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RESUMEN

El estudio se realiz6 en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Nacional Agraria de
diciembre 2008 a enero 2010. En el centro experimental de FAGRO se seleccionaron hijos de
platano (Musa spp AAB) cultivar Cuerno Gigante para el estudio de los diferentes factores en las
cuatro fases de la micropropagacion. En el establecimiento se evaluo el efecto del Bencil amino
purina y Acido indolacético. En multiplicacion se estudio la respuesta de los tejidos a los medios
de cultivo, volumen del frasco, nimero de plantas por frasco y nimero de subcultivos. En la fase
de enraizamiento se evalud el efecto del AIA y sacarosa en la produccién de raices, y en la fase
de aclimatacion las correlaciones entre variables morfologicas. Los datos de establecimiento se
analizaron en Cuadros porcentuales, en las fases de multiplicacién y enraizamiento con el disefio
bloques completos al azar, se determinaron los mejores tratamientos mediante el anélisis de
Duncan y Waller. Todos los &pices establecidos segregaron fenoles y en el medio con 1 mg I-*
BAP la formacion de plantas fue del 20%. A partir del segundo subcultivo los medios que
contenian 2 mg I-! de BAP incrementaron los porcentajes de brotacién. Con 5 y 7 plantas por
frasco de 220 y 430 ml se obtuvieron los mejores promedios de brotacion axilar, longitud del
pseudotallo y de nimero de hojas. Con 7 plantas por frasco se disminuy6 en 28.93% la cantidad
de frascos y de medios de cultivo en comparacién con 5 plantas por frasco. La mejor produccién
de raices se consiguid en las sales MS con 30 g I-' de sacarosa consistencia semi-sélida. En fase
de aclimatacion el numero de raices tuvo correlacion significativa y positiva con longitud del
pseudotallo y volumen de raices, también hubo correlacion positiva y significativa entre nimero
de hojas y longitud del pseudotallo, resultando de gran importancia en la determinacion del
crecimiento y comportamiento futuro de las plantas.

Palabras claves: MS, cultivar, propagacion, in vitro, AIA, BAP.
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ABSTRACT
The study was conducted in the tissue culture laboratory of the National Agrarian University in

December 2008 to January 2010. In the experimental center children were selected FAGRO
banana (Musa spp AAB) cultivar Giant Horn for the study of different factors in the four stages
of micropropagation. The property is assessed the effect of Benzyl amino purine and indole acetic
acid. In multiplication, we studied the response of the tissue culture media, bottle volume,
number of plants per container and number of subcultures. In the rooting phase, the effect of IAA
and sucrose on root production, and the acclimation phase correlations between morphological
variables. The data were analyzed in Tables establishment percentage in multiplication and
rooting phases in a randomized complete block design, the best treatments were determined by
analysis of Duncan and Waller. All tips phenols and segregated facilities in the medium with 1
mg I BAP plant training was 20%. From the second subculture media containing 2 mg I™* of
BAP increased the percentage of sprouting. With 5 and 7 per bottle of 220 plants and 430 mi
were obtained best average of axillary bud, pseudostem length and number of leaves. With 7
plants per container was reduced by 28.93% the number of flasks and culture media compared
with 5 plants per jar. The best root production was achieved in MS salts with 30 g sucrose 1™
semi-solid consistency. Acclimatization phase the number of roots had a significant positive
correlation with length of pseudostem and root volume, there were also significant positive
correlation between leaf number and pseudostem length, resulting in great importance in
determining the future growth and behavior plants.

Key words: MS, cultivar, in vitro, propagation, IAA, BAP

vii



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). 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 (FAO, 2000).

Los bananos y platanos son de los cultivos méas importantes en el mundo en cantidad producida
(86 millones de toneladas al afio) y en nimero de hectareas cultivadas (10 millones). Ocupa el
cuarto lugar de importancia mundial antecedido Unicamente por el arroz (Oriza sativa), el trigo
(Triticum aestivium) y el maiz (Zea mayz). La mayoria de esta produccion es consumida como
producto en la dieta béasica para millones de personas en Africa, Asia, América Latina y el
Caribe (CATIE, 2005).

En Nicaragua, el cultivo de platano se concentra en la region del Pacifico principalmente en los
departamentos de Rivas y Chinandega donde se cultivan 13,916 ha que estan distribuidas en 83
ha de banano, 8,500 ha de platano y 5,416 ha de guineo (MIFIC, 2007). Contribuyendo con el
70% de la produccion nacional destinada la mayor parte para el consumo interno (MAGFOR,

1990).

El Platano Cuerno Gigante y Cuerno Enano, son los que mas se cultivan en Nicaragua, con una
buena aceptacion en el mercado nacional; sin embargo el uso de semilla de mala calidad ha
provocado una reduccion drastica en los rendimientos de estos cultivares debido al ataque de
plagas como el picudo (Cosmopolites sordidus), nematodos (Rodophulus similis), etc.; como
también por enfermedades como la sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis), sigatoka amarilla
(Mycosphaerella musicola), mal de panaméa (Fusarium oxysporum); que impiden la obtencién de
altos rendimientos, causando pérdidas a los agricultores (Aleman et al., 1994).

Los productores plataneros extraen de la plantacion material vegetativo conocidos como hijos de
espada o cola de burro. Entre los inconvenientes de estas practicas estdn el desanclaje de la

madre, competencia por nutrientes entre la planta madre y vastago; ademas de la inversion en



tiempo y mano de obra en por la extraccion del material vegetativo y por el alto riesgo de

diseminacion de plagas y enfermedades (Aguilar y Reyes, 2004).

Los plataneros establecen el cultivo con semilla de origen 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
plantas de diferentes calidades y sean fuente de diseminacion de plagas y enfermedades

transmitidas a través del material de siembra (Aguilar y Reyes, 2004).

Las técnicas de cultivos de tejidos constituyen una de las aplicaciones practicas mas importantes
de la biotecnologia para la obtencién de grandes volimenes de material vegetal partir de un apice
(explante), en la propagacion de platanos y bananos libres de plagas y enfermedades fangicas y
bacterianas, asi como la conservacion y el intercambio de germoplasma constituyen importantes

aplicaciones de estas técnicas (Vuylsteke y de Langhe, 1985; Grisales, 1994).

Las plantas propagadas por cultivo in vitro tienen ciertas ventajas tales como: entran en
produccion antes que las plantas propagadas convencionalmente, producen al menos en el primer
y segundo ciclo racimos de mayor peso que las propagadas tradicionalmente, lo que es muy
importante para mejorar la rentabilidad de la plantacion (Smith y Hamill, 1989; Robinson y
Anderson, 1991).

El platano y el banano son quizas unas de las especies mas micropropagadas a nivel mundial. Asi
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).



I1. OBJETIVOS

General

Estudiar los diferentes factores que participan en el proceso de micropropagacion de apices

caulinares en el platano cultivar Cuerno Gigante.

Especifico

1.

Definir las mejores concentraciones de reguladores de crecimiento en las fases de
establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in vitro de apices caulinares del platano
cultivar Cuerno Gigante.

Evaluar el comportamiento del platano cultivar Cuerno Gigante en la fase de
multiplicacién de acuerdo a la respuesta de los tejidos al nimero de plantas por frasco y al
volumen del frasco.

Hacer uso del analisis de correlacion para medir la intensidad de relacion existente entre
variables morfoldgicas en platano cultivar Cuerno Gigante durante la fase de aclimatacion.



I1l. HIPOTESIS
Ho:
En la micropropagacion de platano (Musa spp. AAB) cultivar Cuerno Gigante, no se obtendran
diferencias significativas en los tratamientos estudiados en las fases de establecimiento,

multiplicacién, enraizamiento y aclimatacion.

Ha:
En la micropropagaciéon de platano (Musa spp. AAB) cultivar Cuerno Gigante, se obtendran
diferencias significativas en los tratamientos estudiados en las fases de establecimiento,

multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion.



IV. MATERIALES Y METODOS
4.1.  Localizacion del experimento
La produccion in vitro de plantas de platano cultivar Cuerno Gigante 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 diciembre 2008 -
enero 2010.

4.2.  Esterilizacion de materiales y equipos

En la limpieza de la cristaleria se utilizo hipoclorito de sodio (NaClO3) al 1% durante 24 horas,
después se realizd 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 el autoclave a 120 °C a una atmosfera de presion durante 15
minutos; los platos petri, pinzas y bisturis se esterilizaron en el horno a temperaturas de 170 °C
durante 1 hora. Antes de la siembra de los tejidos se desinfecto la cAmara de flujo laminar con

alcohol al 70%, posteriormente se expuso a luz ultravioleta durante 30 minutos.

4.3.  Fase de establecimiento

4.3.1. Seleccion del material vegetativo

El material vegetativo del cultivar de platano Cuerno Gigante se obtuvo del area experimental de
la escuela de produccién vegetal de la facultad de agronomia, se seleccionaron renuevos
conocidos como hijos de espada con tamafio entre 40 a 50 cm de altura, de buen estado
morfoldgico vy fisioldgico. Los renuevos se extrajeron de plantas madres con racimos de mas de
25 dedos.

4.3.2. Preparacion y desinfeccion del material vegetativo

Con machete se realizaron cortes en el cormo y en el pseudotallo, posteriormente se redujeron los
tejidos hasta 4 a 5 cm de longitud por 2 a 3 cm de ancho. Para desprender los residuos de polvos
y de otras impurezas en los tejidos se lavaron con agua del grifo agregandoles cuatro gotas de
surfactante Tween 20 durante 20 minutos. La desinfeccion se realizé en cloro comercial (2%)
durante 5 minutos. Luego en la camara de flujo laminar se les realizo tres enjuagues sucesivos

con agua estéril, finalmente sobre platos petri previamente esterilizados se efectud la reduccion



de los explantes hasta dejar los &pices caulinares con un tamarfio aproximado de 0.5 cm (Figura
1).

Figura 1. lzquierda: rebrote extraido de la planta madre. Centro:
reduccién del tamafio del cormo. Derecha: dimensién de
apice caulinar previo a la desinfeccion en la fase de
establecimiento.

4.3.3. Siembra del material vegetativo

Los explantes se sembraron individualmente en tubos de ensayo con dimensiones de 15 cm de
longitud y 1.5 cm de didmetro, adicionando a cada tubo 10 ml de medio de cultivo, posterior a la
siembra fueron trasladados al cuarto de crecimiento en condiciones de 27 + 3 °C y luz natural. 15
dias después de haberse establecido los apices caulinares, con ayuda de escalpelo se procedié a
eliminar los residuos de fenoles de la parte basal, ademas a cada tejido se le practico un corte
longitudinal. Se consideran apices caulinares en crecimiento activo a los explantes que presentan

coloracion verde con abultamiento o desprendimiento de primordios de hojas.

4.3.4. Medios de cultivo
Las seis variantes de medios de cultivo se definieron en base a la propuesta de Caldera y Lopez
(2002) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Variantes del medio de cultivo en la fase de
establecimiento in vitro de &pices de platano
(Musa AAB.) cultivar Cuerno Gigante

Variantes del medio * AIA (mg 1Y) **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 indolacetico, ** bencil amino purina, MS= Murashige y Skoog

4.4.  Fase de multiplicacién

Se efectuaron dos experimentos: en el primero se definid el mejor medio de cultivo en base al
promedio de brotes axilares producidos por planta y caracteristicas morfoldgicas que presentaban
estas plantas. En el segundo experimento se evalud el promedio de brotes axilares por efecto de
dos volumenes de frascos y del nimero de tejidos por frasco.

4.4.1. Efecto de los medios de cultivos sobre la produccion de brotes axilares

Se estudio la respuesta de las plantas, por efectos del medio de cultivo de consistencia semisolida
y la adicion de seis concentraciones de BAP, cuatro concentraciones de AIA durante cuatro
subcultivos sucesivos (Cuadro 2). Para este estudio se utilizaron frascos con volumen de 220 ml,

adicionando 15 ml de medios de cultivo por frasco.



Cuadro 2. Variantes de medio de cultivo en la fase de
multiplicacién in vitro de platano cultivar
Cuerno Gigante

Variantes de medio Reguladores de crecimiento

MS (1962) *BAP (mgl-1)  **AlA (mgI-1)

0 0.00
0.00
0.25
0.50
0.00
0.25
0.50

~No ok~ WwN -
NNDNEFE PP

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

4.4.2. Efecto del volumen de frasco y el nimero de explantes por frasco en la fase de
multiplicacién

Se estudid la respuesta al ahijamiento de las plantas por efecto de dos tipos de frascos con

capacidades de 220 y 430 ml y nimero de plantas por frasco (5, 6 y 7). Como medio de cultivo

bésico se utilizaron las sales MS (1962) suplido con 2 mg I'* de BAP que fue el mejor medio de

cultivo en la fase de multiplicacion de explantes por subcultivos se explica en el inicio 4.4.1.

4.5.  Fase de enraizamiento
El objetivo de esta fase es lograr que las plantas emitan suficiente cantidad de hojas y raices,
para facilitar la absorcion de agua y nutrientes del sustrato, ayudando a la adaptacion de las

plantas a las condiciones ambientales (Juarez y Zamora, 2008).

A partir de las plantas obtenidas en la fase de multiplicacion se estudiaron los efectos que se
produjeron en el crecimiento de las plantas cuando se adicionaron nueve variantes de medio
conteniendo diferentes combinaciones de AlA y sacarosa, asi como el efecto de dos consistencias
de medio de cultivo (liquida y semi-sélida). Las variantes de los medios de cultivo se prepararon
en base a estudios realizados por Caldera y Lopez (2002) en el cultivar Platano Cuerno Enano.



Cuadro 3. Variantes de medios de cultivo utilizados en la fase de
enraizamiento in vitro de platano cultivar Cuerno Gigante

Consistencia Reguladores de crecimiento

Variantes del medio

del medio *AlA Sacarosa
MS (1962) (mg 1-1) @1-)
1 0.0 30
2 0.5 30
3 1.0 30
4 - 0.0 40
5 Serﬁasﬁi'éia y 0.5 40
6 1.0 40
7 0.0 50
8 0.5 50
9 1.0 50

*= acido indolacético, MS= Murashige y Skoog

4.6.  Aclimatacion de las plantas

En esta fase se pretende lograr un alto porcentaje de sobrevivencia y adaptacion de las plantas al
medio ambiente externo. Esta fase es considerada una de las méas importantes en la
micropropagacion (Caldera y Lépez, 2002).

En el estudio se evaluaron 30 plantas provenientes de la fase de enrizamiento, las plantas
enraizadas se extrajeron de los frascos y se lavaron con agua para eliminar los residuos de agar y
sacarosa. Las plantas fueron sembradas en bolsas de polietileno de color negro con dimensiones
de 4 x 8 cm conteniendo un sustrato de compost, posteriormente fueron trasladados al
sombreadero donde se les suministro un riego diario, permaneciendo en esta condiciones durante

8 semanas.

Figura2. Bolsas de polietileno
conteniendo el sustrato
de compost.



4.7.  Disefio experimental y andlisis estadistico

4.7.1. Fase de establecimiento

En la fase de establecimiento se coloco un apice por tubo de ensayo con un niumero de 20 plantas
por variante de medio de cultivo. Para el analisis de los datos no paramétricos se utilizaron
cuadros porcentuales. Se realizaron dos evaluaciones: la primera se efectud a 15 dias después de
haber inoculado los &pices y la segunda a los 30 dias.

4.7.1.1. Variables evaluadas

a. Grado de fenolizacion: (levemente fenolizados, altamente fenolizados)
b. Porcentaje de contaminacién

C. Apices en crecimiento

d. Porcentaje de plantas formadas

4.7.2. Fase de multiplicacion

En esta fase se realizaron dos experimentos:

Experimento 1: Numero de subcultivos y variantes de medios de cultivo.

Cada unidad experimental se constituy6 por 25 plantas para cada variante de medio de cultivo y
en cada frasco se sembraron cinco plantas. Se utilizé en un disefio de bloques completos al azar
(BCA) con arreglo unifactorial, cada blogue conformado por 5 frascos.

Para el analisis estadistico del primer experimento se realizo el analisis de varianza (ANDEVA)
y para determinar las diferencias estadisticas entre los tratamientos se realizé 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.

Experimento 2: Volumen de frascos y el nimero de plantas por frasco.
El nimero de plantas por bloque, nimero de frascos por bloque y andlisis estadistico fueron
similares a los empleados en el experimento 1, empledndose en este experimento el disefio de

bloques completos al azar (BCA) con arreglo bifactorial.
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4.7.2.1. Variables evaluadas

Experimento 1 Experimento 2
a. Numero de brotes a. Numero de brotes
b. Longitud del brote principal b. Longitud del brote principal
c. Numero de hojas por planta c. Numero de hojas por planta

d. Numero de plantas por frasco

Para calcular la cantidad de material a obtener para un subcultivo dado, se utilizo la formula
propuesta por Aragéon (1995) reportada por Suarez (1998).

P=MI x [CM (1-%R)]

P= Produccién a obtener.

MI= Material inicial que se dispone.

CM= Coeficiente o promedio de multiplicacion.

% R= Porcentaje de pérdidas.

4.7.3. Fase de enraizamiento

Para el estudio se utilizaron frascos con volumen de 220 ml, por cada variante de medio de
cultivo y se sembraron cinco plantas por cada frasco. EI experimento se establecié en un disefio
de bloque completo al azar (BCA), en arreglo bifactorial, cada bloque conformado por cinco
frascos y un total de 25 plantas. Se realiz6 un ANDEVA se definid la mejor variante de medio de
cultivo mediante la prueba de rangos multiples de Duncan y Waller con a=0.05. Las evaluaciones

de las variables se realizaron a los 30 dias después de la siembra.

4.7.3.1. Variables evaluadas

a) Longitud del brote principal
b) Numero de hojas por planta
C) Numero de raices por planta

d) Numero de brotes por planta
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4.7.4. Aclimatacion de las plantas
Con el objetivo de conocer las correlaciones existentes entre las variables longitud del
pseudotallo, nimero de hojas, nidmero de raices y volumen de raices por medio del

desplazamiento de volumen en ml.

Se realiz6 un analisis estadistico de correlaciones por el método de Pearson en paquetes
estadisticos con Statistical Package for Social Sciencien (SPSS) version 11.5 para Windows. Se

evaluaron 30 plantas provenientes de la fase de enraizamiento.

4.7.4.1. Variables evaluadas
a) Longitud del pseudotallo
b) Numero de hojas

c) Numero de raices

d) Volumen de raices
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V.  RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Fase de establecimiento
Dottin (2000) dice que un balance apropiado entre auxinas y citoquininas en el medio de cultivo
es necesario para la formacion de plantas, apices 0 yemas. Este balance esta determinado por las
concentraciones enddgenas de auxinas y citoquininas, presentes en el explante las cuales

dependen de la especie y del tipo de explantes.

Un fendmeno que puede constituir un serio problema en el establecimiento y la supervivencia de
meristemos y apices; es la oxidacion fendlica que se manifiesta como un ennegrecimiento que
comienza por la zona cercana al explante y puede extenderse a todo el medio (George, 1993;
Duck y Vaug, 1994). Segun Preece y Sutter (1991) los fenoles son liberados a través de los cortes
de los tejidos en los explantes, lo que favorece la aparicion de un producto fitotoxico de color
oscuro debido presencia activa del oxigeno y otros compuestos oxidativos.

A los 15 dias se observé que en el medio de cultivo sin reguladores de crecimiento el 50% de los
apices presentaron una fenolizacién leve, mientras en las otras variantes de medios de cultivo el
grado de fenolizacion alta alcanz6 un 55 y 75%. A los 30 dias Unicamente se redujeron los
porcentajes del grado de fenolizacion alta en los medios de cultivo que contenian 1 mg I AIA

adicionado con o sin adicién de 1 mg I BAP con promedios respectivos de 65 y 40% (Cuadro 4).
La fenolizacion de apices en 30 dias fue superior a los porcentajes de 15 dias, debido al corte

longitudinal realizado en los explantes que permitié la liberacion de compuestos fitotdxicos a

través de nuevos cortes en los tejidos (Cuadro 4, y Figura 3).
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Figura 3. Grados de fenolizacion en
apices caulinares del platano
cultivar Cuerno Gigante. a: sin
fenoles. b: grado leve. c: grado
alto.

Los porcentajes de fenolizacion en los apices indican que el factor procedencia del material
empleado en la fase de establecimiento influyé directamente en la presencia de fenoles durante el
experimento, posiblemente al ser extraidos directamente de la planta madre se incrementa la
produccidon de muchas sustancias fendlicas. Varios autores entre ellos, Damasco et al. (1984)
Sandoval et al. (1987) Zamora y Pérez et al. (1989); Martinez (1995) mencionan que cuando los
apices provienen directamente de campo son una fuente efectiva para el incremento de la

produccion de fenoles en la fase de establecimiento.

Jiménez (1998) destaca que los explantes tomados de plantas jovenes o zonas de crecimiento
activas tienen un mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas adultas o yemas en reposo. A
medida que es mas joven y menos diferenciado el tejido que se va a implantar, mejor sera la

respuesta in vitro.
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Otro factor determinante en la produccion de fenoles es el genotipo se observo a los 30 dias de
evaluacion los apices segregaron fenoles en grado leve o alto oscilando valores entre 25-75%,
cuya resultados difiere a los obtenidos por Caldera y Lopez (2002) que reportan la presencia de
fenoles en platano cultivar Cuerno Enano a concentraciones de hasta 100% en los tejidos. Segun
Jiménez (1997) el grado de fenolizacion de los tejidos estd en dependencia del genotipo,
resultando muy severos en géneros que naturalmente contienen niveles de taninos y otros
hidroxifenoles como ocurre en platano y banano. Pérez et al., (1989) observaron mayor oxidacién
fendlica en el cultivar Burro CENSA (ABB) que en los cultivares del grupo Cavendish (AAA);

por lo que recomiendan utilizar el agua de coco para contrarrestar la fenolizacion.

De acuerdo a los grados de fenolizacion en el establecimiento &pices caulinares de platano
cultivar Cuerno Gigante, es necesario experimentar con distintos productos antioxidantes en
diferentes dosis en los medios de cultivo y otras alternativas para el manejo de los tejidos. George
y Sherrington (1984) recomiendan para disminuir la produccién de sustancias fenolicas se debe
hacer uso de medios de cultivo de consistencia liquida, ademas de mantener los tejidos en

condiciones de oscuridad.

En el medio que se adicion6 1 mg I* BAP se obtuvo 20% de formacién de plantas, los medios
con 1 mg It de BAP + 0.5 6 1 mg I de AIA la formacion de plantas fue del 5%, mientras que en
los medios que no contenian BAP los &pices no se formaron plantas. Aunque la adicion de BAP
tuvo mejor resultado en la formacion de plantas su efecto no fue significativo debido a los grados
de fenolizacion que presentaron los apices. Al parecer el tiempo de permanencia de los explantes
en los medios resultaron ser insuficientes en la diferenciacién de tejidos para obtener plantas

formadas (Cuadro 4 y Figura 4).
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Figura 4. Plantas formadas en la fase de
establecimiento in vitro de
apices caulinares de platano
cultivar Cuerno Gigante.

En el medio de cultivo que se adicioné 0.50 mg I"* AIA se obtuvo el 65% de crecimiento activo,

resultando inferior que en las otras variantes cuyo crecimiento oscil6 de 75-90%.
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Cuadro 4. Efecto de seis variantes de medios de cultivo en el grado de fenolizacion,
porcentaje de plantas formadas, apices en crecimiento a los 15 y 30 dias de
establecidos

Medios de cultivo  Evaluacion Porcentajes de Plantas Apices en
BAP AlA (dias) fenolizacion formadas crecimiento a
(mg I'") alos30dias los 30 dias
Leve Alto (%0) (%)
15 50 50
0.0 0.0 30 35 65 0 85
15 45 55
0.0 0.5 30 5E o 0 65
15 30 70
0.0 1.0 30 3 65 0 75
15 45 55
1.0 0.0 30 3 & 20 80
15 40 60
1.0 0.5 30 55 75 5 75
15 35 65
1.0 1.0 30 55 ) 5 90

Segun Jimeénez (1998) los microorganismos contaminantes como las bacterias y hongos pueden
originarse de dos fuentes distintas, una fuente son los microorganismos que se encuentran en la
superficie o en los tejidos de la planta donadora y la segunda fuente es cuando aparecen como

resultado de fallas en los procedimientos del laboratorio.

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 (Mroginski y Roca, 1991).

Las bacterias fueron los principales microorganismos contaminantes en la fase de
establecimiento, a los 15 dias se encontro un 29.16% de tejidos afectados por bacterias, una
menor incidencia se observé a los 30 dias (14.16). En los 15 dias los tejidos estaban afectados por
hongos de 7.5%, el valor incremento a 8.33% a los 30 dias debido a la dispersion de las esporas

de los hongos en los medios de cultivo.
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La seleccion y eliminacion de los apices afectados, limpieza, reduccion y corte longitudinal de
los &pices sanos que se realizd a los 15 dias se explica la reduccién de la contaminacion. El
analisis microbioldgico se encontraron hongos como: Fusarium, Rhizopus, Penicillium y las
bacterias fueron Sarcina flava, Erwinia spp y Pseudomonas fueron las encontradas. Alvarado
(1998) sefiala que los métodos de desinfeccion utilizados no siempre eliminan las poblaciones de
microorganismos en los tejidos de las plantas in vitro, muchos son capaces de permanecer
latentes en el interior de las células en los espacios intercelulares o en los haces conductores y
quedan protegidos de los agentes quimicos. George (1993); Leifert et al., (1994) mencionan los
factores que pueden incidir en la contaminacion: desinfeccion deficiente de los explantes,
problemas con la esterilizacion de los medios de cultivo, contaminantes ambientales, deficiente

manipulacion en las areas estériles, etc.

Una practica 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 favorece la sobrevivencia in vitro
de los apices, reduciendo a la mitad el tiempo requerido para su establecimiento y disminuye
notablemente el numero de &pices contaminados (Orellana, 1994). Segin Martinez (1995) a partir
de diferentes genotipos de platanos y bananos procedentes de canteros se redujo la duracion de la
fase | a 12 dias, obteniéndose coeficientes de multiplicacion superiores a 4, logrando disminuir el

namero de apices contaminados a menos de 10%.
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5.2. Fase de multiplicacion

5.2.1 Efecto de los medios de cultivos en la produccion de brotes axilares, nimero de hojas
y longitud del brote en cuatro subcultivos.

Segun Peérez (1998) el incremento en el coeficiente de multiplicacion en la propagacion in vitro

de platano disminuye hasta en un 10% los costos de produccion.

El balance de los reguladores de crecimiento: auxinas, citoquininas es determinante en el
coeficiente de multiplicacion, con un balance adecuado es posible alcanzar elevadas tasas de
ploriferacion aumentando la efectividad del método de propagacion (Orellana, 1998). El uso de
citoquininas en el medio de cultivo varia su concentracion en dependencia del balance enddgeno

de auxinas y citoquininas en los explantes (Hu y Wang, 1983).

5.2.1.1.  Primer subcultivo

No se registraron diferencias significativas en longitud del brote principal, nimero de brotes
axilares y nimero de hojas. La tendencia de la longitud del brote principal fue a reducirse cuando
a las concentraciones de BAP (1 6 2 mg I™") se adicionan paulatinamente AIA (0.00, 0.25 y 0.50
mg I™). En la brotacién axilar los medios de cultivo que se adicioné 1 mg I de BAP solo o en
combinacién con 0.50 mg I™* de AIA se obtuvieron promedios superiores a 2, presentando en
ambos casos promedios de brotacion de 2.28 y 2.08 respectivamente. En las variantes de medios
de cultivo que los promedios del nimero de brotes axilares resultaron inferiores a uno fue en las
gue no contenfan reguladores de crecimiento y en la que se adicioné 1 mg I'* de BAP con 0.25
mg It de AIA. En el promedio de niimero de hojas se obtuvo una respuesta de los tejidos bastante

similar a la variable longitud del brote principal (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Efecto de las seis variantes de medios de cultivo durante el
primer subcultivo en las variables longitud de la planta, nimero
de brotes y nimero de hojas en la fase de multiplicacion

Variantes de BAP AIA Longitud  Numero NUmero
medio MS, del brote de brotes de hojas
(1962) (mg I") principal
(cm)

1 0 0.00 152a 0.80 a 2.96 a

2 1 0.00 1.46 a 2.28a 2.88a

3 1 0.25 1.19a 0.84a 2.28a

4 1 0.50 1.08 a 2.08a 2.48 a

5 2 0.00 1.74 a 1.28a 3.12a

6 2 0.25 1.34a 192a 2.72 a

7 2 0.50 1.24 a 1.36 a 2.88a

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

5.2.1.2. Segundo subcultivo

En el medio de cultivo que se registrd la mayor longitud del brote principal fue en el que no se
adicionaron reguladores de crecimiento con 2.68 cm, un segundo grupo con similar respuesta
estadistica se presento en las variantes de medios de cultivo con 1 mg I* de BAP sin adiccion de
AIA con 0.25 mg I de AIA y la combinacién de 2 mg I de BAP con 0.25 mg I™* de AIA con
promedios respectivos de 2.10, 1.98 y 2.08 cm. La menor respuesta estadistica en la longitud del
brote principal se encontré en medios que contenian 1 mg 1™ de BAP con 0.50 mg I de AIA y
las adicciones de 2 mg I de BAP sin AIA y con 0.50 mg I de AIA. En la brotacion axilar
(nicamente en las variantes con 2 mg I de BAP sin AIA y con 0.5 mg I AIA se presentaron
promedios de brotacion superiores a 3 que resultaron significativamente superiores con
promedios respectivos de 3.28 y 3.12; la menor respuesta en brotacidn axilar se obtuvo en el
medio de cultivo que no se adicionaron reguladores de crecimiento, Unicamente resultando
estadisticamente similar al promedio alcanzado en la variante de medio de cultivo que contenia 1
mg I de BAP con 0.25 mg I* de AIA con promedios respectivos de 0.28 y 1.20. En los

promedios de numeros de hojas no se registraron diferencias significativas entre si (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Efecto de las seis variantes de medios de cultivo durante el
segundo subcultivo en las variables longitud de la planta, nimero
de brotes y nimero de hojas en la fase de multiplicacion

Variantes de BAP AIA  Longitud NOmero Numero de

medios MS, (mg 1™ del brote de brotes hojas
(1962) principal
(cm)
1 0 0.00 2.68a 0.28d 2.64 a
2 1 0.00 2.10b 1.80c 3.04a
3 1 0.25 1.98bcd 1.20cd 3.48a
4 1 0.50 1.71d 2.00 bc 3.16a
5 2 0.00 1.70d 3.28a 3.16a
6 2 0.25 2.08 bc 3.12ab 3.16a
7 2 0.50 1.60d 1.68c 2.68a

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <=0.05.

5.2.1.3.  Tercer subcultivo

La longitud del brote principal alcanz6 promedios mayores de 2 cm en todas las variantes de
medios de cultivo, entre los promedios no se presentaron diferencias estadisticas. Los mayores
promedios de brotes axilares se alcanzaron en los medios que se agregaron a las sales MS 2 mg I’
! de BAP sin adiccion de AIA y con adicién de 0.50 mg I™* de AIA con promedios respectivos de
2.32 y 2.24. Estos promedios de brotacién axilar resultaron significativamente superiores a los
promedios obtenidos en los medios que contenian las sales MS sin adicion de reguladores de
crecimiento y con 1 mg I* de BAP con 0.50 mg I™* de AIA. En el promedio de nimero de hojas
no presentaron diferencias significativas entre si, el rango de produccién de hojas fue entre 2.20 y
2.76 (Cuadro 7).

Durante el desarrollo del tercer subcultivo se presentaron ligeras alteraciones de temperatura en el
cuarto de crecimiento que posiblemente tuvieron un efecto desfavorable en la fisiologia de los

tejidos implantados con repercusiones en el crecimiento de los explantes del cuarto subcultivo.
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Cuadro 7. Efecto de seis variantes de medios de cultivo durante el tercer
subcultivo en las variables longitud de la planta, nUmero de brotes y
ndmero de hojas en la fase de multiplicacion

Medios de BAP AIA Longitud NUmero Numero de
variantes (mg I-1) del brote  de brotes hojas
MS,(1962) principal
(cm)
1 0 0.00 2.66 a 0.72b 2.20a
2 1 0.00 2.48 a 1.24 ab 240 a
3 1 0.25 2.42 a 1.08 ab 2.76 a
4 1 0.50 2.32a 0.60b 2.48 a
5 2 0.00 252 a 2.32a 2.40 a
6 2 0.25 2.82a 1.84 ab 2.68a
7 2 0.50 250 a 2.24 a 2.60 a

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <=0.05.

5.2.1.4.  Cuarto subcultivo

La variable longitud del brote principal se alcanz6 promedios mayores a 3 cm en medios de
cultivo sin adiccién de reguladores y con 2 mg 1™ de BAP en combinacién de 0.25 mg I™* de AIA
con promedios respectivos de 3.40, 3.06 y 3.08 cm, disminuyendo a una concentracion definida
de BAP (1 6 2 mg I"") cuando se adiciona paulatinamente 0.50 mg I™* de AIA. La mayor brotacion
axilar se logré en el medio de cultivo con 2 mg I de BAP y 0.25 con promedio de 1.80,
superando significativamente a los obtenidos en medios de cultivo sin reguladores de crecimiento
y a los que se les adicionaron 1 mg I™* de BAP sin adicién o con la adicién de 0.25 6 0.50 mg I*
de AIA. En los medios de cultivo que se les suministré 1 mg I'* de BAP en combinacién de 0.25
y 0.50 mg I de AIA el promedio de nimero de hojas fue de 2.28, resultando estadisticamente
inferior al promedio de 2.76 hojas obtenido en el medio que se adicionaron 2 mg I"* de BAP con
0.25 mg I de AIA (Cuadro 8y figura 5).
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Tabla 8. Efecto de seis variantes de medios de cultivo durante el cuatro
subcultivo sucesivos, en las variables longitud de la planta, nimero
de brotes y nimero de hojas en la fase de multiplicacion

Variantes de BAP AIA Longitud NOmero Numero de
medios (mg ™) del brote  de brotes hojas
MS,(1962) principal
(cm)

1 0 0.00 340a 0.00c 2.60 ab

2 1 0.00 287a 0.76 bc 2.68 ab

3 1 0.25 293a 0.28c 2.28b

4 1 0.50 262a 0.28¢c 2.28b

5 2 0.00 3.06a 092abc 244ab

6 2 0.25 3.08a 1.80a 2.76 a

7 2 0.50 266a 156ab 2.52 ab

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <= 0.05.
El mayor incremento de nimero de brotes se observo en el segundo subcultivo en los medios que
contenian 2 mg I™* de BAP con 0y 0.25 mg I de AIA. En la variante de medio de cultivo con 2
mg I de BAP + 0.50 mg I de AIA se produjo un incremento en el nimero de brotes hasta el
tercer subcultivo. En el cuarto subcultivo el nimero de brotes se redujo en todas las variantes de
medios de cultivo. Solamente en el medio con 1 mg I de BAP la reduccién fue progresiva a
partir del primer subcultivo (Figura 5).

Las citoquininas ejercieron gran influencia en la fase de multiplicacion en los cuatro subcultivos,
los menores promedios de brotacion se obtuvieron en los medios de cultivo que no se les
suministraron concentraciones AIA y BAP. Resultados similares fueron obtenidos por Caldera y
Lopez (2002) en la emision de brotes axilares en la fase de multiplicacion de platano cultivar
Cuerno Enano disminuyd en cada subcultivo en el medio de cultivo sin reguladores de
crecimiento, mientras en los medios que suministraron 3, 4 y 5 mg I BAP indujeron mayores

promedios de brotacion.

El comportamiento de la variable nimero de brotes fue distinto en cada subcultivo, los
porcentajes de brotacion aumentaron en el segundo subcultivos (3.28 y 3.12) disminuyo
considerablemente en el tercero y cuarto subcultivos. Rodriguez et al., (1987) atribuyen las

variaciones en el numero de brotes axilares a la procedencia de los brotes dentro de los
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subcultivos, los brotes originados de plantas madres producen mayor numero y desarrollo de
hojas y raices, mientras los proveniente de hijos producen mas brotes con menor numero de hojas

y raices.

Segln Vieitez y Vieitez (1982) a concentraciones de 1 6 2 mg I"* de BAP se obtiene el mayor
numero de brotes en material juvenil, no obstante los micro tallos no elongan, produciéndose un
arrosetamiento de los explantes por lo que concluyeron que la concentracion dptima se encuentra
entre 0.1-0.5 mg I de BAP, y la multiplicacién de brotes en medios carentes de BAP es

practicamente nula.
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Figura 5. Tendencia del numero de brotes en platano Cuerno Gigante en cuatros subcultivos.

En el segundo subcultivo exceptuando las variantes de medios de cultivo sin reguladores de
crecimiento y con mayor adicion tanto de BAP y de AlA, se alcanzé el mayor promedio de hojas.
Unicamente en la variante de medios de cultivo con 2 mg I de BAP + 0.50 mg I™* de AIA,
disminuyo el numero de hojas después del primer subcultivo, mientras que en el medio sin

reguladores de crecimiento la tendencia se redujo hasta el tercer subcultivo (Figura 6).



De acuerdo a los resultados no se observo un incremento del nimero de hojas en los medios con
mayor concentracion de BAP. Pierik (1990) sefiala que a concentraciones superiores de

citoquininas incrementan significativamente el nimero de hojas por explante a lo largo del

cultivo in vitro.
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Figura 6. Tendencia del numero de hojas en platano Cuerno Gigante en los cuatros subcultivos.

En el segundo subcultivo el medio de cultivo con 2 mg I de BAP se observd una leve
disminucion en el promedio de longitud del pseudotallo. En el cuarto subcultivo en todas las
variantes de medios de cultivo se incrementd la longitud del pseudotallo superando a los

promedios alcanzados del primero al tercer subcultivo (Figura 7).
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Figura 7. Tendencia de longitud del pseudotallo del platano Cuerno Gigante en cuatro
subcultivos.

Calderon y Baltierra et al. (1993) afirma que la mayor elongacién de los micro tallos corresponde
al medio gque contiene una menor concentracion de citoquininas, logrando con esto disminuir la

division celular y promover la elongacion del tejido debido a la accién de la auxina.

Figura 8. Produccién de brotes en la fase de multiplicacién in vitro en platano
cultivar Cuerno Gigante.
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5.2.2. Efecto del volumen de frasco y el numero de plantas por frasco en la fase de
multiplicacion.

Una baja densidad de plantas por frasco ocasiona pérdidas de espacio y de medio del cultivo,

subutilizacion de recipientes, mayor demanda de capacidad de esterilizacién por consiguiente

elevacion de costos de materiales, energia y mano de obra, entre otros. Cuando la densidad es

demasiado alta ocasiona un crecimiento limitado de propégulos e insuficiente proliferacion,

subcultivos mas frecuentes, poco desarrollo de los brotes para transferirlos a la fase de

multiplicacién (Orellana, 1998).

La mayor longitud del brote principal se presentd en frascos con volumen de 430 ml que
contenian 5 plantas con valores de 2.29 cm, resultado superior a los promedios presentados en

frascos de 220 ml con 6 y 7 tejidos por frasco con 1.66 y 1.37 cm respectivamente (Cuadro 9).

Los promedios de numero de hojas por plantas obtenidos en frascos de 220 ml conteniendo 5
plantas y frascos de 430 ml con 6 plantas fueron superiores al nimero de hojas obtenidos en
frascos con volumen de 220 ml que contenian 6 y 7 plantas con promedios respectivos de 1.47 y
2.23.

La mayor cantidad de brotes se obtuvieron en frascos con volumenes de 220 y 430 ml con 5
obteniendo promedios de 3.88 y 4.20 respectivamente, que fueron superiores estadisticamente a

los alcanzados cuando se sembraron en 6 plantas en los dos volimenes de frascos (Cuadro 9).

Segun Lee (1998) cuando se inoculan mayores densidades de explantes por frascos en un solo
frasco se producen mayor cantidades de brotes y raices, debido a que los explantes difunden

sustancias como auxinas y citoquininas en el medio de cultivo.

Los promedios de brotes axilares en este experimento superaron a los obtenidos en el
experimento anterior debido posiblemente al efecto del estrés por calor al que estuvieron
sometidos los tejidos en el cuarto de crecimiento provocado por desperfectos mecanicos en el

sistema de enfriamiento del laboratorio durante el tercer subcultivo y la posible recuperacion de
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estos de acuerdo a la respuesta de las diferentes variantes que se evaluaron para el estudio de
namero de explantes por frasco y el volumen de los frascos.
George (1993) reporta que el tamafio y forma del envase puede influir directamente en el
crecimiento de los tejidos in vitro, en frascos grandes es mejor cuando contiene muchos brotes
los cuales ayudan a mantener una adecuada humedad relativa.

Cuadro 9. Efecto del volumen del frascos y numero de explantes

por frascos en las variables nimero hojas, brotes y
longitud del brote principal en platano cultivar Cuerno

Gigante
, Variables
NuUmero - -
Frasco de NGmero  Longitud del .
(m |-1) deb b incial Numero de
plantas e brotes  brote principa hojas
axilares (cm)
5 3.88a 1.94 ab 3.69a
220 6 2.72b 1.66b 1.47b
7 3.86 ab 1.37b 2.23b
430 5 4.20 a 2.29a 3.21ab
6 2.52Db 1.76 ab 3.40a
7 3.69 ab 1.80 ab 2.91 ab

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <= 0.05.

La brotacion axilar resulta importante cuando la micropropagacion se hace con el objetivo de
producir plantas a escala comercial. En nuestro estudio resulté similar el comportamiento
estadistico de los promedios de brotes axilares obtenidos con la siembra de 5 plantas en frascos
de 220 y 430 ml, es importante la valoracion econdmica del proceso de produccién de plantas in
vitro que incluye costos de mano de obra, insumos, servicios basicos, transporte, etc. Ademas se
debe evaluar la eficiencia y productividad del proceso como son: capacidad de esterilizacion del
autoclave en dependencia del volumen de los frascos, cumplimiento de la norma de produccion
diaria por operario, porcentajes de pérdidas por contaminacion o mal corte de los tejidos,

organizacion del trabajo en el laboratorio etc. (Suarez, 1998 y Pérez, 1998).

Mediante la ecuacion general de la produccion propuesta por Aragon (1995) citado por Suéarez
(1998) afirma que es posible calcular la cantidad de material a obtener en un subcultivo dado,
partiendo de la cantidad de material inicial existente y de los coeficientes o promedios de

brotacion axilar (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Calculo de produccion de plantas proyectada mediante la formula propuesta
por Aragon (1995)

Volumen NUmerode  Coeficienteo  *Produccion Cantidad Cantidad
del frasco | plantaspor promediode  proyectada defrascos de medios

(m1-1) frasco brotacion de cultivo
(litros)
5 3.88a 19,206.00 3,841.20 57.61
220 6 2.72b 13,464.00 2,244.00 33.66
7 3.86 ab 19,107.00 2,729.57 40.94
5 4.20 a 20,790.00 4,158.00 83.16
430 6 2.52Db 12,474.00 2,079.00 41.58
7 3.69 ab 18,265.50 2,609.35 52.18
*P = MIx[CM (1-% R)]
% R=0.01

MI =5,000 plantas

Los promedio de brotacidn axilar resultaron estadisticamente similares con la siembra de 5 6 7
plantas en frascos de 220 y 430 ml pero cuando utilizamos 5 plantas por frasco de 220 ml se
incremento la cantidad requerida de frascos y medios de cultivo en un 28.93%, en relacion con la
siembra de 7 plantas por frasco y con frascos de 430 ml y 5 plantas por frasco se incrementaria la

cantidad de frascos y medios en un 37.25% en relacion con 7 plantas por frasco (Cuadro 10).

La proyeccion del numero de plantas con frascos de 220 ml con 5 plantas resulté ligeramente
inferior comparada cuando se utilizaron frascos de 430 ml con la misma cantidad de 5 plantas por
frasco, con frascos de 430 ml se requiere de mayor cantidad de frascos y de medios de cultivo.
Ademaés del promedio de brotacion axilar, también el volumen del frasco resulta determinante a
la hora de evaluar los aspectos econdmicos que intervienen en el costo de produccion de las

plantas in vitro (Figura 9).
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Figura 9. Fase de multiplicacion del platano cultivar
Cuerno Gigante. lzquierda: frasco con
capacidad de 430 ml. Derecha: frasco con
capacidad de 220 ml.

5.3.  Fase de enraizamiento

Es la fase mas voluminosa de todo el proceso pues cada brote, esqueje 0 yema formado durante la
fase de multiplicacion debe ser cultivada y manipulada in vitro para que crezca y desarrolle un
tallo con hojas y desarrolle raices que le permitan la absorcién de nutrientes al trasplantarse sobre

un sustrato en la fase de aclimatacién (Orellana, 1998).

Las variables nimero de hojas, brotes y raices no presentaron diferencias significativas en los

medios de cultivo de consistencia liquida y semi-sélida.

Los mayores promedios de longitud del pseudotallo fueron obtenidos en medios con 40 g I™* de
sacarosa en combinacién con 0.5 mg I de AIA en ambas consistencias (4.30 y 3.88 cm), similar
resultado se encontrd en la variante de consistencia semi-sélida que se adiciono unicamente 30 g
I"* de sacarosa con promedio de 4.30 cm que resultaron significativamente superiores a los
obtenidos en medios de consistencia semi-sélida y liquida con 30 y 50 g I de sacarosa ambos
con 0.5 mg I de AIA; 40 g I"* de sacarosa con 1 mg I de AIA y con solamente 50 g I de
sacarosa. En las variantes de medios de cultivo que los promedios de longitud de pseudotallo

resultaron inferiores estadisticamente, fue en los medios que se adicionaron solo sacarosa en

30



concentraciones de 30 y 40 g I y 50 g I"* de sacarosa de consistencia liquida y en el medio de
consistencia semi-sélida con 30 g I de sacarosa y 1 mg I de AIA , en el medio que contenia 50

g™ de sacarosa con 0.5 y 1 ml™ de AIA de consistencia liquida (Cuadro 11).

En la variable nimero de hojas en el medio de consistencia semi-sélida que contenian 30 g I™* de
sacarosa se obtuvo un promedio de 2.88, resultd significativamente superior a los promedios que
se obtuvieron en los medios de cultivo de consistencia semi-solida o liquida que contenian

solamente 50 g I-1 de sacarosa con promedios respectivos de 1.12 y 1.64 (Cuadro 11).

En el medio de consistencia liquida con 30 g I de sacarosa y 1 mg I de AIA el promedio de
brotes axilares (0.64) superd significativamente a los promedios obtenidos en las variantes de
medios de que solo contenfan 30, 40 y 50 g I"* de sacarosa y con 50 g I™* de sacarosa con 1 mg I
de AIA. En los medios que con 30 g I de sacarosa con 0.5y 1 mg I de AIA ambos de

consistencia semi-sélida no presentaron brotacion.

Aunque la presencia de brotes axilares en las plantas fue reducida aun persiste el efecto residual
de la citoquinina que se agregd a los medios de cultivo en la fase de multiplicacion, este
fendmeno es conocido como “habituacion” reportado por Orellana (1998). Sauvaire y Galzy
(1981) reportan que el efecto residual de las citogquininas es tan grande que se hace necesario
transferir los brotes durante dos subcultivos continuos en medios de enraizamiento, logrando en
el primero de ellos una elongacion de las vitroplantas y el desarrollo de nuevos brotes que dan

lugar a un mayor nimero de vitroplantas en el siguiente subcultivo.

La respuesta de los tejidos a las combinaciones de sacarosa con AlA es causada por el rol de las
auxinas en la iniciacién y crecimiento de raices y al efecto sinérgico que se produce cuando se
combinan estos compuestos (Torrez y Vaquez, 1981 citados por Zamora y Jarquin, 2008). El
nGmero de raices en el medio de consistencia semi-sélida con 30 g I de sacarosa (4.16), result6
superior estadisticamente a los promedios registrados en los medios de consistencia semi-solida y
liquida que contenian 30 g I de sacarosa en combinacién con 0.5 mg I de AIA y en los
tratamiento de 30 y 40 g I* de sacarosa con 1 mg I' de AIA pero también super6

estadisticamente a los promedios de raices que se presentaron en los medios de consistencia
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liquida con 50 g I de sacarosa y la adicion de 0.5 6 1 mg I de AIA, coincidiendo con los
resultados obtenidos por Caldera y Lopez (2002) que encontraron el mayor porcentaje de plantas
enraizadas en platano cultivar Cuerno Enano en las variantes de medios que contenian
unicamente sacarosa, por ser esta la principal fuente de energia para los tejidos in vitro (Cuadro
11y Figura 10).

Cuadro 11. Efecto de la AlA, sacarosa y de la consistencia de los medios de
cultivo en las variables longitud del pseudotallo, nimero de hojas,
brotes y nimero de raices en platano cultivar Cuerno Gigante

Sales MS (1962)

i i Variables
AlA Sacarosa Consistencia
(mg 1) (g1 Longitud de NOmero  NUmero NUmero
pseudotallo  de hojas de brotes de raices
00 20 Semi-solido 4.03 a 2.88a 0.20 b 4.16 a
' Liquido 2.95 be 252abc  0.20b 2.72 abed
Semi-solido  2.59 cde 2.16abcd 0.00b 2.20 bcde
0.5 30 —
Liquido 2.7 bed 244 abcd 024 ab 2.24 bede
Semi-solido  2.92 bc 2.28abcd 0.00b 2.28 bcde
1.0 30 —
Liquido 3.58 ab 2.72 ab 0.64a 2.56 bed
Semi-s6lido  3.40 abc 2.44abcd 0.08b 3.72 ab
0.0 40 —
Liquido 2.69 bcd 2.40abcd 0.04b 2.64 abcd
Semi-sélido 430 a 244 abcd 0.28 ab 3.08 abc
0.5 40 —
Liquido 3.88a 252abc  0.28ab 3.56 ab
Semi-solido 2.7 bed 224abcd  0.20b 2.40 bed
1.0 40 —
Liquido 2.66 bed 2.16abcd 0.28 ab 2.20 bede
00 50 Semi-sélido 1.28f 1.12¢e 0.04b 1.20 de
' Liquido 1.86 def 1.64de  0.12b 1.20 de
Semi-sélido 2.69 bed 2.60abc  0.28ab 2.68 abcd
0.5 50 ——
Liquido 1.68 ef 1.88 cd 0.16 b 1.80 cde
L0 50 Semi-solido  3.45 abc 248abc  0.12b 3.40 ab
' Liquido 1.82 def 1.92bcd  0.12b 0.80 ¢

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p <= 0.05
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Figura 10. Plantas en fase de enraizamiento. Arriba: variantes
de medios de cultivo de consistencia semi-solida (1-
9). Abajo: variantes de medios de cultivo de
consistencia liquida (1-9).
El uso de medio liquido con agitacion favorece la rizogénesis, pero disminuye la absorcion de las
auxinas, las plantas se vitrifican generalmente siendo mas dificiles de aclimatar (Hudchitson,

1984).
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Segun Térrez y Vazquez (1991) el papel de las auxinas en la iniciacion y crecimiento de raices es
bien conocido, recomendandose su empleo en la mayor parte de medios de cultivo en la fase de
enraizamiento, siendo el AIA una de las auxinas mas usadas. Orellana (1998) reporta que en la
micropropagacion de platanos y bananos normalmente se utilizan niveles de AIA de 1-2 mg I en
enraizamiento, aunque Cronauer y Krikorian (1984) encontraron igual respuesta con ANA, AlA
y AIB sin afadir citoquininas. Drew y Smith (1990) lograron el enraizamiento en la variedad de
bananos New Guinea Cavendish sin la adicion de auxina al medio de cultivo, al igual que
Sandoval y col (1991) en cultivares genoma AAA, AAB y ABB.

En los medios de cultivo para enraizamiento se recomienda elevar la concentracion de sacarosa
para lograr un crecimiento vigoroso de raices. Orellana (1998) y Jiménez (1995) menciona que
las vitroplantas procedentes de los medios de cultivos con mayores concentraciones de sacarosa
presentan una mayor sobrevivencia en la fase de aclimatacion debido a una mejor adaptacion
para soportar el stress hidrico motivado por las condiciones de mayor presion osmética donde se

desarrollan, unido a una mejor constitucion morfoldgica de la planta.

5.4.  Aclimatacién

Esta fase es trascendental para la propagacion comercial, pues del resultado de ésta dependera en
gran medida la calidad final de las plantas y la eficiencia total del proceso (Agramonte et al.,
1998).

En aclimatacion se pretende lograr la sobrevivencia de las plantas al transplante ya que en esta
etapa las plantas pasan de un modo de nutricion heterétrofo a ser autdtrofas sintetizando
compuestos organicos y estimulando adaptaciones fisioldgicas y morfoldgicas necesarias para
controlar las perdidas de agua lo que determina susceptibilidad en la fase de aclimatacién

(Pospisilova et al., 1997).
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5.4.1 Correlaciones entre las variables longitud del pseudotallo, nimero de hojas, nUmero y

volumen de raices.

El coeficiente de variacion (r) es uno de los indicadores mas utilizados para medir la intensidad
de relacion entre dos variables que segin su direccion se dividen en directas (positivas o
dependientes) e inversas (negativas o independiente) (Pedroza, 1993). Este puede tener un valor
de 0 a 1 el signo es indicador de direccion cuanto méas cerca este el valor de 1, mayor es la

dependencia de correlacion entre los dos indices (lvanov, 1977 citado por Garcia, 2006).

El nimero de raices tuvo correlacion significativa y positiva con las variables longitud del
pseudotallo y volumen de raices con valores respectivos de r = 0.442 y 0.780. También hubo
correlacion positiva y significativa entre nimero de hojas y longitud del pseudotallo con
coeficiente de correlacién r = 0.714. No se observo correlacion entre volumen de raices con

longitud de pseudotallo y nimero de hojas (Cuadro 12).

Cuadro 12 Analisis de correlacion de Pearson (r) entre las variables nimero de hojas, volumen de
raices, niumero de raices y longitud del pseudotallo

. Longitud del . . .
Variables pseudotallo Numero de hojas Volumen de raices

r* P <0.05 r* P <0.05 r* P <0.05

Numero de raices 0.442 0.014 0.280 0.134 0.780**  0.000
**%*

Volumen de 0.285 0.127 0.249 0.184

raices

NUumero de hojas 0.714 0.000
**

Media 13.30 6.0

*=r coeficiente de correlacion
**= correlacion significativa (p <= 0.05)

En esta fase las plantas presentaron buenas condiciones morfologicas y fisioldgicas,
consideramos que los resultados obtenidos mediante el coeficiente de correlacion entre las
variables evaluadas tiene el prop6sito conocer la tendencia del crecimiento de las plantas en el
futuro, resultando de mucha importancia para el estudio de factores como el tipo de sustrato,
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fertilizacion, etc. Si obtenemos plantas del Platano cultivar Cuerno Gigante con promedios de
13.74 cm de longitud del pseudotallo y 6 hojas, podemos esperar que estas plantas presenten un
buen ndmero y volumen de raices sin necesidad de extraerlas del sustrato (Cuadro 12, y Figura
11).

La longitud del pseudotallo esta directamente correlacionada con el nimero de hojas, que resulta
importante cuando se aclimatan grandes cantidades de plantas con alta densidad. Si los
promedios de longitud del pseudotallo superan los 13.74 cm y el niamero de hojas es inferior al
promedio de 6 hojas por planta, no existiria correlacion entre si. La mayor longitud de plantas
puede ser ocasionada por el ahilamiento que se produce cuando existe alta densidad entre plantas
en los canteros de reproduccion, debido al factor ambiental limitante que es la luz de intensidad
baja que tiene cubierta la estructura de aclimatacion con tela saran, por tanto se deben hacer los

ajustes necesarios para mejorar la calidad de las plantas.

En base a estos resultados consideramos que en el cultivo de platano es necesario incorporar al
analisis de correlacion otras variables como el didmetro del pseudotallo y area foliar, de manera
que contribuyan a mejorar el conocimiento de la morfologia y fisiologia de las plantas

aclimatadas.
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VI- CONCLUSIONES
En la fase de establecimiento de platano cultivar Cuerno Gigante los apices caulinares segregaron
fenoles en las diferentes variantes de medios de cultivos influidos principalmente de los factores:

procedencia del explante y genotipo utilizado. Los promedios de formacion de plantas (5-20%) se

localizaron en tratamientos suplidos por BAP en combinacion de 0.5y 1 mg 1’1 de AIA.

En la fase de multiplicacién en los medios de cultivos con adiciones de 1y 2 mg I de BAP se
produjeron los mayores promedios de brotacién axilar durante los cuatro subcultivos, pero fue en
el segundo subcultivo donde se registraron los mayores promedios (3.28 y 3.12) en los medios de
cultivo con 2 mg I" de BAP solo 0 en combinacién de 0.25 mg 1™ de AIA.

La utilizacion de cinco plantas por frasco estimuld los mayores promedios de brotacion axilar
(3.88 y 4.20), longitud de brotes y numero de hojas en frascos con volimenes de 220 y 430 ml.
La menor brotacion axilar se registr6 cuando se colocaron 6 plantas por frasco
independientemente del tamafio del frasco. Con 7 plantas por frasco disminuy6 en 28.93% la
cantidad de frascos y medios de cultivo requeridos en comparacion con la utilizacién de 5

plantas.

En la fase de enraizamiento la mejor produccidn de raices se presentd en el medio de cultivo de
consistencia semi-solida contiendo tnicamente 30 g I de sacarosa con un promedio de 4.16

raices, superando significativamente a los obtenidos en medios que contenian 50 g I™* de sacarosa.

En la fase de aclimatacion el nimero de raices tuvo correlacion significativa y positiva con
longitud del pseudotallo y volumen de raices con valores respectivos de r= 0.442 y 0.780, ademas
hubo correlacion positiva y significativa entre nimero de hojas y longitud del pseudotallo con
valor de r=0.714.
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VII- RECOMENDACIONES
Para reducir la oxidacion fendlica en la fase de establecimiento de &pices caulinares del cultivar
de platano Cuerno Gigante, es necesario experimentar con distintos productos antioxidantes en
diferentes concentraciones en medios de cultivo y alternativas del manejo como la siembra de

renuevos en reproduccion, para posteriormente extraer los apices caulinares.

Estudiar el comportamiento agronémico de las plantas in vitro en condiciones de campo

evaluando su manejo, fisiologia y la estabilidad genética del platano cultivar Cuerno Gigante.

Incorporar el andlisis de correlacion de otras variables como las de rendimiento (diametro del
pseudotallo, area foliar, peso del racimo, nimero de dedos, etc; en plantaciones establecidas con
el objetivo de conocer el comportamiento y crecimiento de las plantas in vitro en manera las

mejores plantas que proveeran de explantes a la micropropagacion.
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