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GLOSARIO
Agar: Polisacarido que por sus propiedades gelificantes, se utiliza en la

preparacion de medios nutritivos para cultivos.

Apice meristemaéticos: Explante que cuenta del domo meristematicos

acompafado generalmente por uno o varios primordios foliares.

Autoclave: Camara cerrada que permite, mediante la aplicacion de calor y
vapor a presion, esterilizar distintos objetos y sustancias (material de

laboratorio, liquidos, etc.)

Auxinas: Grupo de reguladores de crecimiento de plantas (naturales o
sintéticos) que estimulan la divisidn celular, alargamiento, dominancia apical,

iniciacion de la raiz y floracion.

Camara de crecimiento: Espacio cerrado donde se controlan las condiciones

ambientales (temperatura, luz y humedad).

Citoquininas: Son un grupo de fitohormonas que regulan la division celular y la
diferenciacion en tejidos vegetales, participan en el control del desarrollo y la

senescencia.

Cultivo aséptico: Estéril, libre de organismos contaminantes (bacterias y

hongos).

Cultivo de tejidos: Tejidos u 6rganos en un medio con sustancias nutritivas

bajo condiciones estériles y controladas.

Explante: Fragmento de una planta que se aisla y se prepara de forma

aséptica para su cultivo en un medio nutritivo.

Fotoperiodo: Duracion de la luz del dia o periodo de iluminacion diaria que se

suministra para el crecimiento de las plantas.
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Medio liquido: Son aquellos que no se les agrega ningun agente gelificante.

Medio semisélido: Son aquellos que se les ha agregado un agente gelificante

como Agar o Phytagel.

Variacién somaclonal: Son modificaciones genéticas en las células y los

tejidos cultivados In vitro.
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RESUMEN

Esta investigacion se realizd, de Mayo a Octubre de 2015 en el Laboratorio
de Biotecnologia de Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal
“Enrique Alvarez Cérdova” (CENTA)! del Ministerio de Agricultura y Ganaderia
km. 33 2, carretera Panamericana, cantén San Andrés, Municipio de Ciudad

Arce, departamento de La Libertad.

La investigacion tuvo como objetivo la multiplicacion in vitro de platano Musa
paradisiaca (var. curare enano), evaluando dos concentraciones de 6-
Benzilaminopurina (Factor A) y tres volumenes diferentes de medio nutritivo

(Factor B) para comparar, cual, de ellos tuvo efecto en la generacion de brotes.

Se formularon 6 tratamientos, en donde, se utilizd apices meristematicos de
tallo; a éstos se los coloco en frascos de 250 ml de capacidad con volumenes
de nutrimentos necesarios a evaluar de 20 ml, 30 ml y 40 ml, asi mismo, las
concentraciones de 6-Benzilaminopurina (3 mg/l; 5 mg/l) con un disefio

completamente al azar (DCA), con arreglo factorial de 3 x 2.

Posteriormente, se replicaron los explantes por dos ciclos de cultivo, en
donde, se evalué el numero de brotes que se regeneraron por explante y
finalmente el porcentaje de explantes que originaron brotes se seleccionaron al

azar 54 explantes (9 repeticiones por tratamientos).

El tratamiento T4 (5 mg/l de 6- Benzilaminopurina + 20 ml de medio nutritivo),
aunque, no se encontrd diferencia estadistica significativa para la variable
porcentaje de brotes por explantes fue el que mayor porcentaje de brotes
presentd en esta investigacion; pero, si se encontré diferencia estadistica

significativa para la variable porcentaje de explantes que originaron brotes

1 Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal.
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INTRODUCCION

En los paises del istmo centroamericano se producen un grueso
considerable de platano que se comercializa en el mercado internacional, es el
cuarto cultivo de frutas mas importante a nivel mundial, ya que, sus
consumidores lo aprecian como postre, pero, realmente forma parte de la dieta

diaria de mas de cien paises tropicales y subtropicales.

El platano es un cultivo muy importante, ya que, en paises en vias de
desarrollo es usado como materia prima como fuente de almidén, asi mismo, lo
utilizan como vegetal, produccién de cerveza de bajo contenido alcohdlico y

alimento animal.

Por esta razén se esta utilizando la propagacién de plantas in vitro, que es
una técnica de reproduccion asexual muy util para el apoyo al mejoramiento
genético de un cultivo. En el cultivo de platano, esta técnica permite la rapida
propagacion vegetativa del material genéticamente estable. También es
ventajosa por la disminucion del area necesaria para el establecimiento de
vivero y en la reduccion de costos de produccion al tratarse de plantas

resistentes y tolerantes a factores ambientales y biolégicos

Se multiplico in vitro apices meristematicos de tallo de platano Musa
paradisiaca (var. curare enano), utilizando dos concentraciones de 6-
benzilaminopurina y tres volumenes diferentes de solucién madre del medio de
cultivo formulado por Murashige & Skoog (1962), evaluandolos en medio liquido

para demostrar la eficacia de este en la etapa de multiplicacion.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Antecedentes investigativos.
En Venezuela en una investigacion que tuvo como objetivo la multiplicacion

in vitro del platano Harton Gigante” (Musa AAB), el cual, constituye un elemento
bésico en la dieta de la poblacién y es uno de los renglones agricolas mas
importantes. La investigacion se ejecuto en la etapa de multiplicacion de los
brotes, se evaluaron dos consistencias de medios de cultivo en estado liquido
con soporte Puente Héller (M1) y en estado sélido (M2). Estos medios
estuvieron constituidos por las sales minerales de Murashige & Skoog (MS), en,
donde, se evaluaron dos citocininas: BAP e Isopenteniladenina (2ip) en
concentraciones de 2,5; 5,0 y 10,0 mg L-1 y dos estados fisicos del medio
(liquido y solido). La utilizacion de BAP en dosis de 5y 10 mg L-1 adicionada al
medio liquido permitio incrementar el nimero de brotes por frasco; mientras que
adicionada al medio sélido permitié el mayor crecimiento de los mismos (Florio
et al., 2010).

En Cuba se realiz6 una investigacion con el cultivar de platano vianda
‘INIVITPV06-30’ (Musa spp., AAB) en SIT. Se llevaron a cabo experimentos
independientes y consecutivos, donde, se determiné el efecto del tiempo de
inmersion, la frecuencia de inmersion, el volumen de medio de cultivo, se
obtuvieron los mejores resultados con un tiempo de inmersion de 10 minutos,
frecuencia de inmersion cada 6 horas, 40 ml de medio de cultivo por explante,
90 explantes por frasco de cultivo y 18 dias de cultivo. El efecto del volumen de
medio de cultivo por explante se comprobé mediante cuatro tratamientos (20,
30, 40 y 50 ml/explante) (Basall et al., 2012).



En la universidad de Cauca Popayan se evalud el efecto de la concentracién
hormonal en la generacidén de brotes al micropropagar platano dominico hartén
(Musa AAB Simmonds) con 10 tratamientos en un disefio completamente al
azar (DCA). Se probaron tres concentraciones de BAP y AlA en arreglo factorial
3x3: 0.01; 0.5 y 5 mg/L. Los tratamientos presentaron diferencias significativas
(p< 0.01%) en la etapa de multiplicacion in vitro. Los resultados de la prueba de
DMSt mostraron que el mayor numero de brotes se produjo con las
combinaciones 5 mg/L de BAP / 0.5 mg/L de AIA y 5 mg/L de BAP / 0.01 mg/L
de AIA (Hoyos et al., 2008)

2.2 Origen del platano

Segun IICA? (2008:4), el Platano es una fruta cuyo origen se ubica en el
Sureste Asiatico, incluyendo el Norte de la India, Burma, Camboya y parte del
sur de China, asi como las Islas mayores de Sumatra, Java, Borneo, las
Filipinas y Taiwan. Las mas antiguas referencias relativas al cultivo del platano
proceden de la India, donde aparecen citas en la poesia épica del budismo
primitivo de los afios 500-600 antes de Cristo. Otra referencia encontrada en los
escritos del budismo Jataka, hacia el afio 350 a. C, sugiere la existencia, hace
2,000 afos, de una fruta tan grande como colmillo de elefante.

2.3 Taxonomia
Izco et al., (2004) & Zomlefer, (1994) reportan la siguiente clasificaciéon

taxon6mica para las Musaceae.

Reino:....c.oooiii Plantae
Division:........c.ooooiii Magnoliophyta
Subclase: ..........c.coeiiiiiiiii. Zingiberidae
Clase:...cocoviiiiiiiiii Liliopsida
Orden:......cooooiiiiiiiiiii, Zingiberales

2 Instituto Interamericano de Cooperacion para la Agricultura.



Familia:..........coooo i Musaceae.

GeNEerO: ... Musa

2.4 Variedad de platano curare enano

El platano curare enano se caracteriza por ser precoz, de porte bajo y
grueso, resistente a los vientos fuertes; es mas rendidor, alcanzando en
promedio 60 unidades por racimo (méaximo 70, minimo 50), lo que lo hace muy
aceptado para exportacion; sin embargo es susceptible a las malas condiciones

de manejo tales como falta de agua y fertilizacién (Sol6rzano, 2012).

2.5 Descripcion de la variedad Curare Enano

Es una planta de 1.90 hasta 2.25 m de altura, desarrolla un racimo que
puede tener entre 54 y 60 dedos, dependiendo de las condiciones agrondmicas
en que se desarrolla y sufre estrés bajo condiciones de exceso o déficit hidrico
(Sol6rzano, 2012).

Los suelos aptos para el desarrollo de ésta variedad son los franco-arenosos
o franco-arcillosos. Los suelos con alto porcentaje de arenas hacen que las
plantas se desarrollen raquiticamente y que los racimos reduzcan su longitud y
calibre en los dedos. El tamafio de sus dedos como méximo se han encontrado
entre 30 y 33 cm de longitud (desde el cuello hasta la punta) y el minimo 26

centimetros (Solérzano, 2012).

2.6 Morfologia del platano
2.6.1 Planta
El platano es un arbusto perenne de 2 a 8 m de altura. Tiene un rizoma o
carneo basal que produce raices adventicias y un pseudotallo formado por los

peciolos superpuestos de las hojas (Solérzano, 2012).

El verdadero tallo subterraneo se le denomina cormo, rizoma o bulbo, es

carnoso y de él se desarrollan numerosas yemas laterales denominadas hijos o
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retofios, que si se dejan constituyen nuevas plantas que sirven para ir
sustituyendo a la que han producido sus frutos. Los rizomas o0 cormos sirven

también para iniciar nuevas plantaciones. (Guerra, 1998).

2.6.1.1 Sistema radicular
Las raices adventicias son blancas y tiernas en un principio, luego se
vuelven amarillas y se endurecen a medida que van envejeciendo. Las raices
se originan de la parte superior del cormo, inmediatamente debajo de la
insercion de las hojas, y su numero disminuye hacia la parte inferior (Guerra,
1998).

Son en forma de corddn y aparecen en grupos de tres a cuatro, miden de 5 a
10 mm de grosor y pueden alcanzar una longitud de mas de 5 m sino son
destruidas. Las raices laterales o secundarias se originan de las raices
adventicias que pueden medir 0.5 mm de grosor y tener de 3 a 15 cm de largo y
de esas raices se pueden tener otras raicillas o pelos absorbentes (Sol6rzano,
2012).

2.6.1.2 Pseudotallo
Se origina a partir del tallo que es un rizoma cénico, carnoso, en el cual se

insertan las bases superpuestas para formar el pseudotallo. (FHIA, 1995)

2.6.1.3 Hojas

De muy grandes, de 2.0 a 4.0 m de largo y hasta de medio metro de ancho,
con un peciolo de 1.0 m o mas de longitud y limbo eliptico alargado,
ligeramente decurrente hacia el peciolo, un poco ondulado y glabro. Cuando
son viejas se rompen facilmente de forma transversal por el azote del viento. De
la corona de hojas sale, durante la floracion, un escapo pubescente de 5.0 a 6.0
cm de didmetro, terminado por un racimo colgante de 1.0 a 2.0 m de largo
(Sol6rzano, 2012).



Este lleva una veintena de bracteas ovales alargadas, agudas, de color rojo
parpura, cubiertas de un polvillo blanco harinoso; de las axilas de estas
bracteas nacen a su vez las flores. Durante el desarrollo de la planta se

observan varios tipos de hojas:

¢ Hojas rudimentarias.

¢ Hojas estrechas ensiformes.

e Hojas anchas o verdaderas.

e Hoja verdadera: Se compone de vaina, peciolo, ldmina, vena central y
e apéndice.(FHIA, 1995)

2.6.1.4 Inflorescencia
Solérzano (2012), sostienen que después de algunos cambios fisiol6gicos da
formacion al racimo. La inflorescencia se empieza a formar cuando la planta ha
emitido el 50% (19+/- 2), de sus hojas totales (38 +/- 2).

Existen dos tipos de flores:

¢ Flor femenina: cuyo ovario se transforma en platano.

e Flor masculina: de ovario reducido y estambres bien desarrollados

Segun Grajeda (2001), las partes de la inflorescencia son las siguientes:
Bellota, chira, bacota, popocha: dentro de la bellota se forman los tallos y los
dedos del racimo, los cuales se van exponiendo al ir abriendo las bracteas.

Pinzote, raquis, tallo, garrote: el pinzote es la parte en donde van agarradas

las manos y dedos del racimo.

Dedos (piezas florales): Hay flores femeninas y son las que se engrosan (las
gue comunmente conocemos como dedos) y flores masculinas que forman la

mano falsa, la mano de mono y los demas dedos que no engrosan. En



promedio un tallo de curare enano, produce 45-60 dedos, dependiendo del tipo

de suelo, condiciones climaticas y manejo agricola.

2.6.1.5 Fruto
Oblongo, de la forma de un pepino triangular, al principio verde y amarillo en la
maduracion, y cuando empieza a ennegrecerse, cae de la planta (Guerra,
1998).

2.7 Cultivo in vitro de tejidos vegetales

Es un conjunto de técnicas con las que se ejerce un control relativo sobre
procesos morfo génicos, fisioldgicos que se llevan a cabo en los tejidos en
estudio, en donde se cultiva un explante con potencialidad de diferenciacion
bajo condiciones asépticas en presencia de nutrientes y reguladores de
crecimiento se tiene la capacidad de regenerar no solo tejidos y 6rganos sino
también plantas completas (Esquivel & Escalant 1994, cit por Lopez 2013), La
técnica de cultivo in vitro de tejidos vegetales es una secuencia de sucesos
compuesta principalmente de tres etapas: Etapa l:el establecimiento aséptico
del cultivo primario; Etapa Il: Multiplicacion de brotes; Etapa lll: enraizamiento y
preparacion del inoculo para su trasplante a suelo (Roca & Mroginski, 1991:
Villalobos & Thorpe, 1991).

2.8 Reproduccion asexual del platano
2.8.1 Propagacion in vitro

La reproduccién asexual de plantas por cultivo de tejidos es posible gracias a
que en general, varias células de un individuo vegetal poseen la capacidad
necesaria para permitir el crecimiento y el desarrollo de un nuevo individuo
completo, sin que medie ningun tipo de fusién de células sexuales o gametos.
Esta capacidad se denomina totipotencialidad celular. El cultivo in vitro consiste
en tomar una porcion de una planta (a la que se denominara explante, como por

ej. el apice, una hoja o segmento de ella, segmento de tallo, meristema,



embrion, nudo, semilla, antera, etc.) y colocarla en un medio nutritivo estéril
(Dublin,1993).

Las técnicas de propagacion in vitro se basan en el concepto de totipotencia
celular, enunciado desde 1902 por Haberlandt. La célula como unidad
morfolégica y fisiologica del ser viviente, es capaz de autonomia, ya que posee
toda la informacion genética necesaria para generar una nueva planta, siempre
y cuando se le suministren las condiciones necesarias para su desarrollo
(Etienne et al.,, s.a cit por Landaverde et al., 2002). Las diferentes
posibilidades que ofrece el cultivo in vitro son: La obtencién de haploides,
obtencién de plantas libres de virus, e hibridacion somética. Ademas la
multiplicacion vegetativa es el Unico procedimiento para reproducir a gran
escala los genotipos sobresalientes, cuya fijacidbn por via sexual no pueden
considerarse por diversas razones, como la incompatibilidad y la depuracion
genética prolongada (Berthouly, 1989).

2.8.2 El explante

Es una parte de un tejido o de un érgano que se aisla del resto de la planta
con fines de cultivo, la eleccion de un explante constituye el paso para el
establecimiento de los cultivos, puede ser un fragmento de cualquier parte de
la planta, (Roca & Mroginski, 1991, cit por Lopez, 2013) al ser un método de
clonacion la planta madre debe reunir ciertas caracteristicas como: tamafo,
edad fisiolégica y planta donante, ademas la eleccién de un explante apropiado
es el primer paso para el establecimiento de un cultivo y a la vez esta
determinado por el objetivo perseguido y de la especie vegetal en estudio

(Castillo s.a, cit por Quintanilla, 2003).

2.8.3 Desinfeccion superficial del explante
Las plantas normalmente se encuentran contaminadas por microorganismos
gue no son patégenos bajo condiciones normales. Sin embargo, cuando el

tejido o el 6rgano es cultivado in vitro el crecimiento de los microorganismos
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limita el desarrollo de las células. Los que trabajan con tejidos adultos de
plantas que crecen en el campo, sefalan que el porcentaje de contaminacion es
alto, haciéndose necesaria la estricta desinfeccion superficial (Landaverde et
al., 2002).

Este material recibe una primera desinfeccion con un blanqueador comercial
sin diluir (5,25% de hipoclorito de sodio) durante 20 minutos, seguido de por dos
lavados con agua esterilizada durante 5 minutos cada uno. En condiciones
asépticas se reduce el tamafio del material hasta unos 2 cm aproximadamente.
Seguidamente se realiza una segunda desinfeccion por espacio de 10 minutos
con hipoclorito de sodio al 10% VY/v mas dos gotas de surfactante Tween 20 por
cada 100 ml de solucién desinfectante. Se practican dos lavados de 3 minutos
cada uno con agua estéril y se procede a reducir el tamafio hasta obtener un

apice aproximadamente 5 mm de longitud (Sandoval, 1991).

La concentracion mas liviana de desinfectante que sea efectiva contra la
contaminacion de determinado explante es la mas adecuada, si es mas diluida
que esta, no se eliminaran los microorganismos y si es mas concentrada se
dafiard el explante. Para facilitar la limpieza del explante es importante
considerar que los brotes nuevos sean mas limpios que los viejos, materiales
gue crecen en el invernadero son mas limpios que los que se encuentran en el
campo, y entre mas pequefio sea el explante a introducir al cultivo in vitro
menor sera la contaminacion a eliminar. Otra recomendacion que se ha
formulado es el uso de antioxidantes si se observa coloracion café en el

explante durante el proceso de desinfeccion. (Abdelnour et al., 1994).

Por lo general para esterilizar los medios de cultivo se hace en autoclave a
una presion de 115 Lb y 121 "C de temperatura por 20 minutos. La cristaleria
debe lavarse con detergentes que sean faciles de remover con agua, se
recomienda que para cristaleria que haya estado en contacto con altas

concentraciones de hormonas u otros agentes se enjuaguen con etanol 70%
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antes de lavarlos con detergente, y por ultimo un lavado con agua estéril
(Abdelnour et al., 1994). Para los instrumentos metalicos como pinzas, bisturies
etc. la técnica comunmente utilizada para esterilizacion es el flameo, los
instrumentos se sumergen en alcohol 90% y se flamean, para esterilizar otros

instrumentos como cajas de petri o papel se utiliza el autoclave.

2.8.4 Empleo de sustancias antioxidantes

Estas se utilizan en tres momentos principales: a) en forma de aspersion o
en inmersion del explante recién aislado de la planta donadora y hasta el inicio
del proceso de desinfeccion, b) luego del proceso de desinfeccidbn o c)
agregado al medio de cultivo. Los antioxidantes mas empleados, para el cultivo
de células vegetales in vitro, son el acido ascérbico (AA), acido citrico (AC) y la
cisteina (CIS), ya sea solos 0 en mezcla. La oxidacion de explantes, en varias
especies vegetales, disminuye o se evita si éstos, luego de su establecimiento
in vitro, son puestos a crecer en una condicion de oscuridad por algunas
semanas. Posteriormente, los explantes se transfieren a un ambiente con luz
normal, 0 en ciertas ocasiones, a una condicién de baja luminosidad (George
1996, cit por Azofeifa, 2009).

2.9 Medios de cultivo

Los medios de cultivo son combinaciones de sustancias quimicas, que los
investigadores han descrito después de numerosos experimentos los cuales
proporcionan al cultivo in vitro una dieta balanceada de nutrientes y hormonas,
para mantener su viabilidad, estimular su diferenciacion y regular su crecimiento
(Abdelnour et al., 1994).

Desde 1940 se han desarrollado una gran cantidad de trabajos sobre los
requerimientos nutricionales de los tejidos de las plantas en medios
estrictamente definidos. La mayoria de tejidos se pueden cultivar exitosamente

en un medio completamente definido, mientras otros no presentan crecimiento
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en soluciones salinas relativamente simple (CIAT 1993, cit por Landaverde et
al., 2002).

Existe una variedad de formulas de sales minerales que se utilizan en el
cultivo de tejidos vegetales; estas formulas generalmente recibieron su hombre
de investigadores como por ejemplo: Las sales minerales de Murashige et. al
(1962) BMS, las sales minerales de White BW, las sales de Shenk y Hildebrant
(1972) BSH, Heller CH, Erickson (ER), Lins - maierkoop (LS), BS de Gambor
etc (CIAT 1993, cit por Landaverde et al., 2002).

El medio de cultivo consiste de un 95% de agua, macronutrientes y
micronutrientes, reguladores de crecimiento, vitaminas, azucares y en algunos
casos agentes gelificantes. Asi mismo el medio puede incluir aminoacidos,
antibiéticos o complejos naturales, la seleccion o desarrollo de un medio de
cultivo es vital para el éxito en cultivo de tejidos (Trigiano 2000, cit por Flores,
2001).

El medio MS (Murashige & Skoog 1962) es el mas popular entre todos los
medios. Hay especies que crecen bien sobre un amplio rango de medios de
cultivo por lo que no es preciso optimizar un medio para estos. Hay casos
donde la seleccidon de un genotipo conveniente es mas importante que precisar
la optimizacion de un medio de cultivo (Bonga & Von Aderkas 1992, cit por
Flores, 2001).

Para el cultivo de tejidos se hace necesario la aplicacion de sales inorganicas
al medio de cantidades importantes de macronutrientes como sales de
Nitrégeno, Potasio, Calcio, Fosforo, Magnesio y Azufre y micronutrientes como
sales de Hierro, Magnesio, Zinc, Boro, Cobre, Molibdeno, lodo y Cobalto
(Abdelnour et al., 1994).
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2.9.1 Reguladores de crecimiento

Son compuestos organicos diferentes de los nutrientes, que en pequefas
cantidades fomentan, inhibe o modifican el desarrollo de las plantas, y se
dividen en dos grandes grupos: reguladores naturales y sintéticos, los primeros
se encuentran presentes en las plantas mientras que los sintéticos son

compuestos artificiales obtenidos por sintesis quimica (CATIE, 1987).

El crecimiento normal de la planta esta determinado de forma armadnica por
reguladores que funcionan como hormonas, los principales grupos de
reguladores son: Auxinas, Giberelinas, Citoquininas, Etileno e inhibidores de
crecimiento, sus concentraciones varian de acuerdo al estado de desarrollo de
la planta (Coto, 2007).

Las sustancias hormonales criticas en el cultivo de tejidos son las auxinas y
Citoquininas. Estas intervienen en la elongacion y division celular y en la
germinacion de la semilla. Entre las auxinas mas utilizadas en el cultivo de
tejidos se encuentran el Acido Indolacético (AIA), Acido Naftalenacético (ANA),
2,4-D, Picloram. Entre las citoquininas se encuentran: Benzilaminopurina (BAP),
la Kinetina y Zeatina (Abdelnour et al., 1994).

2.9.1.1 Auxinas

Las auxinas juegan un rol importante en muchos procesos de desarrollo,
incluyendo alargamiento celular, dominancia apical, formacion de raices
adventicias e induccién de embriogénesis soméatica. Generalmente, cuando la
concentracion es baja, la iniciacion de raices es favorecida y cuando la
concentracion es alta, ocurre la formacion de callo. Las auxinas sintéticas mas
comunmente usadas son el acido Naftalenacetico (ANA), el &cido 2,4
diclorofenoxiacetico-(2,4-D), acido-4-amino-3,5,6-Tricloro-2-Pirimidicocarboxilico
(Picloram). En forma natural se producen el acido indolacetico (AIA) y el acido

indolbutirico (AIB) que son también frecuentemente usados (Flores, 2001).
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2.9.1.2 Citoquininas
Las citoquininas se sintetizan en la planta generalmente en las semillas,
frutos y sobre todo en las raices, no presentan desplazamiento es decir no se
desplazan del sitio de sintesis. Dentro de las Citoquininas naturales se tienen la
Zeatina y la 2 isopentil- adenina (2IP) y el 6-benzilaminopurina (BAP), y en las
sintéticas las mas comunes son la Kinetina y el Benziladenina (BA) (CATIE,
1987).

Estas han recibido mucha atencién que se consideran estimuladoras de la
division celular, inducen la organogénesis estimulan el rompimiento de la
latencia de las yemas axilares, el acido Benzilaminopurina (BAP) es un
compuesto muy activo y es el mas utilizado debido a su disponibilidad y a un
costo razonable (Roca & Mrogonski 1991, cit por Quintanilla, 2003).

2.9.2. Fuente de energia
Originalmente las plantas pueden producir aztucar como fuente de energia a
través de la fotosintesis, sin embargo, las vitroplantas casi no realizan
fotosintesis debido a la baja intensidad de luz en la que se desarrollan, y
aunque lo hagan, producen muy poca azlcar. A causa de esto es necesario
adicionar cierta cantidad de azucar como fuente de energia al medio nutritivo
(Usui et al., 1996).

Otros componentes que se han adicionado ocasionalmente a los medios de
cultivo son: agua de coco, glicina, sustancias antioxidantes como acido
ascorbico y la adicion de carbono activado al medio de cultivo ha demostrado
ser util en varios cultivos posiblemente al absorber metabolicos toxicos para los

explantes (Roca & Mroginsky, 1991).

Otros de los factores que intervienen en el cultivo de tejidos son el pH del
medio, la temperatura, humedad, luz y el intercambio gaseoso (Aldenour et al.

1994). Es suficiente decir que una especie en particular puede reaccionar
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favorablemente a un conjunto de condiciones, mientras que en otros pueden no
hacerlo; por consiguiente la tarea de decidir las condiciones de cultivo
adecuadas pueden requerir en algunos casos, una decision por el método de

ensayo y error (CIAT 1993, cit por Landaverde et al., 2002).

2.9.3 Factores fisicos que intervienen en el cultivo de tejidos
Segun Esquivel & Escalante 1994, cit por Lépez (2013), los factores fisicos

que intervienen en el cultivo de tejidos con mayor impacto son:

La luz, en condiciones in vitro, la intensidad y cantidad de luz es muy baja en
comparacién con condiciones naturales por lo que se recomienda mezclar
diferentes tipos de luz en una misma sala para tener diferentes longitudes de

onda, el espectro util para los vegetales es de 400 a 700 nanémetros.

El pH, la acidez o alcalinidad del medio de cultivo es importante y diferente
para cada tipo de planta, por lo que se hace necesario ajustarlo a los
requerimientos de cada especie, sin embargo el pH adecuado para las plantas

generalmente oscila entre 4.5a7.0

La humedad, en condiciones in vitro la humedad dentro de los recipientes es
cercana al 100%, por lo que la planta in vitro no desarrolla un adecuado sistema

de regulacién hidrica.
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3. DISENO METODOLOGICO

3.1 Tipo de investigacion

El método que se utilizé en esta investigacion tuvo un enfoque cuantitativo-
descriptivo ya que se realizé medicion numérica y posteriormente un analisis
comparativo, donde se midieron y evaluaron diferentes variables tales como,
namero de brotes por explantes y porcentaje de explantes con brotes, para
responder las preguntas de la investigacion; el tipo de investigacion fue
experimental, descriptivo - comparativo ya que permitié el manejo intencional de

las variables (Hernandez et al., 2010).

3.2 Descripcion del area de estudio

La investigacion se realizd, de Mayo a Octubre de 2015 en el Laboratorio de
Biotecnologia del Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria y Forestal
“Enrique Alvarez Cérdova” del Ministerio de Agricultura y Ganaderia km. 33 /2,
carretera Panamericana, cantdbn San Andrés, municipio de Ciudad Arce,
departamento de La Libertad.

3.3 Universo poblacion y muestra.
3.3.1 Universo
Fueron todas las Musaceas que se encontraron en el departamento de Santa
Ana.
3.3.2 Poblacion
Fue todo el material vegetativo de platano de la variedad curare enano que
se encontraba en los laboratorios de Genética Salvadoreiia S.A de C.V
(GENSA)3.
3.3.3 Muestra
Fueron los 60 explantes de platano de la variedad curare enano que se

extrajeron de la poblacién para desarrollar la investigacion.

3 Genética Salvadorefia S.A de C.V
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3.4 Recoleccion de datos
3.4.1 Fase de campo
3.4.1.1 Obtencion del material vegetativo

El material vegetativo de platano Musa paradisiaca (var. curare enano), que
se utilizé en la investigacion se obtuvo de (GENSA S.A de C.V), la cual, aport6
15 frascos cada uno de ellos con 4 masivos listos para ser multiplicados
haciendo un total de 60 explantes, los cuales, fueron tratados en la etapa de
induccion a brotacién con 6-Benzilaminopurina como fitohormona a una

concentracion de 5 mg/l de la misma.

3.4.1.2 Transporte del material vegetal
Los explantes fueron trasladados a las instalaciones del CENTA, a la camara
de crecimiento del material en propagacion (Anexo 1), en donde, se les renovd
el medio nutritivo, para que los explantes se desarrollen mejor en un medio
fresco y aumentar el numero de los mismos. El medio al cual, se trasladoé es el
de sales minerales de Murashige & Skoog (1962) suplementado con 5 mg/l de

6- Benzilaminopurina, 2.5 g/l de fitagel y 30 g/l de azucar blanca comun.

3.4.2 Fase de laboratorio
3.4.2.1 Preparacion de medios de cultivo
Para la preparacion de medios de cultivo se utilizé6 soluciones madres que
conforman el medio de cultivo formulado con sales de Murashige & Skoog
(1962) compuesto por macronutrientes, micronutrientes, vitaminas
suplementado con reguladores de crecimiento y azdcar como se muestra en el

cuadro 1.

16



Cuadro 1. Composicion del medio nutritivo formulado con sales de Murashige
& Skoog (1962).

N. Componentes Concentracion | mg/l | Cantidad requerida para
un litro de medio
I Nitrato de amonio 100X 1650 10 mi/l
(NHsNO3)
Il Nitrato de potasio (KNO3) 100X 1900 10 ml/l
1l Cloruro de calcio (CaClLy) 100X 440 10 ml/l
A\ Sulfato de magnesio 100X 370 10 ml/l
(MgSOQOy)
V Fosfato de potasio ( KPO,) 100X 170 10 ml/l
VI Hierro(FeSO,) 100X 27.8 10 ml/l
VII Microelementos Mg/l 10 mi/l
H3:BO3 100X 6.2
MnSO4H.0 100X 22.3
ZnS0O4/H.0 100X 8.6
Kl 100X 0.83
NaMo042H20 100X 2.5
CuS045H.0 100X 0.025
CoCl26H20 100X 0.025
Na,EDTA;H,0 100X 37.4
Vil Vitaminas Mg/l 10 mi/l
Glicina 100X 2
Acido nicotinico 100X 0.5
Piridoxina 100X 0.5
Mioinositol 100X 100
Tiamina 100X 0.1
IX Azlcar blanca comercial. 30 g/l

Fuente: Sandoval (1991)

3.4.2.2 Etapa de multiplicacion in vitro
La investigacion se ejecuté en la etapa de multiplicacion del material
vegetativo, para conocer la interaccion de los explantes con el medio nutritivo.
Se evaluaron 6 tratamientos con 2 concentraciones diferentes de 6-
Benzilaminopurina 3 mg/l y 5 mg/l, asi mismo, se evaluaron 3 volimenes
diferentes de medio de Murashige & Skoog (1962) de 20 ml, 30 ml y 40 ml

respectivamente para cada explante, para todos los tratamientos se realizaron 9
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repeticiones, cada repeticion formada por un frasco erlenmeyer con un explante

cada uno (Cuadro 2)

Cuadro 2: Tratamientos que se formularon en la fase de laboratorio.

Concentracién
BAP 3 mgl/litro. 5 mgl/litro.
Volumen de
Medio
V1= 20ml T1=3mg/l + V1 T4=5mg/l + V1
V2= 30ml T2=3mg/l + V- T5=5mg/l + V-
V3= 40ml T3=3mg/l + Vs T6=5mg/l +V3

Los explantes se cultivaron en los medios inorganicos nutritivos elaborados
con las soluciones madres formuladas por Murashige & Skoog (1962),
posteriormente se agregd en los beakers de 1000 ml la fitohormona 6-
Benzilaminopurina ya sea 3 mg/l o 5 mg/l y se peso6 con una balanza analitica
30 g/It de azucar blanca como fuente de carbono adicionada al medio, el pH del
medio se ajusté a 5.8 con la adicibn de NaOH y HCI 0.1 N, esto se realiz6 con
la ayuda del potencidmetro antes de colocar las alicuotas correspondientes en
los recipientes de cultivo (Sandoval, 1991). Posteriormente se utilizé erlenmeyer
de 250 ml de capacidad, en donde, se dispenso en cada uno de ellos ya sea 20
ml, 30 ml o 40 ml de volumen del medio de cultivo liquido previamente
esterilizado en autoclave "YANG TA MIN ®" con su respectiva concentracion de
6-Benzilaminopurina, para evitar la contaminacién por bacterias u hongos
dentro de los erlenmeyer a estos se les coloco papel aluminio (Florio et al.,
2010) (Anexo 2).

3.4.2.2.1 Siembra del material vegetal
En la cAmara de flujo laminar, se tomé el apice meristematico de tallo y con
el bisturi se le realizo dos cortes verticales, lo mas centrados posibles, con la

finalidad de herir el meristemo. En esta etapa los explantes permanecieron en
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condiciones de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad por 54 dias mediante un

control automatizado.

Para la agitacion de las unidades experimentales se utiliz6 un agitador
(Marca, BIGGERBILL THERMOLYNE capacidad de revolucion de 450 rpm con
una superficie de 66 cm x 54 cm (Anexo 3) para garantizar la permanente
homogenizacion del medio y facilitar la difusién de fenoles en el mismo. El
agitador permanecié a 80 rpm, para conocer el potencial de generacién de
brotes, por medio de la observacion, en cuanto a la generacion de brotes y

porcentaje de explantes con brotes (Figura 1).

Fig. 1. Siembra del material vegetal en los medios nutritivos con sus respectivas
concentraciones de 6- Benzilaminopurina y volimenes de medio, puesto en el agitador a 80
rpm.

3.4.2.2.2 Ciclos de Multiplicacién
La investigacion consistio en 2 ciclos de multiplicacion o subcultivos, los
cuales, se realizaron cada 18 dias, Para la siembra de los explantes se utilizé
54 erlenmeyer de 250 ml, teniendo cuidado de colocar los explantes en el
tratamiento correspondiente con su respectiva concentracion de 6-

Benzilaminopurina y volumen de medio basal.

La toma de datos se inici6 a los 36 dias de haber efectuado la siembra de los

explantes, en donde, se tomd datos como el nimero de brotes producidos por
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explante para obtener el porcentaje promedio, asi como también el porcentaje
de explantes con brotes.

3.4.2.3 Disefio experimental
Se organizaron los tratamientos en un Disefio Completamente Aleatorizado
(DCA), con arreglo factorial de 3x2, dos factores en estudio. Los niveles para

cada factor en estudio son los siguientes.

Factor A: 6-Benzilaminopurina

Niveles del factor A: A1=3 mg/l

A2=5 mq/l
Factor B: Volumen de medio basal
Niveles del factor B: B1=20 ml
B2=30 ml
B3=40 ml

El total de tratamientos en estudio fueron 6 (cuadro 3). Cada tratamiento
consto de 9 repeticiones cada uno, siendo la unidad experimental cada frasco

con un explante.

3.4.2.4 Variables evaluadas
Se evalu6 dos variables durante esta etapa, la actividad se realizé después
de cada sub-cultivo (cada 18 dias) procediendo posteriormente al re-
establecimiento en un medio fresco bajo las mismas condiciones hasta finalizar
el siguiente periodo o sub-cultivo. Las variables evaluadas son el porcentaje de

brotacién y el porcentaje de explantes con brotes.

3.4.2.4.1 Porcentaje de brotacion.
Se efectud el conteo sobre el nimero de brotes que presento cada explante
y se obtuvo el promedio de estos por tratamiento y por sub-cultivo (ciclos),

también se hizo un conteo total considerando los dos sub-cultivos evaluados.
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Se consider6 como brotes a aquellos que se diferenciaron a partir del explante
establecido inicialmente.

3.4.2.4.2 Porcentaje de explantes con brotes
Se efectud el conteo sobre el nimero de explantes que generaron brotes y
se obtuvo el promedio de estos por tratamiento y por sub-cultivo (ciclos),
también se hizo un conteo total considerando los dos sub-cultivos evaluados.
Se considerd explantes con brotes aquellos que al menos hayan producido un

brote en esta etapa.

3.5 Procesamiento y tabulacion de datos

Los datos fueron procesados y analizados con la ayuda del software
estadistico InfoStat (versién 2008) para la formulacion de tablas, asi mismo, se
utilizé el programa Microsoft Excel 2007 para la elaboracién de graficos y para

la toma de imagenes se utiliz6 una camara fotografica marca Sony Ciber-Shot.

3.6 Anadlisis estadistico de los datos

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) al 95% de confianza para
determinar las diferencias estadisticas entre los tratamientos, asi mismo, se
realizé un Test de rangos multiples de Duncan alfa = 0.05 para comparar las

medias de los mismos.
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4. RESULTADOS

4.1 Porcentaje de brotacién
Se evaluaron dos ciclos de cultivo en la multiplicacion del material vegetal, en
donde, se midio el potencial de generacion de brotes a los 36 dias (1" ciclo) y a

los 54 dias (2% ciclo) de realizada la siembra.

4.1.1 Porcentaje de brotacion del Ciclo 1
Tomando como fuente de variacion las concentraciones de 6-
Benzilaminopurina (Factor A) y el volumen de medio nutritivo (Factor B) en el
primer ciclo de cultivo, el andlisis de varianza no presento diferencia estadistica
significativa entre las medias de los tratamientos y el porcentaje de brotes por

explante obtenidos (Cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de varianza para porcentaje de brotacién in vitro de los explantes de platano
Musa paradisiaca (var. curare enano), a los 36 dias (ciclo I) después de la siembra en medios
de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes
diferentes de medio nutritivo.

Variable N RZ R2 Aj CV
Numero de brotes 54 0,17 0,08 56,62
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 914,98 5 183,00 1,95 10,1027
FACTOR A 228,17 1 228,17 2,44 10,1251
FACTOR B 225,04 2 112,52 1,20 0,3097
FACTOR A*FACTOR B 461,78 2 230,89 2,47 10,0957
Error 4495,56 48 93,066
Total 5410,54 53

En este sub-cultivo se obtuvieron los siguientes porcentajes promedios de
brotes; el tratamiento que tuvo mayor porcentaje de brotacion en este ciclo fue
el T4 (5 mg/l de BAP + 20 ml de MS) con 22.4%, seguido del T2 (3 mg/l de BAP
+ 30 ml de MS) y T6 (5 mg/l de BAP + 40 ml de MS) que obtuvieron el mismo
porcentaje de brotacion de 18.3% y el tratamiento con menor porcentaje de
brotacion fue el T3 (3 mg/l de BAP + 40 ml de MS) con 9.7% de potencial de

generacion de brotes ( Figura 2).
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T1=(3mg/| de BAP + 20 ml)
25 - T2=(3mg/| de BAP + 30 ml)
22.4 T3=(3mg/| de BAP + 40 ml)
T4=(5mg/| de BAP + 20 ml)
T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)

20 18.3 18.3  16-(smg/I de BAP + 40 ml)

16.4

14.9
15 -
@ porcentaje de brotes
9.7

10 ~
5 .
0

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Fig 2. Porcentaje de brotacion obtenido en el ciclo 1 en explantes de platano Musa paradisiaca
(var. curare enano), en medios de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 6-
Benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo.

4.1.2 Porcentaje de brotacién del ciclo 2
Al igual que en el ciclo 1 al tomar las fuentes de variacion como la
concentraciones de 6-Benzilaminopurina (Factor A) y el volumen de medio
nutritivo (Factor B), no presento diferencia estadistica significativa entre las
medias de los tratamientos y el porcentaje de brotes por explante al realizar el

analisis de varianza (Cuadro 4).

Cuadro 4. Andlisis de varianza para porcentaje de brotacion in vitro de los explantes de
platano Musa paradisiaca (var. curare enano), a los 54 dias (ciclo Il) después de la siembra en
medios de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 6-Benzilaminopurina vy
volumenes diferentes de medio nutritivo.

Variable N R2 R2 Aj CV
Numero de brotes 54 0,11 0,01 38,46
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 427,04 5 85,41 1,13 10,3586
FACTOR A 18,96 1 18,96 0,25 0,6191
FACTOR B 32,26 2 16,13 0,21 10,8089
FACTOR A*FACTOR B 375,81 2 187,91 2,48 10,0943
Error 3635,56 48 75,74
Total 4062,59 53
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La segunda recoleccion de datos se llevo a cabo a los 54 dias de cultivo, en
donde, se observdé un aumento considerable en la generacion de brotes
guedando los porcentajes promedios de la manera siguiente el T2 (3 mg/l de
BAP + 30 ml de MS) obtuvo el mayor porcentaje de brotes con un 19.6 y el T3
(3 mg/l de BAP + 40 ml de MS) obtuvo el menor porcentaje de brotacion con un
13.5%, mientras que los demas tratamientos anduvieron entre este rango de

brotacion ( Figura 3).

T1=(3mg/l de BAP + 20 ml)
T2=(3mg/l de BAP + 30 ml)
T3=(3mg/l de BAP + 40 ml)
T4=(5mg/l de BAP + 20 ml)
T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)
T6=(5mg/l de BAP + 40 ml)

[ porcentaje de brotes

Fig 3. Porcentaje de brotacion obtenido en el ciclo 2 en explantes de platano Musa paradisiaca
(var. curare enano), en medios de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 6-
Benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo.

4.1.3. Porcentaje de brotacion para el total de resultados
Tomando como fuente de variacion las concentraciones de 6-
Benzilaminopurina (Factor A) y el volumen de medio nutritivo (Factor B) en el
total de los dos subcultivos, el analisis de varianza no indico diferencia
estadistica significativa entre las medias de los tratamientos y el porcentaje de
brotes por explante obtenidos (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Analisis de varianza para porcentaje de brotacion in vitro de los explantes de platano
Musa paradisiaca (var. curare enano), al final de los dos ciclos de multiplicaciéon en la
investigacion.

Variable N R2?2 R2 Aj CV
Numero de brotes 54 0,14 0,06 44,42
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 2514,59 5 502,92 1,62 0,1720
FACTOR A 303,41 1 303,41 0,98 0,3274
FACTOR B 321,81 2 160,91 0,52 0,5983
FACTOR A*FACTOR B 1889,37 2 944,69 3,05 0,0567
Error 14874,00 48 309,88
Total 17388,59 53

El tratamiento que mejor respondié a la etapa de multiplicacién con respecto
al nimero de brotes generados por los explantes fue el T4 (5 mg/l de BAP + 20
ml de MS) con un 19.7 % de multiplicacion al cabo de 54 dias de cultivo,
seguido por el tratamiento T2 (3 mg/l BAP+ 30 ml de MS) 19.1% y un 11.8 % de
brotacion del T3 (3 mg/l BAP + 40 ml de MS), quien obtuvo el menor porcentaje
de brotacion (Figura 4).

19.7

T1=(3mg/l de BAP + 20 ml)
T2=(3mg/l de BAP + 30 ml)
T3=(3mg/l de BAP + 40 ml)
T4=(5mg/l de BAP + 20 ml)
T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)
T6=(5mg/l de BAP + 40 ml)

20

18

16
14
12

10 @ porcentaje

de brotes

© N »~» O ©®

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Fig 4. Porcentajes promedios de brotacion in vitro de explantes de platano Musa paradisiaca
(var. curare enano), a los 54 dias de la siembra en medios de cultivo suplementados con
diferentes concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volumenes diferentes de medio nutritivo.
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4.2 Porcentaje de explantes con brotes
En este estudio el 100% de los explantes cultivados y observados en los
medios nutritivos generaron brotes por lo que no se registraron explantes sin

brotes, de tal manera, que se tomaron datos de los mismos dias.

4.2.1 Porcentaje de explantes con brotes ciclo 1
Tomando como fuente de variacion las concentraciones de 6-
Benzilaminopurina (factor A) y el volumen de medio nutritivo (factor B) el
analisis de varianza, indico que existe diferencia estadistica significativa entre
las medias de los tratamientos en el porcentaje de explantes con brotes

obtenidos en el ciclo 1 (Cuadro 6).

Cuadro 6: Andlisis de varianza para porcentaje de explantes con brotes in vitro de platano
Musa paradisiaca (var. curare enano), a los 36 dias (ciclo 1) después de la siembra en medios
de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes
diferentes de medio nutritivo,

Variable N Rz R2 Aj CV
Numero de explantes con br.. 54 0,15 0,06 36,11
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 3,56 50,71 1,73 0,1467
FACTOR A 1,85 11,85 4,49 10,0392
FACTOR B 0,78 2 0,39 0,94 10,3962
FACTOR A*FACTOR B 0,93 2 0,46 1,12 0,3335
Error 19,78 48 0,41
Total 23,33 53

Cuadro 7: Test de Duncan para los niveles de la concentracién de 6-benzilaminopurina
evaluadas en el ciclo 1 de la multiplicacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 0,4120 gl: 48

FACTOR A Medias n E.E.

3 1,59 27 0,12 A

5 1,96 27 0,12 B

Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Cuadro 8: Test de Duncan para los niveles del volumen de medio nutritivo evaluadas en el ciclo
1 de la multiplicacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 0,4120 gl: 48

FACTOR B Medias n E.E.

30 1,67 18 0,15 A
40 1,72 18 0,15 A
20 1,94 18 0,15 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Cuadro 9: Interaccion entre los niveles de concentracion de 6-benzilaminopurina y el volumen

de medio nutritivo evaluados en el ciclo 1 de la investigacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 0,4120 gl:

FACTOR A FACTOR B Medias n E.E.
3 40 1,44 9 0,21
5 30 1,67 9 0,21
3 20 1,67 9 0,21
3 30 1,67 9 0,21
5 40 2,00 9 0,21
5 20 2,22 9 0,21

i i

W www

B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes

Fuente: INFOSTAT (Versién 2008).

(p > 0,05)

Datos de esta variable se colectaron al dia 36 de cultivo obteniendo que el

tratamiento con mayor porcentaje promedio de explantes con brotes, fue el T4
(5 mg/l de BAP + 20 ml de MS) con 20.8%, un (15.6%) para los tratamientos
T1(3 mg/l de BAP + 20 ml de MS), T2 (3 mg/l de BAP + 30 ml de MS) y el T5 (5

mg/l de BAP + 30 ml de MS), obtuvieron el mismo porcentaje de brotacion y el

T3 (3 mg/l de BAP + 40 ml de MS) que obtuvo el menor porcentaje de

brotacion con un13.6% de explantes con brotes (Figura 5).

25

20

15

10

T1

T3

T4

T5

T1=(3mg/l de BAP + 20 ml)
T2=(3mg/l de BAP + 30 ml)
T3=(3mg/I de BAP + 40 ml)
T4=(5mg/l de BAP + 20 ml)
T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)
T6=(5mg/l de BAP + 40 ml)

[ porcentaje de explantes

con brotes

Fig 5. Porcentajes promedios de explantes con brotes en platano Musa paradisiaca (var. curare
enano), a los 36 dias de la siembra en medios de cultivo suplementados con diferentes
concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo.
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4.2.2 Porcentaje de explantes con brotes ciclo 2

Tomando como fuente de variacion la interaccion entre las concentraciones
de 6-Benzilaminopurina (Factor A) y el volumen de medio nutritivo (Factor B) el
analisis de varianza presento diferencia estadistica significativa entre las
medias de los tratamientos en el porcentaje de explantes con brotes obtenidos
en el ciclo 2 (Cuadro 10).
Cuadro 10: Andlisis de varianza para porcentaje de explantes con brotes in vitro de platano
Musa paradisiaca (var. curare enano), a los 54 dias (ciclo 2) después de la siembra en medios
de cultivo suplementados con diferentes concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes
diferentes de medio nutritivo.

Variable N Rz R2 Aj CV
Numero de explantes con br.. 54 0,20 0,11 33,59

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 15,65 5 3,13 2,36 0,0537
FACTOR A 5,35 1 5,35 4,04 10,0500
FACTOR B 1,15 2 0,57 0,43 10,6507
FACTOR A*FACTOR B 9,15 2 4,57 3,45 0,0397
Error 63,56 48 1,32
Total 79,20 53

Cuadro 11:Test de Duncan para los niveles de la concentracion de 6-benzilaminopurina
evaluadas en el ciclo 2 de la multiplicacién.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 1,3241 gl: 48

FACTOR A Medias n E.E.

3 3,11 27 0,22 A

5 3,74 27 0,22 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)

Cuadro 12: Test de Duncan para los niveles del volumen de medio nutritivo evaluadas en el
ciclo 2 de la multiplicacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 1,3241 gl: 48

FACTOR B Medias n E.E.

30 3,22 18 0,27 A
40 3,50 18 0,27 A
20 3,56 18 0,27 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >
0,05)
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Cuadro 13: Interaccién entre los niveles de concentracion de 6-benzilaminopurina y el volumen

de medio nutritivo evaluados en el ciclo 2 de la multiplicacion.

Test: Duncan Alfa=0,
Error: 1,3241 gl: 48

05

FACTOR A FACTOR B Medias n E.E.
3 20 2,78 9 0,38
5 30 3,00 9 0,38
3 40 3,11 9 0,38
3 30 3,44 9 0,38
5 40 3,89 9 0,38
5 20 4,33 9 0,38

b

B
B
B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p >

0,05)

Fuente: INFOSTAT (Versién 2008).

En este ciclo se obtuvieron los porcentajes promedios de explantes con

brotes, los cuales, presentaron los siguientes resultados el tratamiento que

obtuvo mayor porcentaje fue el T4 (5 mg/l de BAP + 20 ml de MS) con un

21.1%, y el menor porcentaje lo obtuvo el T1 (3 mg/l de BAP + 20 ml de MS)

con un 13.5% de explantes con brotes, el resto de tratamientos se encontro

dentro del rango anterior (Figura 6).

T1=(3mg/l de BAP + 20 ml)
T2=(3mg/l de BAP + 30 ml)
T3=(3mg/l de BAP + 40 ml)
T4=(5mg/l de BAP + 20 ml)
T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)
T6=(5mg/l de BAP + 40 ml)

@ porcentaje de explantes
con brotes

Fig 6. Porcentajes promedios de explantes con brotes en platano Musa paradisiaca (var. curare
enano), a los 54 dias de la siembra en medios de cultivo suplementados con diferentes
concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo.
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4.2.3. Porcentaje de explantes con brotes para el total de resultados

Tomando como fuente de variacibn las concentraciones de

6-

Benzilaminopurina (Factor A) y el volumen de medio nutritivo (Factor B) el

analisis de varianza indico que existe diferencia estadistica significativa entre

las medias de los tratamientos en el porcentaje de explantes con brotes

obtenidos (Cuadro 14).

Cuadro 14: Andlisis de varianza para porcentaje de explantes con brotes in vitro de platano

Musa paradisiaca (var. curare enano), ,entre ciclo | y ciclo Il.
Variable N R?Z R2 Aj CV

Numero de explantes con br.. 54 0,20 0,12 31,68

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 32,59 5 6,52 2,42 0,0495
FACTOR A 14,52 1 14,52 5,38 0,0247
FACTOR B 4,04 2 2,02 0,75 10,4788
FACTOR A*FACTOR B 14,04 2 7,02 2,60 0,0847
Error 129,56 48 2,70
Total 162,15 53

Cuadro 15: Test de Duncan para los niveles de la concentracién de 6-benzilaminopurina
evaluadas en la investigacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 2,6991 gl: 48

FACTOR A Medias n E.E.

3 4,67 27 0,32 A

5 5,70 27 0,32 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05

Cuadro 16: Test de Duncan para los niveles del volumen de medio nutritivo evaluadas en la
investigacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 2,6991 gl: 48

FACTOR B Medias n E.E.

30 4,83 18 0,39 A
40 5,22 18 0,39 A
20 5,50 18 0,39 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Cuadro 17: Interaccién entre los niveles de concentracion de 6-benzilaminopurina y el volumen
de medio nutritivo evaluados en esta investigacion.

Test: Duncan Alfa=0,05

Error: 2,6991 gl: 48

FACTOR A FACTOR B Medias n E.E.

3 20 4,44 9 0,55 A
3 40 4,56 9 0,55 A
5 30 4,67 9 0,55 A
3 30 5,00 9 0,55 A B
5 40 5,89 9 0,55 A B
5 20 6,56 9 0,55 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Fuente: INFOSTAT (Versién 2008).

El tratamiento que mejor respondié a la fase de multiplicacién con respecto a
los explantes que generaron brotes fue el T4 (5 mg/l de BAP + 20 ml de MS)
con un 21.0% de multiplicacién al cabo de 54 dias de cultivo, seguido por el
tratamientos T6 (5 mg/l BAP + 40 ml de MS) con 18,9%, mientras que el
tratamiento que obtuvo el menor porcentaje de brotacion fue el T1 (3 mg/l BAP
+ 20 ml de MS) con un 14.2% (Figura 7).

25 T1=(3mg/l de BAP + 20 ml)
21 T2=(3mg/l de BAP + 30 ml)
T3=(3mg/l de BAP + 40 ml)
20 . T4=(5mg/l de BAP + 20 ml)
16.4 T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)
° 14.9 T6=(5mg/l de BAP + 40 ml)
15
@ % explantes con brotes
10
5
0 1 T T T T T 1
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Fig 7. Porcentajes promedios de explantes con brotes de platano Musa paradisiaca (var. curare
enano), a los 54 dias de la siembra en medios de cultivo suplementados con diferentes
concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo, tomando en
cuenta los dos ciclos de cultivo.
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El ciclo donde se presentd y observo el mayor porcentaje de generaciéon de
brotes y porcentaje de explantes con brotes fue el ciclo 2, donde, se obtuvo un
56.6% de brotacion y un 65.8% de explantes con brotes, quedando el ciclo 1
con los porcentajes 43.2% de brotacion y un 34.2 de explantes con brotes
(Figura 8).

70 65.8

50 56.6

>0 43.4

0,
40 34.2 @ % de brotes

@ % explantes con brotes

30

20

10

0

1¢r CICLO 2d° CICLO

Fig 8. Porcentajes por ciclo de promedios de brotes y explantes con brotes de platano Musa
paradisiaca (var. curare enano), en los medios de cultivo suplementados con diferentes
concentraciones de 6-Benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo, tomando en
cuenta los dos ciclos de cultivo.

El tratamiento que presento mayor porcentaje de brotacion y numero de
explantes con brotes fue el T4 (5 mg/l de BAP + 20 ml de MS) con porcentajes
de 19.7% y 21.0% respectivamente, seguido por el T2 (3 mg/l de BAP + 30 ml
de MS) con un 19.0% de brotacion y un 16.4% de explantes con brotes vy el
tratamiento con menor porcentajes fue el T3 (3 mg/l de BAP + 40 ml de MS) con

porcentajes de 11.8% de brotacidon y 14.6% de explantes con brotes, los demas
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tratamientos presentaron su potencial de brotacion en el rango de estos

porcentajes (Figura 9).

En esta investigacion algunas de las unidades experimentales presentaron
dominancia apical, pero, esta no fue representativa, los tratamientos en los que

se presento esta caracteristica fueron el (T3 y T5), (Anexo 4).

T1=(3mg/l de BAP + 20 ml)
T2=(3mg/l de BAP + 30 ml)
T3=(3mg/l de BAP + 40 ml)
T4=(5mg/l de BAP + 20 ml)
T5=(5mg/l de BAP + 30 ml)
18.9 16_(5mg/I de BAP + 40 ml)

25

20

15
[ % de brotes

% explantes con brotes
10

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Fig. 9. Porcentajes de tratamientos, en cuanto a promedios de brotes y explantes con brotes de
platano Musa paradisiaca (var. curare enano), en los medios de cultivo suplementados con
diferentes concentraciones de 6-benzilaminopurina y volimenes diferentes de medio nutritivo, al
final de la investigacion.
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5. DISCUSION
5.1 Etapa de multiplicacion

5.1.1 Porcentaje de brotes por explantes

Para esta variable se obtuvo una tasa promedio de 19,8 brotes por explante,
coincidiendo cercanamente a la maxima tasa de proliferacion reportada por
Vuylsteke & De Langhe, (1984) y por Banerjee & De Larghe, (1985), con
promedios entre 16.0 brotes/explante en cultivar de banano (AAA), pero,
difiiendo de los datos obtenidos por Arimaitwe et al., (2000), quienes
establecieron una tasa promedio de 10.2 brotes por explante en el cultivar
“‘Ndiziwemiti”; 9.5 en el cultivar “Kibuzi” y 8.2 en el cultivar “Bwara” con una
dosis de 5 mg/l de 6- Benzilaminopurina en medio liquido en constante
agitacion. Esta diferencia podria atribuirse a la variabilidad que existe entre una
misma especie de organismos, ya que, no existen individuos que posean la
misma informaciéon genética, esto, como consecuencia influye en las
variaciones de las concentraciones hormonales que se encuentran en cada

individuo.

El andlisis estadistico para el porcentaje del nimero de brotes por explante
muestra que no existe diferencia estadistica significativa entre los distintos
tratamientos (Cuadros 3, 4 y 5), lo que demuestra que las variaciones de
concentracion de 6- Benzilaminopurina y el volumen de medio nutritivo
empleados no tienen incidencia en la generacion de brotes en la etapa de

multiplicacion.

A pesar de que no se presentO diferencia estadistica significativa entre los
tratamientos en el ciclo 1, ciclo 2 y total de los resultados, puede observarse
que el T4 (5 mg/l de BAP + 20 ml de medio nutritivo) obtuvo mejores resultados
en el ciclo 1 (Figura 2) y en la totalidad de los dos ciclos (Figura 4), no asi para

el ciclo 2 (Figura 3).
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Los datos obtenidos demuestran una tendencia en el incremento en el
namero de brotes por explante al aumentar el numero de subcultivos (Figura 8),
resultados similares obtuvierbn Benerjee & De Langhe, (1985), donde
encontraron una ligera tendencia al incremento en el nUmero de hijos por planta
en 5 subcultivos consecutivos y 8 cultivares de banano y platano con el
aumento de los subcultivos, este comportamiento puede adjudicarsele al efecto
positivo de las concentraciones de la fitohormona 6-Benzilaminopurina en
promover la divisién celular de los explantes conforme estos se reestablecierdn
en un medio nutritivo fresco. Asi mismo coincidiendo con Rodriguez et al.,
(1987) y con Sandoval et al., (1991), quienes obtuvieron un namero irregular de
hijos por planta en igual nUmero de subcultivos en la micropropagacion de dos

clones de banano y dos de platano.

Se obtuvo un promedio de 19.8 brotes/explante a los 54 dias de cultivo en
medio liquido contrastando con Florio et al., (2010), quien, usando 5 mg/l de 6-
Benzilaminopurina en medio solido obtuvo 1.56 brotes/explantes a los 45 dias
de cultivo en la etapa de multiplicacion, en el platano, “Harton Gigante” (Musa
AAB), lo que demuestra la eficiencia de esta técnica al utilizar medios liquidos
en la etapa de multiplicacion, la alta produccién de brotes en medios liquidos es
favorecida posiblemente por una mejor absorcién de nutrientes, como lo reporta
Gupta et al., (1981) quienes encontrarén que los medios liquidos facilitan la
absorcion de nutrientes por la planta debido a la distribucién homogénea de los

diferentes constituyentes de los medios de cultivo.

5.1.2 Porcentaje de explantes con brotes
Para la variable porcentaje de explantes con brotes se obtuvo el 100% de
brotacion en los distintos tratamientos, lo que concuerda con lo descrito por
Hoyos et al., (2008) que sostiene que para el cultivo de meristemos de platano
las concentraciones comunmente empleadas en la multiplicacién de brotes

oscilan entre 2 - 5 mg/l de 6- Benzilaminopurina. Aunque se han utilizado
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concentraciones de hasta 10 mg/l del mismo, los cuales, en el clon Zanzibar
(AAB) forman yemas multiples, los tratamientos que obtuvierobn mejores
porcentajes de explantes con brotes fuerdon a los que se les adiciono 5 mg/l de

6- Benzilaminopurina.

Asi mismo concentraciones de 3 - 7 mg/l de 6- Benzilaminopurina son
consideradas como Optimas para la induccion de brotes sin la formacién de
raices en los explantes, siendo los tratamientos (T4), (T6) y (T2) los que
alcanzardn los mejores porcentajes de explantes con brotes(Figura 7 y 9),
puesto, que el analisis de varianza encontrd diferencia estadistica significativa
entre las variaciones de los factores (Cuadro 6 y 14) los valores encontrados
fueron menores al nivel de significancia nominal del test de Duncan (alfa=0.05),
para el efecto de 6- Benzilaminopurina (Factor A) comprobando que este factor
tuvo efecto estadisticamente directo sobre la generacion de explantes con
brotes, donde se demostré que no sucede lo mismo para el volumen de medio
nutritivo(Factor B), estos son mayores al nivel de significancia elegido de
(alfa=0.05).

Los mejores resultados para los ciclos (1", 2% ciclo y total de datos), se
obtuvé en los medios de cultivo suplementados con 5 mg/l de 6-
Benzilaminopurina (Figura 7 y 9) lo que concuerda con Hoyos et al., (2008).
Quien fundamenta que la fitohormona 6-Benzilaminopurina tiene un efecto
directo sobre la generacibn de brotes, puesto que estas se sintetizan
principalmente en las raices y se transportan desde la raices al tallo a través de
los haces vasculares. Esta fitohormona estimula el desarrollo de los brotes
laterales, la multiplicacion celular en los meristemos apicales y expansion de las
hojas. En la etapa de multiplicacion los explantes no presentan raices, estos, no
tienen la capacidad de sintetizar 6- Benzilaminopurina, por lo cual, es

fundamental su adicién exdgena.
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Asi mismo el andlisis estadistico determind que en el ciclo 1 y total de los dos
ciclos la generacion de explantes con brotes fue influenciada por la
concentracion del regulador de crecimiento (Cuadro 7 y 15) y no por el volumen

del medio nutritivo empleado (Cuadro 8, 12 y 16).

El analisis comparativo de los datos a través del test de rangos multiples de
Duncan entre las variaciones de los tratamientos, demostré cual de los factores
tuvo incidencia en la generacion de explantes que generaron brotes y cual de
las variaciones obtuvo los mejores resultados. (Cuadro 7, 15), también, se
demostré que entre las variaciones del factor A, la concentracion de 5 mg/l de
6- Benzilaminopurina influyo en la generacion de explantes con brotes, no asi

para el volumen de medio nutritivo.

En el ciclo 1, 2 y total de los resultados (Cuadro 9, 13,y 17) el T4 (5 mg/l de
BAP + 20 ml de medio nutritivo), T6 (5 mg/l de BAP + 40 ml de medio nutritivo)
y T2 (3 mg/l de BAP + 30 ml de medio nutritivo) se comportarén diferente dentro
de la no significancia al resto de los tratamientos para la variable porcentaje de
explantes con brotes, este, ultimo tiene un menor costo de produccion, por la
reduccion de 2 mg/l de fitohormona en comparacién al T6, mientras, que
requiere de mayor volumen de medio, mientras que para la proliferacion masiva
de brotes en los explantes se utilizan concentraciones intermedias de 6-
Benzilaminopurina, siendo el T4 (5 mg/l de BAP + 20 ml de medio nutritivo) el
mas idoneo para la implementacion en esta etapa dentro de la técnica, ya que,

se reducen 20 ml de medio nutritivo.

La concentracién de 6-Benzilaminopurina al interactuar con el volumen de
medio nutritivo tuvo efecto conjuntamente (dependiente uno del otro) en la
generacion de explantes con brotes. Hecho que segun Menjerres & Perea
(2012), son las concentraciones intermedias de 6-Benzilaminopurina las mas

adecuadas para el crecimiento y vigorosidad de las plantulas, porque a
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concentraciones relativamente altas de citoquininas reduce la dominancia apical

que se presentd en algunas unidades experimentales (Anexo 4).

Al comparar las variables evaluadas (Figura 9), se demostré que la
generacion de explantes con brotes esta ligada fuertemente al niamero de
brotes que generaron los explantes, dado que, el nimero de explantes que
respondieron a la brotacion fue dependiente de los brotes de los que se
originaron en un determinado explante, de tal manera, que la variable que dio la
pauta para la obtencién de resultados satisfactorios en la instigacién es la

variable niumero de brotes por explante.
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6. CONCLUSIONES

El material vegetativo de platano Musa paradisiaca (var. curare enano),
brinda mejores resultados al tratarlos con 5 mg/l de 6-Benzilaminopurina en la

etapa de multiplicacion.

Al analizar los resultados del porcentaje de nimero de brotes por explante y
el porcentaje de explantes con brotes, el Tratamiento (4) (5 mg/l de 6-
Benzilaminopurina + 20 ml de volumen de medio nutritivo), fue el que presento

los mejores resultados.

Las variaciones de concentracion de 6- Benzilaminopurina influyo
directamente en el porcentaje de explantes con brotes, obteniéndose

porcentajes mayores en los tratamientos a los que se les adiciono 5 mg/l.

Las variaciones de volimenes de medio nutritivo no incidié en el porcentaje

de explantes con brotes.

Las variaciones de concentracion de 6- Benzilaminopurina y diferentes

volimenes de medio nutritivo no influyo en el porcentaje de brotes por explante.

La utilizacion del medio en consistencia liquida en la etapa de multiplicacion,

reduce los costos de produccion por la exclusion del agente gelificante.
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7. RECOMENDACIONES

Utilizar 5 mg/l de 6- Benzilaminopurina + 20 ml de medio nutritivo para
multiplicar masivamente material vegetativo de platano Musa paradisiaca (var.

curare enano), en la etapa de multiplicacién, en medios de consistencia liquida.

Utilizar 5 mg/l de 6-Benzilaminopurina en combinacioén con los diferentes
volumenes alternativos de 20 ml, 30 ml y 40 ml de medio nutritivo para obtener
mejores resultados en el porcentaje de niumero de brotes por explantes y el
porcentaje de explantes con brotes en la etapa de multiplicacion de Musa

paradisiaca (var. curare enano),

Evaluar volumenes inferiores a 20 ml, para reducir los costos, puesto, que
todas las variaciones de volimenes mostré similitudes numéricas, dentro de la
no significancia para los explantes que generaron brotes en la etapa de

multiplicacion.

Utilizar variaciones de concentracion intermedias de 6-Benzilaminopurina de
3 a 5 mg/l adicionada a medios de consistencia liquida, puesto, que en altas
dosis en los medios genera variabilidad o mutacion en el fenotipo del material
propagado.

Realizar tratamientos con diferentes combinaciones de reguladores de
crecimiento en medio liquido para determinar el tipo de interaccién entre sus
factores y respectivos niveles, en cuanto, a la generacién de brotes de platano

Musa paradisiaca (var. curare enano), en la etapa de multiplicacién.
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ANEXOS



Anexo 1. Material vegetal aportado por (GENSA) Genética Salvadorefia S.A de
C.V. en camara de crecimiento (CENTA).
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Anexo 2 Preparacion de medios de cultivo.

-A Adicion de 10ml de c/u de las soluciones
madres.

T —

2-C Ajuste de pHab.8 2-D Auto

St et ST

clavead

ll

d

e medio
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Anexo 3. Agitador implementado en la investigacion para garantizar la
homogenizacion del medio nutritivo y prevenir la fenolizacion.
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Anexo 4. Dominancia apical presentada por unidades experimentales de los
tratamientos (T3 y T5)

50



