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RESUMEN

En el periodo comprendido de noviembre del afio 2001 a julio del afio 2002, en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Universidad Nacional Agraria (UNA) se realizo el estudio de la propagacion in vitro en el cultivo
de Platano, (AAB) cv Enano. A las cuatro semanas del establecimiento se evallo el porcentaje de
fenolizacion de los apices, en el medio de cultivo que contenia solamente las sales Murashige y Skoog el
100% de los tejidos produjo el mas bajo nivel de fenoles. A las ocho semanas se evaluo el efecto de las
variantes de medios de cultivo en la formacion de plantas. Cuando se agrego al medio de cultivo 0.3 mg/l de
Acido indol acético y 1 mg/l de Bencil amino purina se registré 53.3% de plantas formadas y el 26% de estas
emitieron brotes axilares. En la fase de multiplicacion los experimentos se evaluaron a las tres semanas
determinandose los mejores tratamientos a través del analisis de Varianza y separacion de Medias de Tukey
(a= 0.05). Los mejores coeficientes de brotacion se presentaron en los medios suplidos con 4 y 5 mg/l de
Bencil amino purina, con valores respectivos de 4.2 y 4.46 brotes por planta. La consistencia semisdlida del
medio de cultivo superé al medio liquido en las variables altura de planta y nimero de brotes. La mejor
combinacion tipo de frasco y numero de planta, fue con la siembra de cinco brotes en frascos de 200 ml con
resultados de brotacion de 2.08 y 2.05 respectivamente. En el enraizamiento se comprobé que
concentraciones de sacarosa entre 30 g/l y 60 g/l combinadas con 1y 2 mg/l de Acido Indol Acético favorecen
el incremento de las variables evaluadas. La sobrevivencia de las vitroplantas en condiciones ambientales fue
del 100% cuando estas provinieron de medios de cultivos con niveles de sacarosa de 50 y 60 g/l combinadas

con 1y 2 mg/l de Acido Indol Acético.

vii



[- Introduccion

El platano (Musa spp), fue una de las primeras frutas que cultivaron los agricultores primitivos, (Soto 1985).
Las musaceas son nativas del sur-este asiatico. EI género Musa estd constituido por cuatro secciones o
series: Australiamusa, Callimusa, Rhodochlamys y Eumusa (Simmonds, 1962). La seccion Eumusa es la de
mayor interés economico que incluye la mayor parte de los cultivares conocidos de banano (AAA) y platano
(AAB, ABB), que son producto de la hibridacion entre dos especies silvestres: Musa acuminata colla y Musa
balbisiana colla (AAB, ABB), ( Simmonds y Shepherd 1955).

La produccion anual de los bananos y platanos se estima alrededor de 88 millones de toneladas (FAO 1999).
Esto lo coloca como uno de los alimentos de mayor produccion mundial después del arroz, maiz y trigo
(INIBAP, 1997).

El platano tiene gran importancia a nivel mundial y nacional no solo porque forma parte de la dieta del hombre,
sino también porque las areas plataneras son fuentes de empleo permanente y de generacion de divisas. En
Nicaragua, los productores plataneros extraen de la plantacion en produccion material vegetativo que
generalmente son los conocidos como “hijos de espada” o “cola de burro”. Entre los inconvenientes de esta
practica estan el anclaje de la planta madre, se produce competencia por nutrientes entre la planta madre y
sus vastagos; ademas de la inversion en tiempo y mano de obra en la extraccion del material vegetativo y del

alto riesgo de diseminacion de plagas y enfermedades, (Aguilar y Reyes, 1992).

Los cultivares de platano (AAB) que mas se cultivan en Nicaragua, son el Platano Cuerno y el Platano Enano,
con buena aceptacion en el mercado nacional; sin embargo en los ultimos afios el uso de semilla de mala
calidad ha provocado una reduccion drastica en estos cultivares debido al ataque de plagas como el picudo
(Cosmopolites sordiduss), nematodos (Rodophulus similis), etc. como también por enfermedades como la
sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet); que causan considerables pérdidas a los agricultores y en
divisas para el pais, (Alemén et al.,1994).

En los Ultimos afios la técnica de cultivos de tejidos a través de la micropropagacion se ha convertido en una

alternativa para la propagacion y saneamiento de especies de reproduccion vegetativa.



La micropropagacion tiene ventajas en comparacion con los métodos tradicionales de reproduccion de semilla

garantizar material de mayor calidad por el saneamiento de plagas y enfermedades de origen bacteriano y

fungosas, ademas se obtiene un mayor volumen de plantas que se pueden producir en corto periodo y en

areas reducidas, uniformidad de las plantas producidas, entre otras ventajas, (Aguilar y Reyes, 1992).

Para facilitar el éxito de la micropropagacion del cultivar platano Enano se realizaron diferentes experimentos

para definir los mejores tratamientos que garanticen un mejor manejo en las diferentes fases in vitro.

Con la realizacion del presente estudio nos proponemos cumplir con los siguientes objetivos:

General

Mejorar la eficiencia de la metodologia de micropropagacion de Platano (Musa spp. cv. Enano AAB).

Especificos

1- Definir las mejores concentraciones de AIA 'y 6-BAP en las fases de establecimiento y multiplicacion in
vitro de &pices caulinares.

2- Evaluar el comportamiento del cultivar de Platano Enano en las variantes: nameros de subcultivos,
nimeros de plantas por frasco y tipos de frasco en el proceso de micropropagacion.

3- Definir la mejor variante de medio de cultivo en la fase de enraizamiento.

4- Estudiar el comportamiento de las vitroplantas del Platano Enano en la fase de aclimatacion.



|- MATERIALES Y METODOS

2.1- Materiales y equipos

En la Tabla 1 se detallan los materiales y equipos que fueron utilizados en el estudio tanto en las fase de

campo Y laboratorio.

Tabla 1. Materiales y equipos

Agua destilada

Agua desionizada

Acido clorhidrico (Hcl)
Agitadores Magnéticos

Alcohol

Algodon

Autoclave*

Bandeja de aclimatacion (60 orificios)
Bandeja de laboratorio

Balanza analitica*

Bolsas plasticas

Beakers

Papel craft

Calentadores electromagnéticos*
Cémara de flujo laminar*
Céamara fotogréfica

Cinta adhesiva

Cuchillos

Destilador de agua*

Desionizador de agua*

Escalpelos y cuchillas
Gradillas

Hidroxido de potasio (KOH)
Frascos de plastico y vidrio
Horno*

Machetes

Marcadores

Mecheros Bunsen
Parafina (cintas)

Papel de aluminio

Pinzas

Pipetas, regla milimetrada
Platos petri

Potenciémetro*
Reguladores de crecimiento AIA'y BAP
Sacarosa; Phytagel
Reactivos varios

Tubos de ensayo

Humus

Frascos de plastico y vidrio

* Equipos



2.2- Localizacion del experimento

El presente estudio se realizd en el laboratorio de cultivo de tejidos del Programa Recursos Geneéticos
Nicaragiienses (REGEN), ubicado en el km 12 * Carretera Norte, Managua, en el periodo comprendido entre
noviembre del 2001 a julio del 2002.

2.3- Esterilizacion de materiales y equipos

En la limpieza de la cristaleria se utilizd Hipoclorito de Sodio NaClOs en concentraciones del 1% durante 24
horas, se realizd un enjuague con agua y detergente, posteriormente se escurrié durante 2 horas para evitar

que quedaran residuos de agua.

Previo a la siembra de los tejidos in vitro, los medios de cultivo se esterilizaron en el autoclave a 120 °C
durante 20 minutos; las platos petri, pinzas y bisturies se esterilizaron en el horno a temperaturas de 170 °C
durante 2 horas. También se desinfectd la cdmara de flujo laminar inicialmente con alcohol al 90% y luego se

expuso a luz ultravioleta durante 30 minutos.

2.4- Fase de establecimiento

2.4.1- Seleccion del material vegetativo

El material vegetativo utilizado fue obtenido de areas de siembra o de productores del departamento y
municipio de Masaya, se seleccionaron renuevos conocidos como “hijos de espada” de tamarfio de 40 a 50 cm
de altura, que ademas presentaban un buen estado morfoldgico y fisiologico.

2.4.2- Preparacion del material vegetativo

Utilizando machetes se realizaron cortes en el cormo y en el pseudotallo, posteriormente se redujeron los

tejidos hasta dejar el explante con una medida de 4 a 5 cm de longitud por 2 a 3 cm de ancho

aproximadamente; después se sumergieron durante 5 minutos en agua con detergente para desprender los



residuos de polvo y otras impurezas, se hacen enjuagues sucesivos hasta lograr una limpieza completamente
de los tejidos, asimismo para reducir la fenolizacion y evitar la deshidratacion de los explantes. (Foto 1)

a b

Foto 1. a) Plantas jovenes de cv. Platano Enano utilizados en la fase de establecimiento
b) Tamafio promedio de los &pices en la fase de establecimiento

2.4.3- Desinfeccion del material vegetativo

24.3.1-  Desinfeccion de los tejidos

Se practicé una reduccion a los explantes hasta obtener un tamafio aproximado de 4 ¢cm, luego se lavaron con
detergente y agua limpia, realizandose la primera desinfeccion en cloro comercial al 2% durante 5 minutos. La
segunda desinfeccion se realiz6 en la camara de flujo laminar en el cuarto de siembra, sumergiendo los
explantes en cloro comercial al 2% durante 5 minutos, luego se efectuaron tres enjuagues sucesivos con
agua estéril, finalmente sobre platos petri previamente esterilizados se efectlo la reduccion de los explantes
hasta aproximadamente 0.5 cm de tamafio.

2.4.4- Siembra del material Vegetativo
Los explantes se sembraron individualmente en tubos de ensayo con dimensiones de 14.7 cm de longitud y

2.4 cm de diametro, con tapones de hule, adiciondndose a cada tubo 10 ml de medio de cultivo. Una vez
concluida la inoculacion los apices, fueron trasladados al cuarto de crecimiento con condiciones de 27 °C,



16 hrs luz y 8 hrs de oscuridad, 2000 lux de intensidad; 3 semanas después se efectio una limpieza para

eliminar la acumulacion de fenoles en los explantes facilitando de esta forma la brotacion de la yema.

2.4.5- Medios de cultivo en la fase de establecimiento

Diferentes autores reportan el medio de Murashige & Skoog (1962), como el mas ampliamente utilizado para
el cultivo de meristemos y apices, reportandose su empleo en la mayoria de las especies propagadas in vitro.

Se realizaron dos estudios durante esta fase, el primero consistio en determinar el porcentaje de fenolizacion
de los &pices a las tres semanas de establecidos en cinco variantes de medios de cultivo y en el segundo
estudio se evallo el porcentaje de plantas formadas a partir de los apices establecidos a las ocho semanas

en las mismas variantes de medios de cultivo. (Tabla 2).

Tabla 2. Variantes del medios de cultivos utilizadas en la fase de establecimiento in vitro de &pices caulinares
de Platano cv. Enano .
Variantes del medio * AIA mgl/l ** BAP mgl/l
(MS, 1962)

1 0 0
2 0.15 1
3 0.3 1
4 0.15 2
5 0.3 2

=Acido indolacetico, ** = Bencil amino purina, MS= Murashige y Skoog.

2.4.6- Anélisis de los datos

Para el analisis delos datos se realiz una tabla de porcentajes. En esta fase se evaluaron cinco variantes

constituyendo cada una de ellas una replica conformada por 15 explantes.



2.4.7- Variables evaluadas

Se asignaron las siguientes categorias en Fenolizacion: (%)

A- Sin fenoles en tejidos y medios de cultivo

B- Tejidos con fenoles y medios de cultivo sin fenoles

C- Tejidos con fenoles y medios de cultivo parcialmente fenolizados
D

- Tejidos y medios de cultivos altamente fenolizados

Las evaluaciones se realizaron 21 dias después que los explantes fueron inoculados en la superficie del
medio. Las variables evaluadas fueron las siguientes:

Estado de crecimiento en (%).

1- Sin crecimiento: no presentan coloracion verde

2- En crecimiento: presentan coloracion verde

Variables evaluadas a las ocho semanas:
1- Plantas no formadas.
2- Plantas formadas.

3- Plantas formadas con brotes.
2.5- Fase de multiplicacion

Se efectuaron dos experimentos. En el primero se estudiaron el comportamiento de las vitroplantas en seis
variantes de medio de cultivo suplidos con AIA y BAP durante cinco subcultivos y el efecto de la consistencia
liquida y semisdlida de los medios de cultivo. En el segundo experimento se estudio el efecto en la tasa de
multiplicacion de en tres tipos de frascos con capacidad de 100, 200 y 300 ml, y del nimero de plantas por
frasco (3, 4,5y 6 ) en el medio de cultivo MS suplementado con 0.3 mg/l AIA'y 5 mg/l BAP.



2.5.1- Efecto de los medios de cultivos sobre la produccion de brotes axilares

Se estudio el efecto sobre las vitroplantas en cinco concentraciones de BAP y una concentracion de AIA en
dos consistencias de medios de cultivo liquida y semisélida, en cinco subcultivos sucesivos (Tabla 3). Para
este estudio se utilizaron frascos de 200 ml; se agregaron 30 ml de medios de cultivo cuando la consistencia
era semisdlida y 15 ml cuando la consistencia era liquida. Los brotes y plantas producidos en cada variante de

medio de cultivo se estudiaron en la misma variante en el siguiente subcultivo.

Tabla 3. Variantes de cultivo MS en la fase de multiplicacion in vitro de Platano cv. Enano.
Variantes del medio * AIA (mgl/l) ** BAP
(MS, 1962)
1 0 0
2 0.3 1
3 0.3 2
4 0.3 3
5 0.3 4
6 0.3 5

*=Acido indolacetico, ** = Bencil amino purina.

2.5.2- Disefio y analisis estadistico

Para este estudio se utilizaron 6 repeticiones por tratamiento (frascos) y cuatro plantas por frasco, cada frasco
se considerd una réplica; las evaluaciones se realizaron a las tres semanas de establecido el experimento.

El experimento se establecio en un disefio de bloques completamente al azar (B.C.A), con arreglo trifactorial.
En el analisis estadistico se realizo un ANDEVA y separacion de medias usando Tukey a= 0.05. Los datos
fueron procesados y analizados en el programa estadistico SAS.



2.5.3- Efecto del tipo de frasco y el numero de explante por frasco en la fase de multiplicacion

Se estudio el efecto en la fase de multiplicacion de tres tipos de frascos y numero de plantas por frasco (3, 4, 5

y 6) en un mismo medio de cultivo, (Tabla 4).

2.5.4- Disefio y andlisis estadistico

El experimento se establecio en un disefio de bloques completamente al azar (BCA) con arreglo bifactorial con
seis repeticiones por tratamiento de tipo de frasco y numero de plantas por frasco. Se empled el mismo

andlisis que en el primer experimento de multiplicacion; la evaluacion se realizd a las tres semanas de

establecido.
Tabla 4. Capacidad de frascos y numero de 3, 4, 5y 6 plantas por frasco utilizados en la fase de multiplicacion
in vitro de Platano cv. Enano.
Variantes Cantidad de medio de cultivo (ml)

Tipo de frasco capacidad (ml)

100 15
200 30
300 45

2.5.5- Variables evaluadas

En ambos experimentos las variables que se evaluaron fueron:

a- Altura de planta (cm): Para tal efecto se utilizd una regla graduada en centimetros a partir de la base

del tallo hasta el inicio de la primera hoja.

b- NUmero de hojas: Se contabilizo el nimero de hojas producidas por los brotes a las tres semanas de

permanecer en el medio de cultivo.



c-  Numero de brotes por planta: Se tomaron datos del nimero de nuevos brotes que surgen de cada

planta a las tres semanas de permanecer en el medio de cultivo.
2.6-  Fase de enraizamiento
La importancia de la fase de enraizamiento esta en lograr que las vitroplantas proximas a ser adaptadas a
condiciones ambientales, tengan suficientes raices que las preparen a las nuevas condiciones, donde a
diferencia del medio de cultivo, las plantas tienen que absorber el agua y los nutrientes del sustrato.
Este estudio se inici6 con la seleccion de plantas obtenidas en la fase de multiplicacion, con 2 — 3 hojas y 3 cm
de altura; posteriormente fueron sembradas en frascos de vidrio con capacidad de 200 ml. Se sembraron 4
plantas por frasco, para determinar la respuesta al enraizamiento en cada una de las variantes de medio de
cultivo.

2.6.1- Medios de cultivo en la fase de enraizamiento

Se estudid la respuesta de las variables altura de la planta (cm), nimero de hojas, nimero de brotes, plantas

enraizadas y longitud de raices en doce variantes de medio de cultivo, a las cuatro semanas (Tabla 5).
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Tabla 5. Variantes de medios utilizados en la fase de enraizamiento in vitro de Platano cv. Enano.

Variantes del medio *AlA (mg/l) Sacarosa (g/l)
(MS, 1962)
1 0 0
2 0 30
3 1 0
4 2 0
5 1 30
6 2 30
7 1 40
8 2 40
9 1 50
10 2 50
11 1 60
12 2 60

*=Acido indol acético, MS= Murashige y Skoog.

2.6.2- Disefio y analisis estadistico

El nimero de réplicas utilizadas en cada tratamiento fue de seis por tratamiento, con un numero de 4 plantas

por frasco.

El experimento se establecié en un disefio de bloque completamente al azar (BCA), en arreglo unifactorial. Se
realizd ANDEVA vy para definir el mejor tratamiento la prueba de medias de Tukey a= 0.05. para las variables
altura de la planta, nimero de hojas y numero de brotes; y en el caso de los datos no paramétricos

sobrevivencia y nimero de plantas con raices, los resultados se determinaron en porcentaje.
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2.6.3- Variables evaluadas

La evaluacion se realizo a las 4 semanas de inicio del ensayo.
1-  Sobrevivencia
2-  Numero de plantas con raices
3- Altura de las plantas
4-  NUmero de hojas
5

- Numero de brotes
2.7-  Aclimatacion de las vitroplantas

El objetivo principal de esta fase es lograr la adaptacion de las vitroplantas al medio ambiente externo, con
altas tasas de sobrevivencia en corto tiempo y a bajos costos. Esta fase es una de las mas importante en la
micropropagacion. Se emplearon vitroplantas provenientes de la fase de enraizamiento. En el experimento se
evaluaron 15 vitroplantas por cada medio de enraizamiento las que fueron trasladadas a condiciones de

sombreadero y sembradas en un sustrato de humus de lombrices.

Las vitroplantas se establecieron en bandejas plasticas de 60 orificios de 2 ¥8 por 2 78 | Posteriormente a la
siembra, las bandejas fueron trasladadas al sombreadero donde se les suministrd un riego diario,

permaneciendo en estas condiciones durante cuatro (4) semanas.

2.7.1- Disefio y andlisis experimental

Para el procesamiento de los datos no paramétricos se elaboraron tablas de porcentaje para la variable
sobrevivencia. Para las variables nimero de hojas y altura de la planta se utilizd un disefio de blogue
completamente al azar (BCA), con arreglo unifactorial, evaluandose 15 plantas proveniente de cada variante
de medio de la fase de enraizamiento. Los datos de las variables altura de planta y nimero de hojas se realiz6

el correspondiente anélisis de ANDEVA y la prueba de medias de Tukey a= 0.05.
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2.7.2- Variables evaluadas

1- Porcentaje de sobrevivencia.
2- Numero de hojas.

3- Altura de planta.
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Il- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1- Fase de establecimiento

3.1.1- Grado de fenolizacion en el establecimiento de los apices

Las oxidaciones fendliticas pueden en ocasiones constituir un serio problema en el establecimiento y
supervivencia de meristemos y apices, las cuales se manifiestan como un ennegrecimiento en los tejidos y
puede extenderse a todo el medio de cultivo produciendo una seria afectacion en el crecimiento del explante,
al que puede provocar la muerte. Esto constituye en mltiples ocasiones una dificultad para el establecimiento

de los cultivos in vitro (Pérez, 1998).

Se considera que la oxidacion de los sustratos fendlicos que produce la enzima polifenoloxidasa, es la
principal causa de coloracion oscura de la fruta de banano durante el manejo, almacenamiento y

procesamiento (Gooding, 2001).

Esta misma enzima afecta a los cultivos in vitro y se incrementa cuando los tejidos son cortados, durante la
preparacion del explante, facilitando que los compuestos fendlicos que estdn acumulados en grandes
cantidades en las vacuolas se mezclan con el contenido de los plastidios y otros organelos donde estan
confinadas las polifenoloxidasas y aparece la coloracion negra o marrdn como consecuencia del proceso de

oxidacion (Jiménez, 1997).

En la fase de establecimiento, a las tres semanas se evaluo el grado de fenolizacion, observandose que los
apices segregaron fenoles en las cinco variantes de medio de cultivo. Los resultados reflejaron que en la
variante de medio de cultivo sin reguladores de crecimiento (testigo) los tejidos segregaron fenoles pero no se
difundieron en el medio de cultivo; mientras a las variantes que contenian combinaciones de AIA y BAP la
produccion de fenoles de los &pices se incremento; estos resultados indican que el grado de fenolizacion se

aumenta con la adicion de sustancias reguladoras de crecimiento (Tabla 6).
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Tabla 6 Porcentaje de fenolizacion y crecimiento en la fase de establecimiento de &pices de Platano cv. Enano
a las cuatro semanas de establecidos en el medio de cultivo M.S suplementado con diferentes niveles

de AIA y BAP.
Concentracién (mg/l) Grado de fenolizacion (%) Estado de crecimiento
(%)
AlA BAP A B C D Sin En crecim
crecim
0 0 0 100 0 0 100 0
0.15 1 0 57.9 42.1 0 60 40
0.30 1 0 78.94 15.78 5.26 46.66 53.34
0.15 2 0 84.22 15.78 0 60 40
0.30 2 0 78.94 21.05 0 66.66 33.33

George (1993) sefala que con el corte en la superficie de muchos explantes se inicia un cambio de color. Los
explantes o parte de ellos, frecuentemente continGan oscureciéndose una vez introducidos al frasco, donde
pueden ademas exudar sustancias de coloracion oscura dentro del medio y con frecuencia se inhibe el
crecimiento de los tejidos que incluso pueden morir. Otros autores reportan que los dafios que resultan de la
produccion de fenoles es usualmente mas severa durante el estado inicial del cultivo y deja de ser un
problema hasta que los explantes han comenzado a crecer. Lee (1998) demostré experimentalmente que las
citoquininas tales como la N6 sustituto de la adenina incrementan el ennegrecimiento de los tejidos de
banano, por lo tanto recomienda omitir esta citoquinina cuando se inicia el cultivo. Ademas del uso de
sustancias antioxidantes, recomienda mantener los tejidos en la oscuridad o reducir la temperatura de

incubacion.

3.1.2- Diferenciacion de apices

Un balance apropiado entre auxinas y citoquininas en el medio de cultivo es necesario para la formacion de
plantas a partir de meristemos, apices o yemas. Este balance esta4 determinado por las concentraciones

enddgenas de auxinas y citoquininas presentes en el explante las cuales dependen de la especie y del tipo de

explante (Jiménez, 1997).

15



Un segundo estudio se realizd en la fase de establecimiento para determinar el efecto en la diferenciacion de
los apices de plantas formadas de cinco variantes en medio de cultvo M.S a las ocho semanas del

establecimiento de los apices.

En el medio suplementado con 0.30 mg/l AIA y 1 mg/l BAP se incremento el porcentaje de plantas formadas
con el 53.34%, de las cuales el 26.66% emitieron brotes y el 46.66% no formaron plantas; en los medios
suplementados con 0.15 y 0.30 mg/l AIA combinados con 2 mg/l BAP, se registrd el menor porcentaje de
plantas formadas con el 40 y 33.33% respectivamente; éstas variantes superaron a los otras en la formacion
de brotes axilares con porcentajes de 66.66 y 40% respectivamente. En la evaluacion del estado de
crecimiento de los &pices, no se observo crecimiento en el 100% de los tejidos inoculados en el medio de
cultivo sin reguladores de crecimiento; en las otras variantes de medio de cultivo se presentaron diferentes

porcentajes de apices sin crecimiento y apices en crecimiento (Tabla 7) (Foto 2).

Tabla 7. Comportamiento en el crecimiento de apices de Platano ¢ v. Enano a las 8 semanas de establecidas
en el medio de cultivo M.S suplementado con niveles combinados de AIA y BAP.
Concentracion | Plantas no formadas % Plantas formadas Plantas formadas con
(mg/l) % brotes %
AlA BAP
0 0 100 0 0
0.15 1 60 40 20
0.30 1 46.66 53.34 26.66
0.15 2 60 40 66.66
0.30 2 66.66 33.33 40
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Foto 2. Plantulas de Platano cv. Enano en la fase de establecimiento en 5 variantes de medio de cultivo a las
ocho semanas.

El grado de oscurecimiento o inhibicion del crecimiento de los tejidos est4 en dependencia del genotipo,
resultando muy severos en géneros que naturalmente contienen altos niveles de taninos y otros hidroxifenoles

como ocurre en platano y banano (Jiménez, 1997).

3.2- Fase de multiplicacion

3.2.1- Subcultivos

La fase de multiplicacién es la mas importante del proceso de micropropagacion, en la que se debe garantizar

la propagacion de los brotes y la estabilidad genética de las plantas producidas (Jiménez et al., 1998).

El balance de auxinas-citoquininas es determinante en el coeficiente de multiplicacion, con un balance
adecuado es posible alcanzar elevadas tasas de proliferacion aumentando la efectividad del método de
micropropagacion (Orellana, 1998). Sin embargo, 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 formacion de yemas adventicias, lo cual representa un inconveniente

dentro del proceso de propagacion (Agramonte, 1997).
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En el medio de cultivo sin adiciones de AIA y BAP a partir del tercer subcultivo las plantas alcanzaron la mayor
altura, sin presentarse diferencias estadisticas significativas con la mayoria de los tratamientos. Se observo
que con suministros de 0.3 mg/l AIA'y 3 mg/l BAP, la altura se redujo en cada subcultivo, mientras que el
numero de hojas experimento esta misma tendencia a partir del segundo subcultivo, emitiendo una hoja en el

quinto subcultivo, que resulto estadisticamente inferior a 23 de los 30 tratamientos (Figura 1y 2).

Fue evidente que la emision de brotes disminuy6 en cada subcultivo en el medio de cultivo sin adicion de AIA
y BAP, mientras en los medios con 3, 4 y 5 mg/l BAP se indujeron los mayores promedios de brotacion, con
valores de 3.56, 4.19 y 4.41. Pérez et al., (1998) sefiala la importancia del incremento del coeficiente de
multiplicacion durante la propagacion in vitro de Platano debido a que, cada unidad de aumento en este
indicador disminuyen los costos en aproximadamente un 10%. EI comportamiento de las tres variables
evaluadas, reflejo que los mayores valores en altura de planta y nimero de hojas, no inducen a una mayor
brotacion de las vitroplantas; pero si se demostrd que la emision de brotes estd mas relacionada con las
concentraciones de BAP que se agregan al medio de cultivo, aunque también no se descarta el efecto que
produce la procedencia del brote utilizado que puede ser una planta madre, de hijos o nietos, de acuerdo a lo
reportado por Reyes (1995). La procedencia de los brotes ocasiona variaciones en el ahijamiento dentro de los
subcultivos, las plantas que se originan de planta madre producen mayor numero y desarrollo de las hojas,
gran numero de raices y plantas altas; y las plantas provenientes de hijos, producen mas brotes, pero son mas

cortos y con menor nimero de hojas y raices (Rodriguez et al., 1987).
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Figura 1. Efecto de seis variantes de medio de cultivo durante cinco subcultivo (s) en la variable altura
de planta en la fase de multiplicacion.
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Figura 2. Efecto de seis variantes de medio de cultivo durante cinco subcultivo (s) en la variable nimero

de brotes en la fase de multiplicacion.

A medida que aumenta el nimero de subcultivos hay una tendencia al incremento del nimero de brotes por
explante y se, puede incrementar la formacion de yemas adventicias. Ademas puede darse el fenémeno de un
efecto de “habituacion” de los tejidos en medio con citoquininas, este efecto ha sido descrito en varias
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especies, y al parecer estos tejidos comienzan también a producir su propia citoquinina en estas condiciones,

lo cual hace que haya una mayor estimulacion de brotes axilares y adventicios (Agramonte,1997).

3.2.2- Consistencia en niimeros de subcultivos

En los medios de cultivo sin adicion de AIA y BAP de consistencia semisolida se obtuvo una altura de 2.80 cm
que superd estadisticamente a los promedios alcanzados en los medios suplementados con 2, 3, 4y 5 mg/l
BAP y a las plantas que crecieron en medios de cultivo de consistencia liquida que contenian 5 mg/l de BAP
se registrd el menor numero de hojas por plantas aunque estadisticamente sélo fueron superados estos
valores cuando las plantas crecieron en medios suplementados con 1, 2 y 4 mg/l BAP en consistencia liquida
y Unicamente al medio que se le adiciond 1 mg/l BAP. El nimero de brotes fue mejor estadisticamente en el
medio de cultivo con 5 mg/l y consistencia semisolida con 5.80 brotes promedio por planta, que superd a los
resultados obtenidos en todas las variantes de medio de cultivo de consistencia liquida y con 0y 1 mg/l BAP.
Estos resultados indican que en el nimero de brotes se ve més influenciado por la consistencia del medio de
cultivo y por las dosis de BAP que se adicionen a los medios, mas que por efecto que producen las variables
altura y nimero de hojas por planta que presentan un comportamiento inverso, a mayor nimero de brotes
menor altura de planta y viceversa. En las figuras (3 y 4) se observan las tendencias de las variables altura de

planta y numero de brotes en la consistencia liquida y semisélida y sus variantes de medio de cultivo.
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Figura 3. Efecto de seis variantes de medio de cultivo y dos consistencias en la variable altura de
planta, en la fase de multiplicacion.
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Figura 4. Efecto de seis variantes de medio de cultivo y dos consistencias en la variable nimero de

brotes, en la fase de multiplicacion.

El medio liquido tiene la limitante de que no todas las especies responden igual al crecimiento de éste, ni
todos los genotipos dentro de una misma especie se comportan de igual manera (Agramonte, 1997). Orellana
(1998) observo en platano y banano una tendencia a la reduccion del coeficiente de multiplicacion a medida
que se dan subcultivos continuos en medio liquido. Este resultado en los medios liquidos es completamente
distinto a lo observado en los medios en estado semisolido, donde existe un incremento a medida que
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aumenta el nimero de subcultivos; la explicacion de este fendmeno radica en un problema fisico: la menor
oxigenacion de los tejidos, con lo cual se reduce o elimina la formacion de brotes de yemas axilares en los

explantes que se hace mas evidente en cada subcultivo (Agramonte,1997).

Orellana (1998) reportado por (Aguila et al., 2002), sefiala que existen diferencias en el crecimiento de los
tejidos en dependencia del estado fisico del medio de cultivo; el manejo no es el mismo cuando se utilizan

medioa de cultivo semisolidos y liquidos.

3.2.3- Tipo de frasco y nimero de plantas por frasco

Una baja densidad (planta por frasco) ocasiona pérdidas de espacio y medio de cultivo, subutilizaciéon de
recipientes, demanda mayor capacidad de esterilizacion con la consiguiente elevacion de los costos en
materiales, energia y mano de obra. Con una densidad demasiado alta ocasiona crecimiento limitado de los
propagulos e insuficiente proliferacion, subcultivos mas frecuentes y poco desarrollo de los brotes. Diferentes
autores reportados por Lee (1998) destacan que cuando se inoculan una mayor densidad de explantes en un
solo frasco se produce mayor cantidad de brotes y raices, debido posiblemente a que los explantes difunden
sustancias como las auxinas y citoquininas. Chun et al., (1986) observaron en populos que cuando solo se
inoculaba un explante por frasco la tasa de multiplicacion fue de un brote, mientras que con 2 o0 3 explantes se

produce un gran nimero de brotes.

Se determind que el comportamiento de la altura de la planta esta en dependencia del nimero de plantas por
frasco y del tipo de frasco. En el analisis de diferencias de medias se observd que las menores alturas se
alcanzan cuando se siembran 6 plantas en frascos de 100 ml y 3 plantas en frascos de 200 ml. con valores
respectivos de 1.90 y 1.30 cm. Aunque no reflejan diferencias estadisticas con el resto de interacciones tipo de
frasco y nimero plantas por frasco. En la combinacion frascos de 200 ml conteniendo 3 plantas, se registro el
menor promedio de emision de hojas (1.16). No se reportaron diferencias significativas entre los demas
tratamientos. El nimero de brotes producidos por plantas en las combinaciones frascos de 100 y 200 ml con 5
y 6 plantas por frasco, superaron a las combinaciones frascos de 100, 200 y 300 ml. conteniendo 3 y 4
plantas. George (1993) afirma que el tamafo y forma del envase puede influir directamente en el crecimiento
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de los tejidos in vitro. El tamafio dptimo del recipiente esté en dependencia del tipo de material, de la especie

que esta siendo multiplicada y puede ser determinado experimentalmente (Figura 5y 6) (Foto3).
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Figura 5. Efecto de tres tipos de frasco y diferentes nimero de plantas por frasco en las variable altura de

planta, en la fase de multiplicacion.
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Figura 6. Efecto de tres tipos de frasco y diferentes nimero de plantas por frasco en las variable numero de

brotes, en la fase de multiplicacion.
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Foto 3. Tipos de frascos utilizados en la fase de multiplicacion de 100, 200 y 300 ml (izquierda a
derecha).

La produccion de brotes en el frasco de 300 ml se ve limitada posiblemente por el tipo de material plastico con
que es elaborado, debido a que impide que gran parte del espectro de luz llegue hasta los tejidos implantados,
ademas que parece que el hermetismo dentro de la camara limita el intercambio gaseoso con el medio
ambiente externo porque se produce la acumulacién de gotas de agua en las paredes internas del frasco. El
tamafio minimo de los frascos en la fase de multiplicacién de acuerdo con Chun (1986) debe tener capacidad
de 60 a 100 ml, aunque los mejores resultados se obtienen en frascos con menos de 200 ml de capacidad.
George (1993) destaca que la humedad relativa dentro del frasco que contienen brotes esta en dependencia
del area total de las hojas y sobre todo del nimero y tamafio de brotes por frasco. Evert y Holt (1975) citados
George (1993) observaron que normalmente el crecimiento in vitro en frascos grandes es mejor cuando

contiene muchos brotes, los cuales juntos ayudan a mantener una adecuada humedad relativa.
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3.3- Fase de enraizamiento

En las variantes medio de cultivo con 0, 1 y 2 mg/l de AIA pero sin sacarosa la variable altura de planta
resultd inferior estadisticamente con valores de 0.767 cm, 0.983 ¢cm y 0.217 c¢m. respectivamente. Entre los
otros tratamientos no se registraron diferencias estadisticas significativas; aunque fue evidente que cuando se
combinaron las diferentes dosis de sacarosa y AlA se incremento la altura de planta. En la variable numero de
hojas Unicamente resulto inferior estadisticamente, en el medio de cultivo con 2 mg/l AIA sin sacarosa, aunque
no hubo diferencias estadisticas entre los tratamientos con 0 y 1 mg/l AIA ambos sin sacarosa. EI mejor
promedio de brotes se obtuvo en el medio con 2 mg/l AlA'y 50 g/l sacarosa con cinco brotes superando a las
obtenidas en los medios a los que se adicionaron combinaciones de 0, 1y 2 mg/l AIA con 30 g/l sacarosa y sin
sacarosa. El porcentaje de plantas enraizadas fue mayor tanto en la variante de medios de cultivo que
Unicamente contenia sacarosa o en las variantes que combinaban sacarosa con AlA. Este comportamiento se

debe a que la sacarosa es la principal fuente de energia para los tejidos in vitro (Figuras 7 y 8) (Foto 4).
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Figura 7. Efecto de doce variantes de medios de cultivo en la variables altura de planta, en la fase de

enraizamiento.
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Figura 8. Efecto de doce variantes de medio de cultivo en el enraizamiento de platano cv. Enano a las tres
semanas.
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Foto 4. Representacion de plantulas de Platano cv. Enano en doce variantes de medio MS suplementado con

AlAy sacarosa en la fase de (* = AIA; **=sacarosa).
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En base a la buena respuesta de los tejidos a la combinacion de niveles de sacarosa con AlA se debe
posiblemente al efecto sinérgico que se produce cuando se combinan estas dos sustancias. En la mayoria de
los medios de cultivo para enraizamiento se recomienda elevar la concentracion de sacarosa para lograr un
crecimiento vigoroso de las raices. En cafia de azlcar se reporta un abundante enraizamiento en medios que

contengan entre 5y 9 % de sacarosa (Maretzki e Hiraki, 1980; Ballester y Gonzéalez, 1983).

3.4- Fase de aclimatacion

Se considera sustrato a los materiales sélidos o porosos de origen natural o sintéticos que solos o0 combinados
garantizan un adecuado crecimiento de las plantas bajo condiciones ambientales controladas. Estos tienen
como funcién suministar a la planta sostén mecanico, a la vez permitir que las raices tomen aire y agua, este

puede o no intervenir en el complejo proceso de nutricion vegetal (Tortosa, 1990).

El objetivo principal de la fase de aclimatacion es lograr la sobrevivencia de las plantas al momento del
trasplante y crecimiento de la misma; etapa en las que las plantas estan forzadas a ser autétrofas y sintetizar
los compuestos organicos; a partir de minerales, agua, CO. y luz. Este cambio en las planta asi como la
morfologia de la misma determina la susceptibilidad durante las etapas inicial del proceso de aclimatacion
(Agramonte, 1997).

Con las plantas que se desarrollaron en la fase de enraizamientro en las diferentes variantes de medios de
cultivo, se estudié el comportamiento de éstas a las condiciones ambientales en base a la expresion de las
variables altura, nimero de hojas y sobrevivencia de las vitroplantas. En el ANDEVA practicado a las variables
altura de planta y numero de hojas, se observo que por efecto de las variantes de medio de cultivo, se
registraron diferencias estadisticas significativas. Tanto en altura como en nimero de hojas, las variantes de
medio de cultivo que contenian diferentes niveles de sacarosa en combinacion con 1 0 2 mg/l de AlA, se
adaptaron a las condiciones ambientales. De acuerdo a la separacion de medias de Tukey a= 0.05, la variable
numero de hojas registré el mayor valor en relacion a la altura (Tabla 12) (Foto 5).

28



Tabla 12 Efecto de doce (12) variantes de medio de cultivo en la aclimatacion de vitroplantas de Platano cv.
Enano a las cuatro (4) semanas.

Concentracion Altura de planta NC de hojas Sobrevivencia de

AIA (mg/l) | Sacarosa (g/l) (cm) vitroplantas%

0 0 0b 0 c 0

0 30 237 a 133 b 56

1 0 0 b 0.0 c 0

2 0 0 b 0.0 c 0

1 30 248 a 226 ab 47.8

2 30 245 a 233 ab 52.17

1 40 241 a 233 ab 66.66

2 40 284 a 273 ab 79.16

1 50 266 a 313 a 100

2 50 1727 a 240 ab 84

1 60 308 a 320 a 86.66

2 60 277 a 2.8 a 100
ANDEVA * *

C.v 20.84 23.61
R? 0.69 0.64

Medias con letras en comUn no difieren significativamente entre si. Tukey a= 0.05

Igual que en las variables altura y nimero de hojas, en los medios sin adicion de sacarosa no se observo
sobrevivencia de las vitroplantas, tnicamente en los medios con 1 mg/l de AIA con 50 g/l de sacarosa 'y 2 mg/l
AlA con 60 g/l sacarosa se obtuvo el 100% de sobrevivencia.
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Foto 5. Efecto de la concentracion de sacarosa en el la adaptacion de plantulas en la fase de aclimatacion;
plantas con 30, 40 50 y 60 g/l de sacarosa (izquierda a derecha).

Estos resultados sugieren la importancia de agregar sacarosa desde la fase de enraizamiento en
concentraciones superiores a los 30 g/l en combinacion de 1 6 2 mg/l de AIA. Jiménez (1995) considera que
las vitroplantas procedentes de medio de cultivos con mayores concentraciones de sacarosa presentan, mayor
sobrevivencia al ser sembradas en la fase de aclimatacion, debido a una mayor adaptacién para soportar el
estrés hidrico, motivado por las condiciones de mayor presion osmotica donde se desarrollan, unido a una
mejor constitucidn morfol6gica de la vitroplanta.

30



V.

CONCLUSIONES

En el medio de cultivo sin adicion de AIA 'y BAP el grado de fenolizacion se manifesto Gnicamente en las
paredes de los apices establecidos. No se observo crecimiento de los apices en las cinco variantes de

medio de cultivo.

En la fase de establecimiento, a las ocho semanas en el medio de cultivo suplementado con 0.30 mg/l
AlA + 1 mg/l BAP se produjo la mayor diferenciacion de los épices a plantas en un 53.34% de las cuales
el 26.66% emitieron brotes.

En la fase de multiplicacion los medios de cultivos con adiciones de 3, 4 y 5 mg/l BAP se produjeron los
mayores promedios de brotacion por planta en los cinco subcultivos.

En el medio de cultivo de consistencia semisolida suplementado con 5 mg/l BAP se produjo el mejor
promedio de brotes por planta (5.80), superando a los promedios obtenido en las variantes de medio de

cultivo de consistencia liquida y a las de consistencia semisdlida con 0 y 1mg/l de BAP.
En la fase de enraizamiento y aclimatacion los medios de cultivos que contenian combinaciones de 1y 2

mg/l AIA con 30 a 60 g/l de sacarosa favorecieron el incremento en altura, nimero de hojas en ambas

fases y la sobrevivencia en la aclimatacion.
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RECOMENDACIONES

En el establecimiento de apices, el medio de cultivo MS suplementado con 0.3 mg/l AIA'y 1 mg/l BAP

resulté mas efectivo para la formacion de plantulas.

En la fase de multiplicacion, sembrar seis plantas en frascos de 100 y 200 ml en un medio de

consistencia semisélida suplementado con 0.3 mg/l AIA'y 5 mg/| BAP.

Adicionar concentraciones de 40-60 g/l de sacarosa en combinaciones con 1 6 2 mg/l de AlA, en la fase

de enraizamiento.

Realizar estudios de micropropagacion con otros genotipos de platano.

Realizar estudios de adaptacion de las vitroplantas a condiciones de campo para detectar y caracterizar
posibles variantes somaclonales reportadas por muchos autores en el cultivo de platano.
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Tabla 8 Resultado de la interaccion entre los tratamientos medios de cultivo y subcultivos en las variables
altura de planta, nimero de hojas y nimero de brotes en la fase de multiplicacion.

Sub-cultivos Concentraciéon (mg/l) Altura de NUmero de NUmero de
AlA BAP planta (cm) hojas brotes
0 0 2.40 abc 1.83 abc 0.50 efg
0.3 1 2.32 abc 2.66a 2.33 b.g
1 0.3 2 213 af 2.75a 2.50 b.g
0.3 3 2.62 abc 2.16a 3.25 he
0.3 4 2.06 a.f 241 a 5.17 ab
0.3 5 2.21af 250a 4,17 ab
0 0 2.16 a.f 2.08 ab 0.33 fg
0.3 1 213 af 225a 35 be
0.3 2 1.87 bf 1.92 abc 2.83 bf
2 0.3 3 221 af 2.58a 3.75 abc
0.3 4 2.04 af 1.92 abc 3.58h.e
0.3 5 2.06 a.f 1.66 abc 3.0 be
0 0 292a 2.25a 0.83d.g
0.3 1 2.05a.f 250a 3.17h.e
3 0.3 2 2.2 af 2.66a 4,75 ab
0.3 3 1.80 b.f 250a 542 ab
0.3 4 2.0 af 2.33a 5.0 ab
0.3 5 1.99 a.f 2.33a 8.17a
0 0 2.52 abc 2.25ab 0.50 efg
0.3 1 2.25a.e 2.58 a 4.33 ab
0.3 2 2.28ad 2.33a 3.83 bed
4 0.3 3 1.28 def 1.92 abc 2.75b.9
0.3 4 170 c.f 2.08 ab 4.0 abc
0.3 5 1.17f 1.16 be 2.50h.g
0 0 2.79ab 2.0ab 0.16¢g
0.3 1 2.10 af 2.16a 2.83b.f
0.3 2 198 af 2.16ab 091cg
5 0.3 3 1.20 ef 10¢c 2.66 c.g
0.3 4 1.85Dh.f 1.66 abc 3.25b.f
0.3 5 2.03af 1.83 abc 4.25 ahc
ANDEVA * * *
CV 32.87 29.94 49.50
R? 0.41 0.38 0.55

Medias con letras en com(n no difieren significativamente entre si. Tukey a= 0.05
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Tabla 9

Resultados de la interaccion entre los tratamientos, medios de cultivo y consistencia en las variables
altura de planta, nimero de hojas y nimero de brotes en la fase de multiplicacion.

Consistencia Concentracion (mg/l) Altura de NUmero de NUmero de
AlA BAP planta hojas brotes
0 0 2.32 abc 2.10 abc 0.23¢
0.3 1 1.95 bed 2.47 ab 2.90 cde
Liquida 0.3 2 2.06 bed 2.63a 2.06 dfe
0.3 3 1.76 dc 1.87 bc 2.10 ef
0.3 4 2.08 bed 2.30ab 2.73 de
0.3 5 1.57d 1.60 ¢ 3.13 cde
0 0 2.80a 2.07 abc 0.70fg
0.3 1 2.39 ab 2.40 ab 357he
Semisslido 0.3 2 2.13 bed 2.10 abc 3.87ad
0.3 3 1.89 bcd 1.93 abc 5.03 abc
0.3 4 1.79 cd 1.87 bc 5.67 ab
0.3 5 2.22 bc 2.20 abc 5.80 a
ANDEVA * * *
C.v 32.87 29.94 49.50
R?2 0.41 0.38 0.55

Medias con letras en comUn no difieren significativamente entre si. Tukey a= 0.05
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Tabla 10 Efecto de interaccion de los tratamientos tipos de frasco y nimero de plantas por frasco en las
variables altura de planta, nimero de hojas y nimero de brotes en la fase de multiplicacion.

Frasco (ml) NOplanta por Altura (cm) NO hojas NC de brotes
frasco
3 1.63 ab 2.66 a 2.26b
4 1.70 ab 216 a 2.76 ab
100
5 1.90 ab 2.66 a 2.79 ab
6 1.30c 216 a 349a
3 146¢ 1.16b 2.46 ab
4 2.03 ab 2.16a 2.39b
200
5 1.93 ab 2.33a 3.29ab
6 150b 2.16a 346a
3 2.06 ab 2.33a 2.52 ab
4 246 a 2.83a 2.31b
300
5 1.83 ab 2.66 a 2.82 ab
6 243a 2.66 a 2.91 ab
CV 19.15 11.00 21.44
ANDEVA * * NS
R? 0.613 0.581 0.498

Medias con letras en comUn no difieren significativamente entre si. Tukey a= 0.05
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Tabla 11 Efecto de doce (12) variantes de medio de cultivo en el enraizamiento de plantulas de Platano cv
Enano, a las cuatro (4) semanas.

Concentracion | Altura de | NUmero | Numero Plantas Emision y longitud raices %
AIA | Sacaros | la planta de de enraizadas Corta Mediana | Larga >4
(mg/l) a (gll) (cm) hojas | brotes % 0-2cm 2-4 cm cm
0 0 0.767 b 150ab 0.00d 45.8 7.72 27.27 0
0 30 3.650 a 3.167a 266ab 100 4.166 0 95.83
1 0 0.983 b 2.00ab 0.16dc 50 100 0 0
2 0 0.217b 0.833b  0.83bcd 33.33 100 0 0
1 30 3.883 a 3.333a  0.83 bed 95.83 0 0 100
2 30 4.267 a 3167a 0.83bcd 100 4.166 0 95.83
1 40 4150 a 2500a 2.00abc 100 4.166 0 95.83
2 40 4583 a 2.833a 283ab 100 8.33 0 91.66
1 50 4133 a 2.333a 150 bcd 100 33.33 0 66.66
2 50 3.967 a 2.333a 5.00a 100 8.33 0 91.66
1 60 4.600 a 2.833a 1.66abcd 100 29.166 0 70.83
2 60 4.450 a 2.667a 266abcd 100 29.166 0 70.83
ANDEVA * * *
C.v 27.47 29.6 63.17
R2 0.766 0.449 0.493

Medias con letras en comUn no difieren significativamente entre si. Tukey a= 0.05
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Foto 6 Plantulas del Platano cv. Eenano en la fase de multiplicacion en 6 variantes de medio MS
suplementado con una dosis AlA y 5 dosis diferentes de BAP en dos consistencia (liquida y
semisdlida) y un testigo.

Foto 7 Plantulas antes de ser llevadas al campo, bandeja y bolsa (izquierda a derecha).
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