadistico de las medias de numero de hojas fue similar cuando los brotes
axilares crecieron en las variantes de medios de cultivo que no se adiciono AIA y a las que se les
proporcionaron 0.25 y 0.75 mg I de AIA. Similar a la respuesta de la variable de longitud de
pseudotallo se presentd la menor respuesta estadistica en nimero de hojas cuando se adicion6 1
mg I de AIA como se aprecia en la figura 8 B.

En la variante de medio de cultivo que se agregaron 0.75 mg I de AIA se obtuvo una media en
namero de raices de 5.21 que supero significativamente a las medias alcanzadas en las otras
variantes de medios de cultivo. La adicién de 1 mg I de AIA no favorecié el enraizamiento de
las plantas tal como se evidencid en el comportamiento estadistico de las variables longitud de
pseudotallo y nimero de hojas. EI comportamiento estadistico de las medias de nimero de raices

se presenta en la figura 8 C.
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Fase de enraizamiento
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Figura 9. Comportamiento de medias de las variables. A) Longitud de pseudotallo; B)
Numero de hojas; C) Namero de raices.

Medias con letras diferentes dentro de cada barra de la variable difieren para p <= 0.05.

La evaluacion de las variables pseudotallo, nimero de hojas y raices respondieron mejor a las
sales de MS enriquecidas con concentraciones de 0.25, 0.50 6 0.75 mg I™* de AIA, mientras que la
adicion de 1 mg I de AIA fue estadisticamente inferior en las tres variables. La fase de
enraizamiento al efectuarse en BEIT que durante el experimento se le suministrdé una inmersién
de dos minutos por dia pudo ser un factor que afectd la respuesta morfolégica cuando se agregé 1
mg I de AIA debido a las consideraciones de Hutchinson 1984 de que los medios liquidos en
agitacion aunque favorecen la rizogénesis, disminuyen la absorcion de auxinas teniendo como

resultado la vitrificacion de las plantas que afecta generalmente su aclimatacion.

Con el empleo de los BEIT no se observd que las plantas fueran afectadas en ninguna de las
variantes de medios de cultivo, debido que el sistema BEIT garantiza que los tejidos
permanezcan sobre la superficie de un soporte de consistencia suave como se observa en la figura

9 y no sumergidos en el medio de cultivo.
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Figura 10. Plantas de platano cv CEMSA % en fase de enraizamiento en las variantes de
medios de cultivo (M1, M2, M3, My y Ms).

Machakova et al., (2008), consideran que la eleccion del tipo de auxina y su concentracion

dependen entre otros factores del tipo de crecimiento o desarrollo requerido; de la tasa de toma y

transporte de la auxina aplicada en el tejido; de la inactivacion de la auxina en el medio y en el

explante; de los niveles naturales de auxina y la sintesis enddgena en el explante y de la

interaccion, si existiera, entre la auxina suministrada y las sustancias naturales endogenas.

26



V. CONCLUSIONES
En la fase de establecimiento los apices del platano cv CEMSA % respondieron cuando se

adicionaron concentraciones entre 0.50 y 1 mg I'* de AIA y el suministro de 1 mg I"* de BAP.

En el primer subcultivo se obtuvieron las mejores medias de brotes axilares en los medios de
cultivo que contenfan solamente 2 mg I de BAP o combinado con 0.25 mg I de AIA. En el
segundo subcultivo las mejores medias de brotes axilares resultaron con adiciones de 2 mg I"* de
BAP con 0.25 mg I de AIA o con solamente 3 mg I* de BAP. En el tercer subcultivo la
brotacion de yemas axilares resulté mejor con adiciones de 3 mg I™* de BAP con o sin adicién de
AlA.

En ndmero de brotes axilares no se registraron diferencias significativas por efecto de las
densidades de siembra de 30, 40, 45 y 50 brotes por BEIT, pero se observé que con la siembra de
50 brotes axilares la media de nimero de hojas fue menor y mayor alargamiento del pseudotallo

como respuesta a la competencia de las plantas por la luz dentro del BEIT.
La longitud del pseudotallo, el nimero de hojas y el numero de raices respondieron

favorablemente a las sales de MS enriquecidas con concentraciones de 0.25, 0.50 y 0.75 mg I™* de
AlA.
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VI. RECOMENDACIONES
Experimentar con distintos factores que inciden en la brotacion axilar en el sistema BEIT para

mejorar la eficiencia del sistema en la produccion masiva de platano cv CEMSA ..

Incorporar la fase de aclimatacion, con el objetivo de conocer el comportamiento y crecimiento

de las plantas in vitro en futuras plantaciones.

Estudiar el comportamiento de las plantas in vitro de platano cv CEMSA % en condiciones de

campo avaluando su manejo agronémico, el comportamiento fisioldgico y la estabilidad genética

Realizar un andlisis economico con el objetivo de determinar loa factibilidad en la produccién de

plantas in vitro del platano cv CEMSA %4
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