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“EFECTO DE LA BENCILAMINOPURINA (BA) Y DOS METODOS DE MICROPROPAGACION

SOBRE DOS CULTIVARES DE PLATANO (Musa balbisiana Colla)”

““BENZYLAMINOPURINE (BA) AND TWO MICROPROPAGATION METHODS

ON TWO PLANTAIN CULTIVARS (Musa balbisiana Colla)”
RESUMEN

El presente 'estudio se realizé en el Labd_raforio de Biotecnologia Vegetal, del Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricolas (ICTA), Barcenas, Villa Nueva, Guatemala, con la finalidad de evaluar la respuesta en la Fas'e de
Multiplicacién de dos cultivares de platano (Musa balbisiana Colla), a dos metodologias de micropropagacion utilizando
- distintas cohcentraciones de Bencifaminopurina, un regulador del crecimiento que pertenece al grupo dé las

citocininas.

Los ‘cultivares evaluados fueron el *Hembra” y ef “Cuerrios” procedentes de la regién surOccidental del pafs; las
metodologfas utilizadas fueron la tradicional y la taiwanesa; ésta tiltima desarrollada en Taiwan, por el Instituto de

Investigacion del Banano; y los niveles de Bencilaminopurina correspondieron a dos, tres, cuatro y cinco miligramos

por fitro.

La eficiencia de cada metodologia se determind por el nimero de brotes que fueron capaces de formar, a partir de un

explante inicial que consistid en un apice meristematico.

Para ello se establecieron 16 tratamientos con diez repeticiones cada uno; resultantes de la combinacion de los dos

cultivares, con las dos metodologias y los cuatro niveles de Bencilaminopurina. El ensayo se dispuso en un disefio de

bloques al azar.
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El trabajo se dividid en dos fases: la primera o de iniciacién, donde el explante se adapto fisiolégicamente a las nuevas -
condiciones in vitro, y se controld la oxidacién. del mismo carbén activado al medio. La otra fase, fue la de

‘multiplicacion, donde ocurrid la proliferacion de brotes. El medio utilizado fue el de Murashige y Skoog (1962).

Los resultados indicaron que a través de la metodologia taiwanesa se obtuvo el mayor numero de brotes, en ambos
cultivares, con un promedio de 10 brotes por explante, utilizando cuatro y cinco miligramos por litro; niimero superior

al fogrado con la metodologia tradicional, que fue de cuatro brotes, para ios mismos niveles de Bencilaminopurina y

cultivares.

La alta tasa de proliferacion obtenida en a metodologia ‘taiwanesa, se debid en parte, al hecho de cortar el meristema

apical del explante, lo que rompié la dominancia apical e indujo a la formacién de mayor nimero de brotes.

Se encontré que el méximo nimero de brotes se obtuve con cuatro y cinco miiligramos por fitro de Bencilaminopurina,

siendo mejor la utilizacion del menor nivel, ya que altas concentraciones bueden aumentar &l nimero de mutaciones.

-Los brotes obtenidos presentaron una altura promedio de 1.9 cm, con dos o tres hojas formadas, consrderandose

aptos para su traslado a |a siguiente fase, que es la de enraizamiento.



1. INTRCDUCCION

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta muy Gtil en la propagacién de Musdceas, particutarmente por el
hecho de que las variedades comestibles de platanc (Musa balbisiana Colla} y banano (Musa acuminala Colla), son
triploides, partenocarpicas y estériles, y por ende su reproduccion es asexual o vegetativa (a través de cormos), lo que
implica una baja tasa de muitiplicacién y en muchos casos provoca problemas. fitosanitarios, ya que al utilizar material

contaminado, hay posibilidades de diseminar plagas y enfermedades en areas libres de éstas. (6}

El pldtano (Musa balbisiana Colla) es una especie importante en la dieta alimenticia de millones de personas en las
regiones tropicales del mundo, ya que es fuente de minerales, vitaminas y carbohidratos. En Guatemala es
ampliamente producido y consumido, cultivindose en 1997, segiin estadisticas del Banco de Guatemala (14) 6,590
hectareas con una produccion de 250,000 toneladas, cosechandose todo el afio, generando fuentes de trabajo y

" asegurando al productor un ingreso monetario continuo.

Dada la importancia econdmica y alimenticia del cuitivo, su propagacién a gran escala, utilizando técnicas de
micropropagacion, proporciona ciertas ventajas sobre la propagacion tradicional, entre ellas: control de la sanidad del
material, alto indice de multiplicacién en espacio y tiempo reducidos, no depende de condiciones ambientales para

implementarse v las plantaciones son mas homogéneas. (24)

| De las distintas técnicas de micropropagacién que se utilizan en Musdceas, en este trabajo se evaluaron dos de elias:
la descrita por el Fondo Hondurefio de Investigacién Agricola (en Honduras), y la desarrollada en el Instituto TaiWanes
de Investigacion del Banano (en Taiwan). Para el efecto se utilizaron dos cultivares de platano, el c.v. “Hembra”
proveniente del municipio de Cuyuta, en Escuintla y el c.v. “Cuernos” procedente del Parcelamiento La Blanca Océs, en

San Marcos; y cuatro niveles de Bencilaminopurina (BA); con el fin de determinar la metodologia mas eficiente, el nivel

optimo de BA v la respuesta de ambos cultivares.

Los tratamientos resultantes de la combinacién de los tres factores, fueron 16 arreglados en un disefio de bloques al

azar con 10 repeticiones.

[T
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA,

" Aunque el pldtano (Musa baibisiana Colia) es un cultivo importante en la agricultura Guatemalteca, desde el punto de
vista econdmico y alimenticio, la mayor parte de las investigaciones y desarrollo de nuevas metodologias de
propagacion in vitro estdn orientadas al banano (Musa acuminata Colla), espectalmente al que se cultiva con fines de

exportacién.

De acuerdo con Pocasangre (24) en la actualidad la tasa de micropropagacién reportada en platano, utilizando Ja
metodologia tradicional es de dos a tres brotes cada mes, la cual se considera muy baja para fines de

micropropagacién masiva comercial,

Cultivares de platano que se cultivan en el pais, y que son ampliamente consumidos por la poblacién, como los
cultivares "Hembra” y “Cuernos”, alin no han sido evaluados con técnicas de cultive in vityo, por lo que no se conoce

con certeza su respuesta, particularmente en lo referente a su capacidad para desarrollar una alta tasa de proliferacion

de brotes.



" 3. JUSTIFICACION

El Cultivo de Tejidos es probablemente el ejemplo mas importante de la aplicacién de la Biotecnologia en la
agricultura, por lo que el empleo de estas técnicas se difunde cada vez mas, ya que permite la propagacién de grandes
cantidades de plantas en espacio y tiempo reducidos, manteniendo las caracteristicas agrondmicas del material y

garantizando la sanidad del mismo. {24)

Como la propagacion in vitro tiene un alto potencial en el cultivo del platano (Musa balbisiana Colla), es importante
evaluar la respuesta de materiales cultivados en el pais, para definir un primer paso en la implementacién de
metodologias, que conduzcan en un futuro a el establecimiento de plantaciones comerciales que produzcan frutos con

mejores caracteristicas (dimensiones), mayor precocidad y homogeneidad .

Por lo que cualquier metodologia que pretenda Incrementar la eficiencia de la produccidn, a través de la proliferacién
de brotes, es importante de evaluar y validar, principalmente con materiales criollos de amptia aceptacién en el

mercado nacional, para proponer una alternativa mas en la micropropagacion masiva del platano.
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4. MARCO TEORICO

"4.1  Marco Conceptual

4.1.1 El género Musa

Los platanos (Musa balbisiana Colla) y bananos (Musa acuminata Colla) pertenecen al género Musa, de la familia
Musaceae. Este género fue creado por Carlos Linneo en honor a Antonio Musa, célebre médico de comienzos del
Imperic romano. Se divide en cuatro secciones de las cuales la seccion Eumusa incluye los bananos y platanos

comestibles asi como sus parientes silvestres. (10)

Segun Ledn (19), el platane es una hierba gigante y perenne, monocotileddnea cuyo tallo verdadero es el cormo. E
pseudotallo (eje aéreo) esta formado por vainas foliares que radean el dpice del tallo que se encuentra localizado en la

base dei pseudotailo.

El nimero cromosémico basico n=11 y el nivel de ploidia varia segiin la especie. La mayoria de los bananos y
platanos son hibridos interespecificos de las dos especies silvestre Musa acuminata Colla (genoma AA) y Musa
balbisiana Colla {gencma BB). La especie Musa acuminata Colla contiene mayor variabilidad genética y abarca cerca de

seis subespecies, algunas todavia no bien definidas y cada una con su propia distribucién en Asia y ain en Oceania

(33):

Musa acuminata spp. malaccensis
spp. burmannicoides
spp. burmannica
spp. banskii
spp. microcarpa

spp. siamea.



“En Musa balbisiana Colla se reconocen varios tipos importantes (33):

Musa balbisiana spp. cameroun
spp. honduras
spp. fani

spp. Lar Velchi.‘

Los hibridos interespecificos se agrupan de acuerdo a la contribucién de cada una de las especies silvestres a la
ploidia (variaciones en el nimero de juegos cromosdmicos). Dependiendo de la combinacién de genomas
encontramos tipos diploides, triploides y tetraploides. En la naturaleza se han identificado los grupos AA, AB, BB, AAA,

AAB y ABBB,. Estos inclityen entre 300-500 genotipos. (33)

* Para Stover (33) el desarrollo de bananos comestibles inicialmente fue el resultado de la seleccién del diploide Musa
acuminata Colla que incluye variedades partenocarpicas. Los cultivares AA dieron lugar a la formacién de triploides
AAA a través de restitucidén cromosdmica durante la melosis. La mayoria de los bananos de exportacién pertenecen a

este grupo. Un paso importante en la evolucién del banano fue el cruce natural entre Musa acuminata Colla y Musa

balbisiana Colla que produjo hibridos diploides, triploides y tetraploides. Esto extendio el rango de sus caracteristicas

y contribuyé a difundir su cultivo de las tierras himedas bajas del tropico a las tierras altas y estaciones mas secas.

4.1.2 Morfologia de las Musaceas

De acuerdo con Champion (10), los bananos y platanos son plantas herbaceas con pseudotallos aéreos que se originan
de cormos carnosos de los cuales se desarrollan numerosas yemas laterales o “hijos”. Las hojas tienen una
distribucién helicoidal (filotaxia espiral) y las bases foliares circundan el tallo o cormo, dando origen al pseudotalio
hasta alcanzar el follaje superior y salir, Cada pseudotallo produce sélo una inflorescencia y luego muere; la planta
continlia su ciclo de vida a través de la formacién de hijuelos laterales, tal como se presenta en la figura 1, donde es
posible observar una planta de platano en plena fructificacion. De esta manera la plénta puede propagarse

vegetativamente por tiempo aparentemente indefinido.

|
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FIGURA 1 VISTA ESQUEMATICA DE UN PLATANO EN FRUGTIFICACION, JUNTO CON SUS REBROTES

{FUENTE: EL PLATANQ; J. CHAMPION}



4,1.2.1 El cormo

El tallo subterraneo de las Musdceas, tiene forma cdnica o asimétrica, con entrenudos cortos, de éstos brotan raices en
grupos de tres o cuatro y en la parte apical del cormo aparecen las hojas, que nacen en la inica zona activa de! tallo,
en la region meristematica situada en la parte superior y en la que se desarrollan muchas hojas y el escapo floral, esta
zona mide aproximadamente tres centimetros a cada lado del punto apical del cormo. Las yemas que salen del cormo
original brotan siguiendo una espiral que se cleira ligeramente hacia arriba. La superficie del cormo esta cubierta por
ia epidermis, que luego es reemplazada conforme se desarrolla la planta, por capas corchosas corticales, El cormo

carece de hojas carnosas y estd cubierto de hojas escamosas. (19)

4,1.2.2 Las raices

Si el cormo se encuentra bien desarrollado casi todas las.rafces salen de la parte superior, debajo de la insercién de las
hojas y van disminuyendo en nimero hacia la parte inferior. Las raices son blancas, cilindricas y tiernas en sus
primeras etapas, al madurar la planta la epidermis se reemplaza por tejido suberizado mas profundo, denominado
exodermis. La region cortical se forma de dos zonas, una externa de parenquima radial, que limita con la endodermis.

En el dilindro central aparecen numerosos vasos grandes de xillema y grupos mas reducidos de células de floema,

rodeados de un tejido uniforme de colénquima. (10,19)

13

4.1.2.3 El pseudotallo

El pseudotallo es la parte aérea de [a planta, estd constituido por las vainas envolventes de las hojas. En corte
transversal el pseudotallo muestra la disposicion de las vainas foliares, que aparecen como medias lunas compactas,
con sus bordes finos ajustados firmemente a las vainas vecinas., Las hojas nuevas son las internas, que deben abrirse

paso para salir y extender las [dminas y se presentan como rollos apretados en el centro del pseudotallo. 103

N



4.1.3 Fisiologia del género Musa

‘En les pldtancs y bananos, la planta madre muere después de producir el racimo, pero en cada mata quedan hijos que

llevan adelante la perpetuacion de la especie, continuando con un ciclo fisioldgico que se describe a continuacion;
4,1.2,1 Desarrollc del retcfio

Al observar un cormo se constata la presencia de varios brotes o yemas individualizados, estos poseen la siguiente

estructura: 1a parte saliente presenta forma de cono muy aplastado formado por escamas trigngutares fuertemente

scbrepuestas unas en otras. {9)

La yema en un principio se desarrolla perpendicular a la superficie del cormo, debido a la tierra que la envuelve; fuego
su extremo tiende a enderezarse, sufiiendo una influencia geotrdpica negativa, aparte de que las escamas foliares se
han desarrollado mas en ia parte basal. Cuando el diémetro de la yema es de seis u ocho centiimetros, la parte basal
~ se ensancha y redondea, y el efecto es una constriccion entre el cormo y ¢ retofio. Si se hace un corte longitudinai,

se observa que el cilindro central o estela se une directamente al cormo principal. (9,10)

4.1.3.2 Las raices

Las raices del platano se van diferenciando‘continuamente segun el crecimiento del meristema. La diferenciacién de
estas prosigue fasta el momento en que el tailo verdadero se hace aéreo, la emision de raices cesa por lo tanto poco
después de Ja floracidn. Primero son blancas y tiernas, y segin van envejeciendo, se tornan amarillas y se endurecen
ligeramente. Su diametro puede ser de cinco a ocho milimetros y su longitud puede pasar de los tres o cuatro metros.
Estas raices primarias, emiten un abundante niimero de raices secundarias de dos milimetros aproximadamente, y gue

pueden ramificarse en su parte apical, cuando esta tropieza con un obsticulo duro o compacto. Su potencia de

penetracién es débil. {(9)



En el transcursc de su desarrollo, el platano produce un nimero variable de raices, que al parecer esta en relacion con
la potencia vegetativa de la planta y con el volumen del cormo. Puede considerarse que la emision de raices es
independiente de la formacidn de hojas anchas y que por intermedio del sistema de la planta madre, contribuyen a la

nutricion de ésta y sus retofios. (9,10)
4.1.3.3 El retoiio de hojas angostas

Las escamas foliares, segin van apareciendo, se convierten en tridngulos de altura cada vez mayor y con
caracteristicas mas parecidas a las de la vaina foliar; la insercion basal da la vuelta completa al cormo vy la extremidad
es puntiaguda. El enderezamiento del retofio es rapido y su parte superior se alarga casi verticalmente mientras que
el rizoma continGa desarrollandose y adquiriendo una forma vagamente esférica, Por otro lado, la zona de unidn al
cormo principal engrosa relativamente mucho menos y la diferenciacion de la ramificacion se hace cada vez mas
. evidente. La parte superior del retofio perfora la superficie de! suelo, el crecimiento prosigue de 1a misma forma, es
decir con hojas reducidas a una faja triangular, mas y mas larga, pero que va tomando una pigmentacion clorofilica
normal. El predominioc apical de la planta madre inhibe el desarrolio de los limbos del retoiio durante un periodo que
puede llegar hasta el de la cosecha de la inflorescencia. Es facil observar que, en cuanto se corta €l pseudotatlo de un

ptatano no florido, sus retofios, casi inmediatamente producen hojas. (10)

4.1.3.4 Independencia del retofio

La aparicion de la primera hoja de limbo grande o funcional es un fenémeno visible, ya que marca el comienzo de la

fase de acceso a la edad adulta. (19)

Es posible que un retofio muy joven preduzca pequefias hojas cortas y anchas, de 30 por 15 cm, pongamos por caso:
podemos afirmar que ha habido algln accidente que ha interrumpide los intercambios entre el cormo principal v el
mas pequefio de los retofios. Habiendo cesado precozmente la inhibicion, el segundo deberd inmediatamente
sobrevivir por si solo y poseyendo algunas raices forma una superficie asimiladora. Estos son los retofios de agua que

carecen de valor agronémico, por cuanto vegetan muy lentamente. (10,19)

CUTTH
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4.1.3.5 Desarrollo de Ia hoja

* El punto meristematico da nacimiento al brote, que en un principio no es mas que un capuchén de base circular, cuyo
extremo termina en filamento. La porcidn que posteriormente sera la vaina, queda muy corta, mientras que se puede
diferenciar precozmente la parte peciolar y la nerviacfc‘m central, terminada por el filamento que se denomina apéndice
precursor. En el interior del pseudotallo, el crecimiento prosigue répidamente, mientras que se van formando otros
brotes foliares y la base de la vaina se amplia, impulsada por el desarrollo de los tejidos jévenes del centro. La parte
de la nerviacion se alarga y el ala izquierda (asumiendo que se mira la cara ventral de la nerviacion con el apice en
alto) comienza a cubrir el ala derecha. Cada una de estas alas crecer en anchura para formar un semilimbo, de los
que el de fa izquierda da varias vueltas envolviendo la nerviacién entera. Se nota que se introduce en el limitado

espacio del canal peciolar de la hoja precedente. La otra ala progresara en la propia concavidad de la hoja

precedente, (19)

La formacion de ios semiiimbos, tiene lugar casi totalmente en el interior del pseudotallo; una hoja inmediatamente
anterior a su salida se presenta como un rollitc muy apretado, de un tejido blanquecine, extremadamente fragil. ta
fase de la salida de la hoja corresponde a un crecimiénto muy rapido de la vaina foliar. Se distingue la parte superior
del roliito, llamado frecuentemente “cornete”, coronado por el capuchdn que a su vez termina en filamento precursor,

que se deseca y cae inmediatamente, (10)

Cuando el cornete ha salido en sus dos tercios aproximadamente, el semilimbo izquierdo envollado exteriormente
corienza a desenvolverse en forma de cuerno. La parte derecha lo hace después. La pigmentacion clorofilica aparece
simultaneamente y la nerviacidn transversal se hace visible. Apenas ha terminado este desenvolvimiento, aparece la
punta del cornete siguiente en el canal peciolar de la nueva hoja. Este proceso es idéntico para toda la serie de hojas

nacidas del mismo tallo, (10)
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4,1.3.6 El cormo

El nuevo cormo crece poco en altura, pues los entrenudos son muy cartos, pero aumenta sobre todo en ancho. Las
partes mas viejas se encuentran en la base, mientras que la parte superior del cormo se agranda considerablemente
segln va produciendo hojas y los tejidos subyacentes del cilindro central se lienan de almidon. Se considera que el
cormo juega un papel muy importante por las reservas energéticas que contiene. El aumento de volumen del cormo
provoca una presion lateral contra la tierra circundante, que si es muy compacta constituye un obstdculo para su

desarrollo, y por ello se ha observado deformaciones en ciertos tipos de suelos. (19)

4.1.3.7 Formacion de yemas

Para darse cuenta de la posicidn exacta de las yemas, se han de separar dos o tres yemas de las vainas foliares mas
exteriores y hacerlo hasta el punto de inserccion. Se sabe que en tal emplazamiento la vaina envuelve completamente
al bulbo y las dos alas, muy delgadas, se retnen formando una V, en la punta de la cual se distingue una yema poco
resaltada; si se prosigue levantando cada una de las vainas sucesivas, se comprobara que a cada vaina corresponde

una yema, cada vez mas pequefia. El tallo verdadero diferencia tantas yemas como hojas, dispuestas unas y otras

helicoidalmente. (10)

Las hojas lanceoladas de los grandes brotes lievan ya en su base yemas capaces de desarrollarse, no hay pues
refacion con la utilidad funcional de la hoja a la cual parece corresponder aquella yema. El segundo hecho que hay
que tomar en cuenta es que toda yema posee Ia capacidad de desarrollarse y producir un nuevo tallo normal. Es
hecesario no obstante la reunidn de ciertas condiciones: que no haya mas rebrotes en curso de desarrollo, y por otra

parte, que la yema esté separada de la cobertura de vainas que la aislan del extetior. (10)

El plétano es de estructura monoploidal, es decir, que el cormo es propiamente el tallo principal que da ramificaciones
laterales; la estructura cormosa Implica, el crecimiento subterraneo del tallo aéreo. La espiral formada por los
meristemas secundarios sucesivos tiene por €je una curva que es el camino recorrido por el meristema central del

cormo, horizontal cuando es muy joven, este eje se endereza para hacerse vertical en su estado aduito. En el

1
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helicoide, cuyo eje es curvo, se encuentran yemas en posicion alta, media o baja, segin parece, en este (ltimo caso

las condiciones son mas favorables para un desarrollo vigoroso. No se trata solamente de una ventaja de situacion,

‘pues si las yemas altas, estdn muy desfaverecidas, disponiendo de muy poco espacio en ios cormos viejos, las

laterales tienen espacio para engrosar, y es probable, ademas, que los brotes mas bajos queden favorecidos por

sustancias del crecimiento. (9,10)

4,1,3.8 La diferenciacion floral

De acuerdo con Champion (10), la transformacién que lleva al meristema a diferenciar elementos florales tiene fugar
cuando la planta cuenta con la mitad de su superficie foliar en el exterior, este fendmeno tiene lugar cuando la planta

ha dado cierto nimero de hojas funcionales.

El primer indicio de la fase floral se percibe sobre el extremo meristematico, que toma una forma cénica. Esto marca
el comienzo del crecimiento del tallo verdadero, que después de haber permanecido mucho tiempo a ras del suelo, va
a convertirse en aéreo, creciendo en el centro del pseudotallo, por lo general, suelen quedar todavia en el interior de

éste de 10 a 12 hojas en desarrolio. Todas ellas se producirdn sucesivamente antes que aparezca la inflorescencia,

(10)

Segin Champion (11) “durante este periodo los brotes florales se irdn diferenciando sin cesar y continuaran su
desarrollo, mientras que, simultaneamente, el tallo, con la inflorescencia terminal, se alarga para abrirse paso en
medio de las Gltimas hojas. La ditima hoja es corta y ancha, con una nerviacion central incompleta y agrandada;
insinta las primeras etapas que siguen, una o dos de ellas sin flores; estas vainas -transformadas 500 Mas O menos
ovales, acuminadas, con una nerviacién longitudinal y estdn muy pigmentadas de antoxantinas, rojo violaceo y
exteriormente cerosas. Se desecan y caen muy rapidamente; con frecuencia reciben el nombre de bréacteas. Debido a
su imbricacidn, el conjunto de las bracteas forma una gran yema ovoide. Cuando la bractea o bracteas estin vacias,
se constata gue cada una de ellas cubre un grupo de flores, siempre femeninas, caracter sexual que aparece muy

precozmente.” (10)
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4,1.3.9 Desarrollo de la inflorescencia

Cardefiosa (9) refiere que la inflorescencia es un grupe de flores, dispuestas de dos hileras imbricadas y oprimidas
entre la bractea que lo recubre y la yema subyacente, vy recibe el nombre de mano, y los frutos con frecuencia son
llamados dedos. La inflorescencia comprende primeramente varias de estas “manos” de flores femeninas; su cantidad
puede ser muy escasa si la vegetacion es defectuoéa; si las condiciones son Optimas, podra llegar hasta trece o

catorce, en promedio de nueve a doce manos es un buen nimero.

El numero de frutos en una mano varia segin el orden de ésta, disminuyendo ligeramente en el curso de la
diferenciacion; la primera aparecida, y a veces la segunda, es la que posee mayor nimero, pero éste serd tanto mayor
cuantas mas manos de flores femeninas comporte el racimo. Después de que el meristema ha dado estos pocos

grupos femeninos, se opera un nuevo cambio hormonal y aparecen grupos de flores masculinas, caracterizadas por su

- ovario reducido y estambres desarrollados. (9)

Para Champion (10), la evolucién del racimo exige varias semanas. Cuando las emisiones foliares han terminado, la
cadencia de desecacién tomard mayor importancia; la duracién de vida de una hoja varia mucho y es de cien a
doscientos dias. Un platano que tenga quince hojas verdes, puede perder cuatro o cinco a la salida de la
inflorescencia e incluso a veces muchas mas como consecuencia de algin parasitismo o condiciones climaticas

desfavorables.

En las variedades comerciales la inflorescencia no permanece erecta; la parte del eje situada inmediatamente debaijo
de las primeras bracteas, se curva ligeramente, por geotropismo; esto se explica mejor diciendo que el raquis no
posee muchos haces fibrosos, sino principalmente condﬁctores inmersos en un parénquima y que el peso de la yema
es importante. Después de volver a la vertical las grandes bracteas, las mas exteriores, de un rojo violaceo, se
levantan, giran y caen rapidamente después de haberse desecado, al cabo de uno o dos dias. Las manos quedan

descubiertas asi unas despues de las otras, por su mismo orden de diferenciacién. (19)
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Las flores femeninas descublertas, tienen el apice dirigido hacia abajo y estdn en este momento apretadas
estrechamente unas contra otras; sus ovarios son ya de gran longitud, de fa mitad a dos tercios de su longitud
“definitiva; las piezas florales se desecaran pronto y luego iran cayendo mas o menos rapidamente, pero el estigma
seco puede persistir hasta la cosecha. El desarrollo del ovario se efectia sin intervencién del polen, del que, por otra

parte carecen fas flores masculinas de la mayoria de fas variedades comerciaies.

Los platanos jdvenes inician entonces un réapido enderezamiento (una o dos semanas) hacia lo alto. Después del
enderezamiento, el racimo ha adquirido ya su conformidad definitiva, fo que sucede aproximadamente unas tres
semanas después que la inflorescencia haya ap.unfad.o en la parte superior del pseudotallo. Bajo las {itimas manos, el
tallo contindia alargandose, en direccion al suelo. La yema disminuye progresivamente de volumen; casi cada dia se
{evanta una bractea y se descubre una mano de flores masculinas. En las variedades gigantes estas bracteas caen
pocas horas después, pero en Jas enanas persisten en estado de desecacién durante largo tiempo. La evolucién del

racimo prosigue aproximadamente uno o dos meses, hasta llegar a la fase final de aptitud para la cosecha. {19)

4.1.4 Micropropagacion en Musa

Para Hartman y Kester (15), fa micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequefias de
ellas (células, tefidos u drganos), denominadas explantes, cultivadas bajo condiciones controladas de luz, temperatura

y nutricidn en un ambiente aséptico, utilizando medios de cultivo.

Segun Pocasangre (24), es l2 propagacién masiva de plantas a nivel in vitro con fines comerciales, ya que es el campo

agricola donde mayor impacte econémico ha tenido el cultivo de tejidos.

Una caracteristica importante de la micropropagacién en masa es la tasa potencialmente alta de multiplicacion de
clones que puede lograrse en un tiempo relativamente corto, ya que una sola planta en cultivo y multiplicandola
geométricamente a intervalos mensuales de un mes se puede predecir Ia produccién de un milldn de plantas en seis

meses. {15)
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El género Musa puede muttiplicarse répidamente mediante las técnicas de micropropagacion. Los primeros reportes
de su utilizacion proceden de China y Talwan en 1970, pero comercialmente se Inici6 la micropropagacion en la década
de los ochenta en Israel, Australia, Venezuela, Costa Rica y Sudafrica. Actualmente Cuba, es el maximo productor de

. vitroplantas a nivel regional con una produccién anual de 40 millones de plantas, distribuida en la red de biofabricas

por todo el pais. {24,26)

El principio fundamental del Cultivo de Tejidos, es el principio de Totipotencialidad, propuesto por el fisidlogo aleméan
G. Haberlandt, en 1902, el cual indica que no importa que tejido esté formando una célula, ésta tiene el potencial

genetico del individuo del que forma parte y'es capaz de dar origen a un individuo idéntico. (4)

En la micropropagacion de banano y platano se han utilizado explantes provenientes de flores masculinas y femeninas

inmaduras, meristemas apicales, porciones de rizomas, de hojas y embriones inmaduros. (29)

Las aplicaciones de la micropropagacion son numerosas con relacién a los métodos convencicnales, entre ellas estan

(6,24}

- Propagacién clonal de una variedad o cultivar,

- Posibilita multiplicar rapidamente un genotépo del cual existen pocos individuos,

- Se reduce el tiempo de multiplicacidn.

- Pefmite multiplicar grandes cantidades de plantas en poco espacio.

- Se controla la sanidad del material que se propaga.

- Permite programar la siembra del cultivo en forma escalonada, para programar la cosecha.
- Facilita el intercambio de germoplasma.

- No depende de condiciones ambientales para implementarse. (6,24)

En el caso del banano y platano, se ha comprobado experimentalmente que el comportamiento agrondmico de las

plantas producidas in vitro, es superior a las plantas propagadas por métodos convencionales (cormos), debido a que

ST
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se ha obtenido uniformidad y sanidad en las plantaciones, precocidad a la paricion, mayor tasa de emision foliar y

rendimientos superiores a las plantas propagadas por cormos. (29)

Un estudio realizado por Pérez (23) en Costa Rica, sobre el desempefio de plantas de banano Grande Naine,
provenientes de cultivo de tejidos y retofios convencionales, demuestra que fas primeras florecieron a jos 200 dias
contra 316 de los segundos; la maduracién de los in vitro fue a los 345 dias y de los retofios a los 448; siendo el

rendimiento de 123 TM/ha y 87 TM/ha, respectivamente.

*

La micropropagacion puede presentar algunas desventajas como:

- Posibilidad de propagar enfermedades de tipo vascular o sistémico, si el propagulo inicial estd contaminado y no se
realizan pruebas de deteccidn. Las principales enfermedades que afectan a las Musaceas son: Mycosphaerells

filiensis var. diformis; Mycosphaerella musicola; Pseudomonas solanacearum; Fusarium oxysporum £sp. cubense; €l

Virus del Mosaico det Cocombro {CMV, Unico que ha sido detectado en fas Musaceas de América); el Banana Bunchy
Top Virus (BBTV) y el virus del mosaico del Abaca. (4)

- Esta limitada a un ndmero determinado de subcultivos, después de los cuales empiezan a aparecer plantas fuera de
tipo.

- Para implementar las. técnicas de micropropagécién, es hecesario contar con equipo, cristaleria e instalaciones

adecuadas. (5)

4.1.4.1 Fases de la micropropagacion

La micropropagacion es un proceso que puede dividirse en cuatro fases, las cuales son:
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-A. Fase I: Iniciacion o establecimiento

Es el primer paso en el cual se realiza la escogencia, la desinfeccién y el cultivo inicial del material que se quiere
propagar. La funcién de esta etapa es establecer un explante estéril, que ha sido escogido con base en caracteristicas

fisiolégicas como edad y su capacidad para sobrevivir el cultivo inicial y provocar la respuesta apropiada. (15,17)

Segun Lee (18), los tejidos jovenes (brotes terminales o axilares y flores inmaduras) se regeneran mejor que los

maduros, y en los tejidos de organos de almacenamiento es necesario considerar patrones de letargo estacional.

De acuerdo con Sandoval (29) esta fase tiene como objetivo acondicionar fisiolégicamente al explante a las nuevas
condiciones de crecimiento in vitro, para que éste tenga una respuesta adecuada, controlar la contaminacién y evitar
la oxidacién por polifenoles. Esta etapa tiene una duracién de aproximadamente cuatro a seis semanas, durante este
periodo el explante crece y forma una estructura foliosa pequefia de 1-1.5 cm de largo con dos o tres hojas. Adquiere

una coloracién verde, aumenta en didmetro en su parte basal y presenta dominancia apical.

B. Fase II: Multiplicacién

En esta etapa se pretende incrementar ei nimero de propagulos. Los ingredientes que se adicionan al medio de
cultivo en esta fase, estdn determinados por la clase de respuesta que se requiera, pues si lo que se necesita es la
formacion de brotes axilares se usaran citocininas (principalmente Bencilaminopurina) en altas concentraciones Yy
auxinas (acido indolacetico es el mas utilizado) en bajas concentraciones, y para la produccién de callo, se adicionara

auxina en mayores concentraciones. El medio mas utilizado en Musa, es el de Murashige y Skoog (1962), modificado

de acuerdo a las necesidades o propositos de la investigacién. (18,24)

Los explantes de la Fase I son cortados longitudinalmente en el centro y cada mitad se vuelve a sembrar en un nuevo

medio de multiplicacién.

i
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Segiin Arias (5) la multiplicacion se repite a intervalos regulares, que varian segun la especie; en Musa, son

recomendabies ocho subcultivos, ya que después podrian aparecer plantas fuera de tipo.

El tamafio de los recipientes de cultivo, depende del tipo de plantas que se produzcan y del espacio requerido para la
prolfiferacién; un recipiente cominmente utilizado y facii de conseguir, es el que se usa para fa comercializacidon de
alimentos infantiles, conocidos como frascos Gerber. También es necesario saber escoger entre un medio sélido y un
medio liquido, el primero proporciona un buen sostén y aireacidn, pero reduce el contacto del propagulo para la
absorcion de nutrientes, pero si se utiliza el segundo, es necesario mantenerio en constante agitacion para que haya

oxigenacion en el medio y el material no muera por asfixia; en Musa, el medio semisdlido es el mas utilizado. (15)
C. Fase ITL: Enraizamiento

El objetivo de esta fase es lograr que la vitroplanta desarrolle un sistema radicular y foliar funcional que le permita

adaptarse a las condiciones de manejo ex vitro. (24)
D. Fase IV: Aclimatacion

En esta etapa la plantita pasa de ser heterdtrofa a autdtrofa, esto implica que ésta inicie nuevas hojas después que ha
sido removida del medio, por lo que se necesita conservar el brote en estado de crecimiento activo, ya que de lo

contrario su establecimiento puede ser dificii, por fo que no son recomendables periodos de cultivo muy largos. (15)

También presentan susceptibilidad al ataque de organismos patdgenos y sensibilidad a la escasez de humedad, esto
es debido a que las hojas presentan un aspecto no glauco (lisas y brillantes) en comparacion con el aspecto glauco
(cerosas) de las hojas con cuticula, por le que son sensibles a la deshidratacién, aparte de gue sus estomas no

funcionan efectivamente, y se observan en baja densidad. (15,18)
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Por eso es recomendable aumentar la concentracion de agar en el medio, para mejorar la supervivencia de las plantas,

principalmente las herbéceas perennes (como el platanc), para mejorar la supervivencia después del trasplante al

disminuir la tasa de crecimiento y aumentar la resistencia. (15)

Si los brotes estan muy diferenciados y presentan de dos a tres hojas completamente desarrolladas, es recomendable

eliminar dicho follaje; ya que en el medio de enraizamiento la emisidn radicular se lleva a cabo y en 22 a 30 dias se

tiene una adecuada proporcion raiz-follaje. (29)

La aclimatacién de las plantas producidas por cultivos in vitro es una de las etapas méas importantes y delicadas de la

micropropagacion, ya que el propésito es obtener un porcentaje alto de sobrevivencia. (15)

La etapa de trasplante abarca la transferencia de la planta del medio aséptico al ambiente de vida natural en el
* invernadero y fuego a campo abierto. Por lo tanto deben volverse autétrofas, tener que desarrollar raices, brotes

funcionales y aumentar su resistencia a la desecacion y al ataque de patégenos. (15)

Durante las primeras tres a cuatro semanas después del trasplante es necesario mantener alta la humedad relativa
(del 50% al 100%) para evitar el desecarpiento y estimular [a formacidn de brotes y raices, pero se debe tener
cuidado al utilizar sistemas de microaspersion y nebulizacién, puesto que se puede incrementar el contenido de
humedad en el sustrato, lo cual podria propiciar niveles inconvenientes de CO, y O,, que a la vez podrian inhibir el

crecimiento. Es importante que el suelo esté esterilizado, que ofrezca buen drenaje y aireacion para que las raices se

desarrolien con rapidez. (15,29)

Sandoval (29), refiere que la primera hoja inicia su emergencia a los ocho dias después de haber realizado el

trasplante, el follaje desarrollado In vitro es transicional y se atrofia. El ritmo de emision foliar es aproximadamente de

una hoja por cada ocho dias.

TTTTH
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4.1.4.2 Problemas en la micropropagacién

Para Lee (18), en todas las fases de la micropropagacién pueden presentarse problemas de distintos tipos. Los mas

comunes son:
A. Contaminacion

La -contaminacién provoca cuanticsas pérdidas en la micropropagacion masiva ¥ hace ineficientes econdmicaments

algunos procesos. La contaminacion en cultivo de tejidos puede originarse de dos fuentes (18):

a. Por microorganismes que sen Hevades en la superficie o en los tejidos del expiante.

b. Por procedimientos defectuosos en el laboratorio, -
a. Contaminacién por microorganismos

Los contaminantes patdgenos pueden ser externos o internos. Los primeros, también llamados exdgenos, se
encuentran en todas partes, en el aire, en la superficie de las plantas, en el mobiliario ¥ en las manos, entre otros, Las
esporas de estos organismos se mueven en las corrientes de aire, sobre particulas de polvo. Los microorganismos
internos, sistémicos o enddgenos, son los que se encuentran en el interior del téjido del explante, ya sea en espacios

intercelulares o intracelulares. (15)

Dentro de los microorganismos que se describen como contaminantes del cultivo de tejidos, se incluyen virus,
bacterias, hongos, levaduras, &caros y trips. La contaminacidn por bacterias y hongos es considerada el problema mas
serio. Los acaros y los trips y algunas veces ias hormigas, no producen dafio directo al cultivo, pero pueden introducir

otros contaminantes como hongos, levaduras y bacterias. (18)

La contaminacion causada por hengos y bacterias en la mayorfa de los casos es visible, dado que hay un crecimiento

de los microorganismos sobre el explante o en los medios de cultivo, gue se observan en la base de los explantes
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-como un halo de color blanco o exudados amarillos con posterior necrosis. Es facil detectar este tipo de contaminacion
durante los primeros cuatro dias del cultivo, lo recomendable al detectaria es la eliminacion del material, puesto que su
control es dificil. Sin embargo, algunas bacterias no producen un crecimiento visible, pueden permanecer latentes y
empezar los sintomas luego de un prolongado tiempo en el medio de cultivo. Las bacterias que comt'mmenfe se

encuentran en instrumentos o medios de cultivo son los Aerococtss sp. y Baciflus sp. (18,29)

Para obtener buenos resultados en la micropropagacién, Sandoval (29) recomienda mantener controlada la

contaminacion en un rango del 10-20%.

Existen métodos de evaluacién sanitaria para determinar la contaminacion de microorganismos, principalmente
sistémicos o vasculares, en el explante inicial o en las plantas donadoras de éste, tales como la prueba de ELISA, y la

serologia de doble difusién, entre otros, que se utilizan en la deteccidn de virus y bacterias. (4)

También es factible combatir los microorganismos utilizando productos quimicos desinfectantes como el hipoclorito de
sodio, el hipoclorito de calcio o el alcohol o sustancias bioactivas como el PEG6000 (2-5(bromuro-2-furil)-1-bromo-1-
nitro-etano) un subproducto de la industria azucarera, que fue desarrollado en Cuba y esta siendo evaluado en varios

paises de América Latina. También es utilizada la termoterapia, es decir, esterilizacién a través de calor. (26)

b. Procesos defectuosos en el laboratorio

Si algin procedimiento es realizado defectuosamente es muy probable que incida en consecuencias negativas en el

cultivo de tejidos, tal es el caso de {18,24):

- Fallas en la esterilizacion del medio de cultivo e instrumentos de diseccidn.
- Fallas en fa desinfeccion superficial aplicada al material vegetal a trabajar.
- Falta de condiciones asépticas de la'cAmara donde se realizan los cortes e inoculacién del material vegetal.

- Fallas de refrigeracion y/o ventilacidn en el cuarto de crecimiento.

I
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- Dispersion de contaminantes por parte del hombre, tales como, micrococus y estafilococus, a los medios y/o

explantes.

- Errores cometides por el operario al momento de realizar el corte y la inoculacién del material.

B. Oxidacidén

La oxidacién de los cuitivos in vitro es causada por la liberacion de fenoles al medio de cultivo, que reaccionan con el
oxigeno del frasco y producen coloraciones rojas, amarilias y en casos avanzados café oscuro. Estos compuestos
fendlicos son exudados por fa herida del tejido dentro del medio, son atrapados por el agar y acurmulados formando un

4rea negra alrededor del explante, resultando en una inhibicién del crecimiento. (24)

Pocasangre (24) refiere que el café caracteristico de la oxidacién, lamado ennegrecimiento del trasplante, se debe a
que las enzimas moenofeloxidasa (tirasinada) y la polifenol oxidasa (catecoloxidasa) oxidan los fenoles dando como

resultado quinonas.

Lee (18) hace las siguientes propuestas para impedir el ennegrecimiento del género Musa:

- Pdlivinilpirrotidone (PVF).

- Modificando el potencial redox, a través de agentes reductores o con menor disponibilidad de oxigeno.

- Inactivando las enzimas fenolasas.

- & controf mas efeciivo, son fos subcultivos frecuentes y ia eliminacion de tejidos que se encuentran casi muertos y

por lo general se localizan en la base de los brotes.

Es posible también utilizar antioxidantes quimicos, pero no todos son efectivos, por ejemplo, el acido ascdrbico es
conveniente usarle por cortos periodos, porque muy rapidamente se vuelve un oxidante fuerte; o sumergir los

explantes en soluciones de Cisteina HCI, (22)
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Las principales fuentes de oxidacion son el tipo de material que se utilice, ya que indluso dentro de una misma especie
hay distintos grados de oxidacin, y otra, es una defectuosa desinfeccion superficial del material que es llevado al

laboratorio. (29)

C. Namero de subcultivos

Pata cada especie, la frecuencia y la susceptibilidad de producir plantas fuera de tipo es una consecuencia de la

reaccion del explante a cambios con el tiempo en el cultivo y/o el ndmero de subcultivos. (5)

Seglin Orozco (21) en la mayoria de las especies, después de que han sobrepasado el nimero de subcultivos
determinado para elias, se manifiesta el fendmeno de variacidn somaclonal, que puede ser temporal (epigenética) o
estable. Estas variaciones se manifiestan como mutaciones heredables a las progenies de las plantas regeneradas,
- estas plantas son fenotipicamente distintas a las progenitoras. Aunque el origen de la variacién somaclonal no esta
claro, se considera que el principal mecanismo que lo genera es un reordenamiento cromosdmico, aunque otras
razones podrian ser: un entrecruce somdtico, un intercambio de cromatidas hermanas, una alteracidn de los

nucledtidos o una perturbacién de la réplica del ADN por culpa de genes por mutaciones ocurridas en regiones no

codificadas.

Arias (5) refiere que en el caso del género Musa, otros factores que determinan la variacidn somaclonal son:

- La regeneracion de plantas a pértir de callo incrementa la variacién en comparacion con los apices meristematicos.

- Diferencias entre cultivares.

B - Namero de subcultivos. La frecuencia de variacion aumenta a medida que se incrementan los ciclos de
muitiplicacién del material propagado. Se ha determinado que no se deben realizar mas de ocho subcultivos.

- Si se utilizan concentraciones mayores de cinco miligramos por litro de Bencilaminopurina (BA) se corre el riesgo
de provocar la variacion.

- El estado fenoldgico de la planta donadora influye en la aparicién de variantes somacionales, por lo que se

recomienda que los explantes provengan de plantas sanas y vigorosas.

O
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Actualmente, la aplicacién de la variacion somaclonal es para incorporar nuevas caracteristicas deseables a una

variedad. En Taiwan, se seleccioné una variante somactonal del banano “Giat Cavndish” que demostrd resistencia a la

marchitez causada por Fusarium oxisporum raza 4. (35)

El pidtano presenta un porcentaje de mayor variacion somaclonal que el banano, algunas variaciones son (5, 29):

- Variacion en la altura de la planta {(enanismo y gigantismo)
- Anormalidades en tas inflorescencias vy frutos
- Variacion en la presentacion de hojas y pseudotallos

- Disposicion de hojas pédulas {caidas) o en forma de “roseta”.

Sin embargo, el tipo de variante mas comin es el enanismo que representa el 80% del total de la variacion.
D. Vitrificacion

La vitrificacion es un fendmeno fisioldgico que puede causar serios dafios en la fase de multiplicacién, consiste en el
aurmento det potencial hidrico de fas células que causa el enverdecimiento de ios tejidos vy los vueive quebradizos. Este
desorden, afecta la fotosintesis y el intercambio de gases por las hojas y mas tarde impide el establecimiento ex vitro

de plantas micropropagadas. (24)
4,1.4.3 Medios de cultivo utilizados en Musa

Ei éxito del cultivo in vitro de cualquier especie depende en gran medida de ia escogencia dei medio de cuitivo en el
- cual se slembre. Esto incluye la composicién quimica y fisica asi como el balance entre los nutrientes y los
reguladores del crecimiento. En general todo medio de cultivo debe contener los elementos esenciales para el
crecimiento y desarrollo de la planta, sin embargo, los medios nutritivos usados para cultivo de células, tgjidos y

Grganos necesitan de i‘equerimientos especificos. Fundamentalmente un medio de cultivo contiene (28):
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-A. Agua

Se debe prestar mucha atencién a la calidad det agua ya que ésta constituye el 95% del medio nutritivo, por lo que se

debe utilizar agua destilada. (28)
B. Nutrientes minerales

Lee {18) refiere que cualitativamente los nutrientes inorganicos de una planta en cultivo de tejidos son los mismos
requeridos por una planta normal, por lo que a los medios de cultivo se les aportan los mismo elementos (macro y
micronutrientes) que se consideran esenciales para el crecimiento de plantas enteras. Los macronutrientes
adicionados a los medios son requeridos en cantidades milimolares y son: nitrégeno (N), fdsforo {P), potasio (K), calcio
(Ca), magnesio (Mg) y azufre (S). Segin sean los propositos, un medio puede contener de 25 a 60 mM de estos
hutrientes. El amonio varia entre dos y 20 milimoles, concentraciones mayores de ocho milimoles pueden reducir el
crecimiento. El potasio es generalmente suplido como nitrato o cloruro. La concentracion éptima de fésforo (P),
magnesio (Mg), calcio (Ca) y azufre (S) bajo condiciones donde los otros requerimientos son satisfactorios para el
crecimiento celular varia de uno a tres milimoles. Los micronutrientes necesarios son requeridos en concentraciones
micromolares e incluyen: hierro (Fe), zinc (Zn), boro (Br), manganesc (Mn), molibdeno (Mb), cobre (Cu) y cobalto
(Co). El hierro (Fe) es suplido como quelato con EDTA (4cido etilendiamino-tetra-acético). Las células de las plantas

toleran altas concentraciones de cloruro y sodio, y estos no tienen un efecto aparente en la tasa de crecimiento.

C. Vitaminas

La mayor parte de las plantas son capaces de sintetizar vitaminas .i vitro, es probable que en forma general solo sea
necesario incorporar al medio la Tiamina; aunque, generalmente se adicionan la Piridoxina-HCl y el acido nicotinico. El
myo-~inositol, que es un carbohidrato, es considerado como vitamina porque no puede ser utilizade como una sola
fuente de carb6n energético y es agregado al medio para estimular el crecimiento. E! inositol no es esencial, pero la

adicion de 100 mg por litro mejora el crecimiento celular. (18,28)

enkd
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D. Azdcares

" Son componentes muy importantes en cualquier medio nutritivo y son esenciales para el crecimiento y desarrollo jn

vitro, ya que el primero tiene lugar en condiciones poco apropiadas para la fotosintesis o incluso en la oscuridad. Los

tejidos verdes no son suficientemente autotréficos in vitrg, y requieren de una fuente de carbuhidratos para obtener la
energia necesaria para su crecimiento y desarrollo. Los az(dcares estan involucrados en los procesos de diferenciacidn
celular favoreciendo la formacion de elementos vasculares y la clorofila en las plantas. Generalmente, se usa una
concentracion de 1-5% de sacarosa, ya que este azicar se sintetiza y se transporta de forma naturai por las plantas.

(18)
También se puede utilizar glucosa y fructosa, que son monosacaridos, como sustitutos de fa sacarosa. (28)

E. Nitrégeno organico

Una fuente comin de nitrégeno orgénico incluye aminodcidos, como la L-tirosina, que, aunque no es necesaria,

beneficia la sintesis de proteina. La adicién de Sulfato de Adenina al medio, ayuda a la morfogénesis. (18)

F. Agar

El agar es un polisacarido de elevada masa molecular, que tiene capacidad para gelificar ios medios, y puede retener
el agua, pero si su concentracion es muy alta puede afectar en forma negativa el crecimiento y desarrollo de la planta,

por lo que es recomendable usar la cantidad necesaria. (28)

El uso del Phytagel como agente gelificante permite detectar tempranamente los microorganismos o agentes

contaminantes gracias a su aspecto transparente. (28)
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El pH influye de manera determinante en los medios de cultivo, ya que un pH menor de 4.5 0 mayor que siete, frena
el crecimiento y desarrollo in vitro. Si el pH es demasiado bajo, pueden presentarse las siguientes complicaciones:
- laauxina AIA (acido indolacetico) y el acido giberélico {(AG) se hacen menos estables.

- El agar pierde rigidez.

- Algunas sales (fosfato y hierro) pueden precipitarse,

- Seretarda la absorcion de iones amonio. (28)
4.1.4.4 Reguladores del crecimiento

- Algunos quimicos se encuentran naturalmente en los tejidos de las plantas, y tienen una funcién reguladora, ademas
de nutricional, en el crecimiento y desarrollo de la planta; estos compuestos que son generalmente activos en
concentraciones muy bajas son conocidos como_sustancias de crecimiento de las plantas (u hormonas de las plantas).
Los quimicos sintéticos con actividades fisiolégicas similares a las sustancias de crecimiento de las plantas o
compuestos que tienen la habilidad de modificar el crecimiento de las plantas por otros medios, son usualmente
definidos como sustancias reguladoras del crecimiento de las plantas. Algunas de las sustancias de crecimiento

naturales son preparados sintéticamente a través de procesos de fermentacién. (36)

Para Hartman (15) las auxinas y citocininas son, por mucho, las mas importantes para regular el crecimiento y la
morfogénesis en el tejido de las plantas y en el cultivo de dérganos, para ellas, reguladores sintéticos han sido
descubiertos con una actividad bioldgica que iguala o excede la de las sustancias de crecimiento equivalentes. No hay

alternativas quimicas para las giberelinas naturales, las cuales son extraidas de hongos cultivados y se utilizan como

reguladores exdgenos.

U
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Los efectos de los reguladores del crecimiento, no son absolutos y especificos. Las respuestas de las células, de los

tejidos y organos in vitro pueden variar de acuerdo con las condiciones del cultivo, el tipo de explante y el genotipo de

“la planta. {36)

Frecuentemente, una combinacion de dos o mas compuestos de diferentes clases es necesaria, ya sea aplicados de
forma simultdnea o secuencial, y hay generalmente un periode de retraso antes de que el efecto del tratamiento sea

evidente. (13)

Para Bidwell {8), las hormonas son por definicion, compuestes organicos sintetizados por las plantas superiores, gue
influyen sobre el crecimiento y desarrollo, que actGan generalmente en areas diferentes a donde son producidas y se

encuentran presentes y activas en muy pequeiias cantidades.

También se han desarrollado otro tipo de hormonas sintéticas que pueden tener un efecto semejante a las naturales.
Al conjunto de estos productos sintéticos, junto con fas hormonas naturales se les denominan reguladores del
crecimiento. A continuacion se describen los principales tipos de reguladeres del crecimiente que son de utilidad en !

cultivo de tejidos en platano (Musa balbisiana Colla). (36)

A. Auxinas

Las auxinas son sustancias que participan en la elongacion y division celular, Las concentraciones recomendadas son

de 8.1 a 10 mg/l. Dentro de las auxinas mas utilizadas en la micropropagacién de Musdceas son, el acido idolacético

(AIA), el &cido indolbutirico (AIB), el acido naftalenacético {ANA) v el 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D), utilizadas

principalmente en la fase de regeneracion para estimular la formacion de raices. (24)

Por lo general, en la preparacidn de un medio de cultivo se utiliza solamente un tipo de auxina, sin embargo, en
algunos casos se utilizan combinaciones. El uso excesivo de auxinas puede provocar la llamada habituacién de los

tejidos In vitro y ya no se estimula el crecimiento de las plantas a tas aplicaciones exdgenas de éstas. (18)
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La funcién bioldgica de las auxinas se orienta a la expansion de las células del tallo y coledptilos, también cumplen
funciones de divisién celular y fomentan ei desarrolio de callos. Aumentan la flexibilidad de las paredes, disminuyen la
presion de ésta alrededor de la célula, y la presion de turgencia causada por las fuerzas osmaticas en la savia vacuolar

hace que el agua entre a las células, provocando su expansion, (36)

Se sintetizan caracteristicamente en el dpice de tallo (en el meristema terminal o cerca de €l) y en tejidos jévenes (p.e.

hoias jovenes) y se mueven principalmente hacia abajo del tallo. (13)

Las méximas concentraciones de auxina se encuentran en los apices en crecimiento, es decir, en la punta del
coledptilo, yemas y en los apices en crecimiento de las hojas y las raices, sin embargo, se encuentran también auxinas
ampliamente distribuidas por toda la planta, sin duda alguna procedentes de las regiones meristematicas. La
concentracion de auxina desciende a medida que pasamos desde el apice a la base del coledptilo, de modo que el
- contenido maximo se localiza en el apice v el minimo en la base. Continuando desde la base del coledptilo en
direccidn al 4pice de la raiz, encontramos un leve aumento del contenido en auxina, hasta llegar al punto maximo
correspondiente al apice de la raiz. Sin embargo, la concentracion de auxina que se encuentra en este punto no llega

a ser en ninglin momento comparable a la que se encuentra en el apice del coledptilo. (13)

El transporte de la auxina es polar, basipeta, es decir desde el pice hasta la base. Solamente un tercio del transporte

es acrépeta, o sea, de la base al dpice. (8)

B. Citocininas

Las citocininas producen solamente efectos menores cuando se aplican a plantas intactas, pero se ha notado que
estimulan la sintesis protéica. Es por esta razén, que ellas pueden promover la maduracién de cloroplastos y retrasar
la senescencia de hojas sueltas. La aplicacion de citocininas en una sola parte de la planta, por ejemplo una hoja,
causa que el organo tratado se vuelva un sitio activo de aminoécidos, los que luego emigran al organo desde
ubicaciones que estan alrededor del mismo. El efecto de citocininas, es mas notable en los cultivos de tejidos, en

donde frecuentemente se usan con las auxinas para estimular la divisién celular y controlar la morfogénesis. Si se
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agregan al medio de cultivo de brotes, éstos compuestos vencen la dominancia apical y liberan los brotes laterales de

fa dormancia. (24)

Las citocininas naturales como la zeatina y el 2ip también son usadas en la investigacién, aunque no se emplean
rutinariamente en los faboratorios comerciales por su costo. Afortunadamente, varios quimicos andlogos de las
citocininas naturales, aparte de la cinetina, se ha preparado, y se ha probado que son altamente activos como las

citocininas, y son principalmente sustitutos de los derivados de las adeninas, (18) -
Las citocininas sintéticas utilizadas cominmente en la micropropagacién son (18):

- Cinetina S-furfurilaminopurina

- BA 6-bencilaminopurina.

La forma de accitn de las citecininas en las plantas es inclerta. Se ha encontrado que algunas estan présentes en las
moléculas que transfieren ARN, pero ain no esta claro si la incorporacién de t-ARN es necesaria antes que los efectos
tipicos de la citocinina sean aparentes. En algunas circunstancias, se ha demostrado que las citocininas activan la

sintesis de ARN y estimulan fa sintesis prateica y fa actividad de fas enzimas. (13)

Las citocininas parecen estar implicadas en el metabolismo del azicar. Se ha reportado tanto las disminuciones como

los aumentos en fa actividad especifica de fas enzimas de fas rutas de pentosa y fosfato glicoliticos y oxidativos. {8)

En cultivo de tejidos, las citocininas parecen ser necesarias para la division celular, en su ausencia la metafase, pero
o fa profase de {a mifosis, es considerablemente proiongada. También son utilizadas para el incremento de brotes
axilares y la reduccion de ..Ia dominancia apical. El éxito en el tratamiento, induce e} crecimiento de muchos ¥
pequefios brotes de cada explante, después de cuatro a seis semanas. La formacién de brotes adventicios, ya sea
directamente del expiante o indirectamente a través de fa formacion de callo, es regulado por ia interaccién entre

auxinas y citocininas, (18)
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Segdn Pocasangre (24), altas concentraciones de citocininas (0.5-10 mg/l) generalmente inhiben o retrasan la
formacion de raices y también previene el crecimiento de éstas y promueve el efecto de las auxinas en la iniciacion de
raices. Por ésta razén, [as citocininas son usualmente omitidas en la Fase III (Regeneracion) de la mi;ropropagacién.
Ovalle (22), al utilizar seis miligramos por litro de BA (Bencilaminopurina) en micropropagacion de platano, observd la
muerte de los explantes por una intoxicacién por exceso de hormona. Esta intoxicacion se puede dar, porque las
citocininas, acelaran la sintesis de ADN, es dedir, al aplicar una dosis demasiado alta, hay una desmesurada
aceleracion de su metabolismo por lo que la célula ya no es capaz de sintetizarla. Por otro lado, las citocininas
desactivan ciertas enzimas tales como la ARNasa, Peptidasa y ADNasa, que combinado con una aceleracién en la

sintesis del ADN, la cual necesita las enzimas para realizar esta sintesis, provoca la muerte de las células gue ya no

pueden realizar sus funciones adecuadamente. (24)

Las citocininas son producidas continuamente en las raices, se sintetizan principaimente en los apices radiculares; y
* son transportadas por el xilema al tallo y resto de la planta, aunque también se conducen a través de! floema, y este

transporte puede ser tanto de drgano a érgano como de raiz a tallo o viceversa, cabe la posibilidad de un recidado o

circulacién de citocininas. (8)
4,1.5 Cuitivo de apices meristematicos

Para Sandoval (29), el meristema es un tejido compuesto por células que se dividen rapidamente (céiulas
meristematicas) y constituye un punto activo de crecimiento de la yema vegetal. Para la propagacion de cultivo de

platano, el meristema es ideal como material inicial ya que tiene dos caracteristicas favorables {24, 29):

- El meristema aislado se desarrolla en el medio. de cultivo de una manera genéticamente estable. Este no es el
caso, por ejemplo, de los cultivos de callos, que son desorganizados y presentan importantes variaciones
genéticas.

- El aislamiento de meristemas reduce el nivel de infeccién vir6tica en el tejido y, bajo condiciones apropiadas,

puede ser utilizado para una erradicacion completa de patdgenos.

DT
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La ciipula de la yema apical contiene las células verdaderamente meristematicas y estd rodeada por primordios foliares
— y hojas primarias. Como los tejidos vasculares mds diferenciados se encuentran alejados del meristema, ios elementos
" vasculares de los primordios foliares todavia no han estado en contacto con la parte principal de! sistema vascular del
tallo. De ahi, que las particulas de virus, que puedan estar presentes en el sistema vascular, llegan a fa regidn
meristematica del apice solamente mediante un movimiento de céiula. Ei aistamiento bajo condiciones asépticas del
apice meristeratico, y su cultivo en un medio aséptico adecuado, conduce el desarrollo de plantulas. Este desarrolle,
en general, sigue un modelo similar al de la planta entera: las células del meristema se dividen y la diferenciacién de

| fos tejidos continda. La nutricidn de fa parte disectada de fa planta es supiida por un medio artificial. (29)

Sandoval (29) reporta que “desde el punto de vista botanico este explante debe considerarse como apice ¥ ho como
meristema, lo cual implicaria reatizar fa diseccién de explantes muy pequefios, los que debido a su tamafio presentan
mas éxigencias nutricionales y a la vez mostrarian poca capacidad de regeneracion, antes de ser transferidos al medio
de iniciacidn. En este procedimiento se separa co;"no explante la parte de la punta del tallo, que serd el domo

meristemético y unas cuantas hojas subtendientes, visibles solamente con microscopic”,

Este explante es sembrado en un medio de cultivo con cantidades adecuadas de reguladores de! crecimiento, y

mantenido en condiciones ambientales controladas, que de acuerdo con Leon (17) son:

“ . Fotoperiodo: 16 horas de luz y ocho de oscuridad
- Intensidad juminica: 1000 Lux
- Temperatura; 26-28 grades centigrados

- Humedad Relativa: 60-70%"

Este explante producird determinado nlmero de brotes que luego se transformarén en plantas. Pero si el meristema

es decapitado, se rompe la dominancia apical y se induce a la formacién de un nimero mayor de brotes,

incrementando la eficiencia de la propagacion. (17)
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4,1.5,1 Bases fisioldgicas del cultivo de apices meristematicos

. - K
A continuacion se describen algunos aspectos relacionados con [a anatomia v fisiologia de los apices meristematicos.

A. Tejido meristematico de crecimiento

Para Stevenson (32) el tejido meristematico interviene sobre todo en la produccién de nuevas células y se caracteriza
por su inmadurez persistente. Pequeiias masas de tejido meristematico estan situadas cerca de los apices de las
raices y en las yemas de los vastagos. Debido a la posicidn terminal ocupada por estos tejidos juveniles se les designa
como meristemas apicales. La actividad de los meristemas apicales es la que produce en gran parte el aumento
longitudinal de las raices y los retofios. La planta puede considerarse como un eje dividido en la raiz y el tallo al que

se unen las hojas como apéndices. El crecimiento del eje de la planta se efectda en los apices o puntas de tallo y raiz.

Bidwell (8) refiere que los principales meristemas son puntas de tallos, raices y todos los érganos rameales en
crecimiento, y éste es continuo durante toda la vida de la planta 6 sus drganos. El meristema apical es una estructura

muy pequefia, en general de no mas de un milimetro de diametro,

Los meristemas apicales producen los tejidos originales o primarios en raices, tallos y hojas, y se denominan tejidos
primarios. El incremento en el didmetro del eje se debe al depésito de tejidos adicionales del meristema lateral,

formados sobre los tejidos primarios. Por lo tanto, los tejidos formados de meristemas laterales se designan con

tejidos secundarios.
B. Crecimiento apical

El crecimiento apical se desarrolla de la siguiente forma: la punta del tallo casi siempre estd ocupada por un meristema
apical, protegido por hojas jovenes en desarrollo que se extienden de abajo hacla arriba y lo rodean. A medida que
éstas hojas se expanden y se alejan del tallo conforme maduran, el meristema apical progresivamente forma nuevas

hojas jovenes y éstas a su vez, protegen el punto de crecimiento antes de madurar. El crecimiento en longitud es

TN
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consecuencia de las divisiones de las células que se efectlian en y cerca del meristema apical, seguidas del crecimiento
de aquelias que no permanecen meristematicas. Las hojas se originan del meristema apical de un talio, apareciendo
brimero come meres abultamientos (el primordie fbliar) sobre el meristema apical, un poco debaje de la punta. Las
yemas axilares también se forman del meristema apical, por lo general, después de la formacién de los primordios
encerrados en ellas. Algunas veces el origen de las yemas axilares se retarda tanto que se desarrollan esencialmente

de tejidos maduros primarics de! talle justo arriba de la hoja. (8,12)

En po‘teﬁcia, cada yema axilar constituye la yema'termlna'l de un nuevo brote rameal. A veces la yema continda su
crecimiento sin interrupcion, desarrcllandose de inmediato para formar una rama con hojas u obio tipo de Brote
- modificado (como una flor). Con mayor frecuencia, la yema se vuelve latente después de haberse desarroflado hasta
una longitud que por o comiin no llega a un centimetro. Asi puede quedar en estado de latencia de modo
prermanente, o tarde o temprano reaéu-mir su crecimiento dependiendo de la especie y las condiciones ambientales. Ef
nimero de ramas axitares de una planta muy raramente presenta algo mas que una fraccién del niimero total de

yemas axilares. (32)

C. Dominancia apical '

De acuerdo al patrén de crecimiento, la punta del tallo que tiene hojas jovenes, inhibe tanto el brote de yemas

laterales del tallo, por debajo del &pice, como el crecimiento subsiguiente de las ramas laterales, este fenémeno se

conoce con el nombre de dominancia apical. (8)

Stevenson (32) refiere que mientras la yema terminal estd presente, las yemas laterales suelen desarroliarse
lentamente o permanecen latentes. Una planta con fuerte dominancia apical tiene pocas ramificaciones o ninguna,

como el girasol; la dominancia apical débil da por resuftado un aspecto frondoso, con numerosas ramas laterales,

como sucede con las plantas de tomate.

Segun Deviin (13) en este fendmeno fisioldgico, interactiian dos hormonas vegetales: las auxinas y las citocininas. La

dominancia apical es causada por la auxina que se difunde a partir de la yema apical e inhibe el trecimiento de fas
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‘tamas laterales. La influencia de la yema apical sobre el crecimiento de las yemas laterales es facil de demostrar con la
simple separacion de ésta de la planta, En ausencia de la yema apical empieza el crecimiento activo de la yema
lateral. Sin embargo, un corto tiempo después la yema lateral mas proxima a la yema apical impondra su dominancia
sobre el resto de iés yemas, logrando que continden inactivas. Si el pice es suprimido, las yemas laterales quedan

liberadas, pero si al apice o tallo decapitado se le aplica auxina se restablece la dominancia apical,

El aumento de citocininas libera a las yemas laterales de la dominancia apical, alin con la presencia de auxinas, esto se

ha comprobado, aplicando directamente citocininas a la yema lateral que inicia su crecimiento. (8)

D. Division celular

Stanfield (31) refiere “que todas las células somaticas de un organismo muiticelular son descendientes de una célula
precursora, la cigota, por medio de un proceso de divisién denominado mitosis; la funcidn de ésta consiste en distribuir
el material genético de la célula madre, en conjuntos idénticos para cada una de las células hijas. La divisidn mitdtica
consta de cuatro étapas: profase, metafase, anafase y telofase. La interfase es el periodo que transcurre entre dos
divisiones celulares sucesivas. Cuando la célu!é ya se encuentra en etapa de mitosis, cada molécula de ADN ya ha
replicado el material genético; es decir, ha formado una copia exacta de si misma. Este proceso de copiado produce
un cromosoma con dos filamentos muy largos en forma de grénulos de cromatina. En la profase los cromosomas se
enrollan, acortan y engrosan, debido a la ad_icién progresiva a su masa de una matriz protéica; al final de esta fase se
pueden observar las dos cromatides idénticas. Los centriolos emigran hacia los extremos opuestos de la célula y
establecen los polos mitéticos,. a partir de los cuales se organizan fibras del huso acromatico que se extiende hacia las
centromeras. La membrana nuclear comienza a degenerar v en [a etapa de metafase se desintegra completamente.
Los centrémeros se dirigen al centro de la célula, hasta una posicion lamada plano ecuatorial o placa de metafase, y
se organizan totalmente las fibras del huso, recibiendo el nombre de huso acromatico. La anafase comienza cuando el
centrdmero se separa en dos, lo que permite que cada cromatide hermana se aleje hacia el polo opuesto de la otra
conducida por su respectiva centrémera. En esta etapa, ya se puede designar arbitrariamente a las cromatides
hermanas separadas como nuevos cromosomas. Los brazos de cada cromosoma son arrastrados, lo que les da formas

caracteristicas dependiendo de la 1ocalizaci6_n de la centrémera. Los cromosomas metacéntricos adoptan forma de V,
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los submetacéntricos la de ) y los telocéntricos la de varilla. En la felofase, se concentra un grupo idéntico de
cromosomas en cada polo de la célula. Los cromosoﬁas empiezan a desarrollarse y vuelven a un estado de inferfase.
Bl huso se integra vy se forma una nueva membrana nuclear, dividiéndose el citoplasma en un proceso denominado
citocinesis. La citocinesis, en la mayor parte de las plantas, i_h_plica la construccion de una pared celular, dando por
terminado este proceso celular.  Dependiendo del lugar o plano de citocinesis por donde la célula fue comprimida,
De esta manera, aungue que no es segura una distribucion equitativa de los componentes citoplasmaticos a las células
hijas, normaimente estas contienen exactamente el mismo tipo de cromosomas, y posee, exactamente la misma

constitucion genética”.
E. Estudio histomorfoldgico de la proliferacion de brotes

Este estudio fue realizade por Vuylsteke et al (35) al en el Instituto Internacional de Agricultura Tropical, en la
localidad de Onne, Port Harcourt en Nigeria. A -continuacién se describe por menores de estudios morfoldgicos e

histolégicos de la proliferacién in_ vitro de brotes de yemas iniciados a partir de la excision de un meristemo apical en

Musa.
a. Proliferacion de yemas

“Con los explantes inoculados en un medio de proliferacion de brotes ocurre la supresion de la elongacion, y miltiples
yemas son .producidas. Considerables diferencias son notadas entre cultivares en una proporcién que puede estar
unida a la configuracidon del genoma de fos respectivos cultivares, como poseer dos genomas BB, que indujeron una
gran proliferacion, Una clara diferencia fue también observada entre triploides AAA y los cultivares con uno o dos
genomas B, en el tipo de proliferacion del crecimiento. En lo anterior, la proliferacidn de yemas ocurre por la
formacion de dos a seis pequeiios brotes, alrededor de cuatro a seis semanas de un solo explante de meristena.
Estos se elongan y forman hojas adicionales. En comparacion, la proliferacién en cultivares ABB o AAB implica la
aparicion de un grupo de numerosos brotes blancos y carnosos, estructuras de dos a cinco milimetros de diametro,

ocasionalmente envueltas por un primordio foliar verde. Estas pequefias estructuras soportan alrededor de 2-10
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-diminutos meristemas dispersados sobre su superficie. La proliferacién de brotes puede ser mantenida por subdivision

y transferencia de las yemas a un medio fresco de proliferacion cada siete u ocho semanas”.

b. Origeh y desarrollo de los brotes

£l tejido es fijado en FAA (formaldehido: &cido acético glacial etanol 5:5:90) por dos horas, deshidratado directamente
en series de ethanol-tertiary-butanol y envueltos en parafilm encerado. Secciones de aproximadamente ocho

milimicras de espesor son cortadas con microtomo, y fijadas en portachbjetos y tefiidas con safranina-rapida verde.
El proceso puede ser dividido en dos fases; la primera de inoculacion y la segunda después de subcultivar,

i. Primera fase

Vuyisteke (35) observd que “después de cuatro semanas de que el meristema ha estado en el medic de proliferacién,
una serie de bultos cdnicos de hojas se ha formado, pero no extendido. Removiendo Ia hoja mas exterior se expone el
tejido mas oculto, en el que se hacen visiblés un nimero de meristemas muy pequefio. Estos son arreglados en forma
semicircular al primordio foliar circundante. Cada uno de los nuevos meristemas formados, los cuales estan unidos a
la base extendida del primordio foliar central, pueden ser separados con éxito e inducidos a proliferarse. Removiendo
el segundo primordio foliar se manifiestan mé&s meristemas extremadamente pequefios, originados de un cojin
meristematico blanco, el cual se formd por la rdpida expansion de la hoja basal situada mas adentro. En algunos
explantes, una tercera zona de formacion de brotes meristematicos puede ser hallada entre el Gltimo primordio foliar,
Sin embargo, estos brotes d-isminuyen marcadainente en nimero y tamafio. En algunos explantes, el desarrollo de un
patron diferente fue observado. Una sola estructura parecida a un butbo blanco de. tres a seis milimetros de tamaiio,
se forma deliberadamente en el primordio foliar mas alejado. Esta estructura bulbosa soporta un ndmero de pequefios
meristemas, distribuidos sobre su superficie. En esta etapa tardia, estas protuberancias a menudo traspasan

directamente la cubierta del primordio foliar”. (35) s

1T
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il. Segunda fase

"En esta fase Vuylsteke (35) afirma que “poco después del subcultivo, las células superficiales de cada domo
meristematico empiezan a dividirse muy rapido en una direccién anticlinal, resultando en la formacién de un domo

apical ancho y plano. Las células de esta regidn son pequefias y compactas, lienas de citoplasma, que tiene un nicleo

largo con nucleolos conspiscuoes”.

“En comparacién, muchas de las células que estan ba‘\jo la zona de diferenciacion, no tomaran parte en el proceso de
proliferacidn mertistematica. Esta segunda zona, puede ser -responsablé del proceso de ennegrecimiento del tejido, €
primordio foliar envuelve al meristema apical durante el tiempo del subcuitivo, también empieza a expandirse
radialmente por rapidas divisiones anticlinales y eventuaimente toman una figura irregular, Esta elongacion es
completamente inhibida. Un clare arreglo en espiral podria ser igualmente detectadc en esta etapa. La forma
filotaxica es mas bien compleja, a pesar de que el punto de insercidon de la hoja es una espiral arreglada alrededor del

eje”. (35)
La proxima etapa en la secuencia de la proliferacion de brotes es la aparicion de crestas y Idbulos de células

meristematicas compactas en la superficie de la zona meristematica, dandole una apariencia ondulatoria, tal como se

observa en la figura 2; finalmente se localiza el primordio foliar limpio de protuberancias en los lados de cada nuevo

brote formado.
4.2 Marco Referencial

4.2.1 Propagacion en Musaceas

Ledn (19) refiere que la propagacion tradicional del platano es por la via asexual ¢ vegetativa, ya que son estériles y

no producen semillas., Los materiales que se utilizan en la propagacion de Musdceas son:

- cormos de plantas maduras que ya han fructificade



39

CULTIVO DE MERISTEMOS EN MUSA
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- cormos de plantas sin fructificar
- material de hijo de espada
‘- material de hijo de agua

- material de hijos recortados.

Bl problema que -pfesentan -estos materiales de propagacion es que pueden diseminar plagas y enfermedades al estar
infestado el material inicial o la planta madre. También debilita el anclaje de ésta ultima, por lo que no es

recomendable arrancar mas de uno por unidad reproductora.

4.2.2 Micropropagacion en Musaceas

Existen varias técnicas de micropropagacién que se utilizan en Musa: suspensiones celulares, embriogénesis somética,
el sistema de inmersién temporal (RITAS), entre otros, y en los que son utilizados explantes provenientes de porciones

de hojas, rizomas, de flores masculinas y femeninas inmaduras, embriones inmaduros y apices meristematicos.

A continuacion se hace referencia a algunos de los muchos estudios realizados en Musa, principalmente los

relacionados con Ia propagacion utilizando apices meristematicos:

- En 1993, Acuiia (1) en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos de CORBANA (Corporacion Bananera Nacional) en la
Rita de Pococi, Costa Rica, micropropagd banano “Grande Naine”, a partir de apices vegetativos. Para el efecto,
selecciond hijos de 20-40 cm de altura de plantas con buen racimo. Lavo fos cormos con agua y jabon, y ios
reduje a un tamafie de cinco por dos centimetros; ya en el laboratorio fueron sometidos a una serie descendente
dé soluciones desinfectantes con hipoclorito de calcio al 5.25%. Finalmente el apice se redujo a un centimefro
ctibico {0.5 de cormo y 0.5 de vastago) y fueron inoculados en un medio Murashige y Skoog (MS) suplementado
con seis miligramos por litro de BA (Bencilaminoputina), bajo luz fluorescente (10 wats por metro cuadrado) con

~ un fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad.
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En Costa de Marfil, Africa, Mateille et al (22) realizaron la micropropagacion del cultivar de banano “Poyo”,
utilizando brotes apicales y laterales, los que fueron estimulados por una alta concentracién de BA, (siete
miligramos por litro), en ausencia de auxinas. Luego estos brotes fueron transferidos a un medio de regeneracidn.
Para la elongacién de tallos y enraizamiento se utiliz6 un medio sin reguladores de crecimiento y 10 g\l de

sacarosa. El enraizamiento fue mejor cuando el fondo de los tubos que contenia el medio se mantuvo en

oscuridad.

Aziz (7) trabajando en Malasia, con los cultivares de banano “Mas” y “Berangan” y utilizando apices
meristematicos, como explantes, procedié a sembrarios en un medio MS modificado con distintos niveles de BA,
que iban desde cero hasta nueve miligramos por litro. El cultivo "Berangan” dio brotes a los 14 dias después de
haber sido colocado en el medio. Los niveles entre siete y nueve miligramos por litro retardaron el crecimiento por
10 dias en el cultivar “Mas"”. Las ddsis dptimas para cada subcultivo estan en el rango de tres a siete miligramos

por litro de BA. la adicion de un miligramo por litro de AIB mas 0.025% de carbdn activado, caus6 un buen

enraizamiento.

En Brasll, Alves (3) utilizd explantes de cinco milimetros clbicos provenientes de yemas laterales de banano
“Prata” (AAB) fueron establecidos con 28 dias de incubacion en un medio MS suplementado con cinco miligrambs
por litro de BA. Posteriormente fuercn trasladados a un nuevo medio de multiplicacién con distintos niveles de BA:
2.5, 5.0 y 7.5 mg\l. Fueron obtenidos de dos a cuatro brotes por cada explante utilizando 2.5 mg\| de BA. Los
brotes fueron inducidos a enraizamiento con la mitad de la concentracidn de sales minerales del medio MS,

~ complementado con 0.1,1.0 y 5.0 mg\l de AIB y 0.25% de carbon activado. Los enraizamientos ocurrieron

después de siete dias con cinco miligramos por litro de AIB.

En los laboratorios de Cuitivo de Tejidos de CORBANA, en Costa Rica, Acuiia et al implementaron un ensayo con
el objetivo de determinar el uso de bajas concentraciones de BA en la micropropagacién de platano (Musa
balbisiana c.v. Currare). Utilizaron hijos de 30-50 cm de altura. Durante las tres etapas de cultivo in vitro, los
explantes fueron incubados a una temperatura de 27-28 grados centigrados con un fotdperu’odo de 16 horas luz.

En la etapa de iniciacién se evalud la oxidacion causada por fenoles y el incremento en peso por miligramo de

T
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tejido sembrado. Cuando los explantes fueron transféridos de la etapa de iniciacion a la de multiplicacidn, estos se
colocaron en un medio con el doble de concentracion de BA. Los explantes que alcanzaron mayor ganancia fueron
los tratados con un miligramo por litro de BA (19.27 mg), en contraste con estos resuitados, el peso ganado con el
tratamiento cero miligramos por litro de BA fué menor del 50% del peso ganado por los tratamientos con BA (6.11

mg). Estos resultados confirman el papel de las citocininas en la mitdsis. (1)

Lameira et al (16) en Brasil, desarrollaron una investigacion para determinar el efecto del tamafio del explante en

la micropropagacion in vitro de Musa acumipata c.v. “Prata” y “Nanicao”. Estos experimentos con tamafios de 0.5,

1.0 y 1.5 cm cibicos fueron cultivados en un medio basico MS, adicionado con cinco miligramos por iitro de BA, 25
mg\| de acido ascorbico y 10% de agua de coco, solidificado con agar al 0.7%. Los explantes de 0.5 cm clbicos

reprodujeron una media de tres brotes que median un cm de largo, a las siete semanas de incubacion.

Los investigadores del FHIA (Fondo Hondureﬁ.o de Investigacidn Agricola), en San Pedro Sula, Honduras, utilizan
apices meristematicos en la micropropagacion de Musdceas, seleccionando hijuelos de 20 a 40 centimetro de
altura. Estos fueron reducidos a un tamaiio de cinco cm, luego es extraido el dpice con un tamarfio de 0.5 ¢m y
sembrado en un medio de iniciacion MS, para luego trasladarlo a uno de multiplicacién (MS) con tres a cinco
miligramos por litro de BA. La tasa de muitiplicacion en platano es de dos a cuatro brotes por explante,
Posteriormente, cada brote es transferido a un medio MS de enraizamiento con un miligramo por fitro de la auxina

(AIA). (24)

En el Instituto Taiwanes de Investigacion de! Banano {(17), en provincia de Ping Tung, en Taiwan, los doctores Sin-
Wan Lee y Shin-Chuan Hwang, en 1983, introdujeron la innovacion de decapitar el meristema apical, para
estimular el crecimiento de un mayor nimero de brotes. Los nuevos brotes que resultaron del explante fueron
decapitados repetidamente para incrementar a cantidad de brotes. El resultado del alargamiento y enraizamiento
de los brotes adventicios fueron las plantulas, que después de un pericdo de acli-mat@cién de dos a tres meses en

un vivero protegido, fueron suministradas a los productores. Las plantas propagadas in vitro, demostraron una

tasa de sobrevivencia més alta, un crecimiento vigoroso y uniforme al compararlas con los retofios. La ocurrencia

de plantas anormales fue de dos a 2.5%. Los cultivares propagados fueron ei “Pei Chiao® (Giant Cavendish), "Tai
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Chiao No.1” (resistente a Fusariosis) y el "Cavendish B.F.” (un cultivar semienano). El medio utilizado en la etapa
de multiplicacion fue un Murashige and Skoog modificado con cinco miligramos por litro de BA, con dos miligramos
por litro de AIA, 160 mg\l de sulfato de adenina y 100 mg\l de L-tirosina. Para la etapa de regeneracion

solamente los reguladores BA e AIA fueron reducidos a la mitad.

- Los investigadores Chen y Lin (35) obtuvieron plantas de banano “Giant Cavendish”, originadas de brotes
adventicios, utilizando el mismo medio descrito por Lee y Hwang, solo que cambiaron [a citocinina, ya que en
lugar de BA utilizaron dos miligramos por litro de cinetina. Alrededor de cinco a 10 brotes proliferaron por cada

explante, después de seis a ocho semanas de incubacion a 25 grados centigrados.

- Ramirez (25) investigadora del ICTA (Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola), en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Végetales en Quetzaltenango, micropropagé apices meristematicos de dos cultivares de platano, e “FHIA-
21"y el “Criollo”. Para el efecto, utilizé el medio de iniciacién MS con un miligramo por litro de BA, mas 600 mg\l
de carbdn activado. En la etapa de multiplicacion aumenté el nivel de BA a cinco miligramos por litro y para el
medio de enraizamiento elimind los reguladores, siempre utilizando medio MS y solamente adiciond 600 mg\l de

carbon activado. Los resultados que obtuvo fueron de cinco brotes para el c.v. *FHIA-21" y 4.5 brotes por

explante para el “Criollo”.

Aguilar y Reyes, estudiaron la posibilidad de propagar banano “Cavendish” (AAA) y "Enano Ecuatorial” (AAA) mediante
la técnica de cultivo de tejidos. El establecimiento de los explantes del c.v “Cavendish” fue mejor en la variante de |
medio de cultivo MS modificado con dos miligramos por litro de BA mas 1.3 mg\l de AIA. El c.v. “Enano Ecuatorial”
tuvo la mejor respuesta en las variantes de los medios MS modificado con un miligramo por litro de BA y 1.3 mg\l de
AIA, y MS mas un miligramo por litro de BA y 2.6 mg\i de AIA. La brotacién de yemas del c.v. “Enano Ecuatorial”, fue
mayor cuando se practico el corte transversal y longitudinal (con un promedio de seis brotes), que al realizarse

solamente el corte transversal (cuatro brotes en promedio), en la variante del medio de cultivo MS mas cinco

miligramos por litro de BA. (2)

i 4
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5. OBJETIVOS

‘GENERAL:

Encontrar una metodologia de micropropagacion que permita incrementar la tasa de muitiplicacién de dos cultivares

de plétanc (Musa baibisiana Colia).

ESPECIFICOS:
1, Evaluar la respuesta de dos cultivares de platano (Musa balbisiana Colla), a dos diferentes metodologias de
micropropagacion.

2, - Determinar €l nivel de Bencilaminopurina (BA) mas adecuado para cada metodologia y cada cultivar,
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6. HIPOTESIS
1. Los dos cultivares de platano (Musé balbisfana Colla) responden igual a las dos metodologias.

2. Los dos cultivares de platano {Musa baibisiana Colla) responden en igual forma a todos los niveles de

" Bencilaminopurina en las dos metodologias.
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7. METODOLOGIA

7.1 Area experimental

El estudio se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Ciencia y Tecnologia

Agricolas (ICTA) ubicado en Bércenas, Villa Nueva, departamento de Guatemaia.

7.2 Material experimental

La investigacion se realizd utilizando los siguientes cultivares de platano:

7.2.1 Musa balbisiana cv. “"Hembra” (AAB)

Las plantas son vigorosas, con pseudotallo de forma cénica y de cuatro metros de altura; de alto rendimiento, con un
promedio de ocho manos poco separadas y distribuidas homogéneamente as cuales tiene 13 dedos, el nimero total
de dedos por racimo es de 111 aproximadamente, son plantas tolerantes a condiciones subdptimas de cultivo. El

mesocarpio es rosado, de textura almidonosa y sabor dulce. (11)

Este material es procedente de la Estacion Experimental "Cuyuta® del ICTA, en el departamento de Escuintla.

7.2.2 Musa balbisiana c.v. “Cuernos” {(AAB)

Este platano es de porte regularmente vigoroso, con pseudotallo que varia desde 3.90 a 4.50 m de altura, de forma
conica de 0.45 m de circunferencia y verde palido, tendiendo a ser rosado con escasas manchas negras. Completa su
ciclo en 352 dias aproximadamente, 237 corresponden al perfodo desde la emergencia a la floracién y 114 de este

(itimo estadio hasta la madurez fisiolégica. (11)
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- El racimo producide es de 0.78 m de largo y pesa 15 kg en promedio, el racimo presenta entre 40-45 dedos o frutos
comerciales por mano. Es altamente susceptible al picudo del banano o gorgojo negro (Cosmopolites sordidus Germ.).
Se caracteriza por el color amarillo claro de ia pulpa, su textura suave y sabor dulce. Es utilizado como sombra

temporal de café (Coffea arabiga L.). (11)

Este material es procedente del Parcelamiento La Blanca Océs, en €l departamento de San Marcos.

7.2.3 Bencilamincpurina

La 6-bencilaminopurina es una aminopurina, derivada de la adenina. £l nombre comercial es BA. Su peso molecular es

~ de 225.26 y su formula quimica es Cy;H;iNs. Pertenece al grupo de las citocininas, y es muy utilizada en cultivo de

tejidos. (30)
Se utilizo en el experimento en dosis de dos, tres, cuatro y cinco miligramos por litro.
7.3 Manejo del experimento

En esta investigacion se evaluaron dos metodologl'as diferentes de micropropagacién, que utilizaron distintos tipos de

explante y medios. Sin embargo, hay pasos que fueron comunes para ambas, por o que a continuacién se describen

éstos:

7.3.1 Seleccidn de la planta madre

Sandoval (29), recomienda que la planta madre esté fructificando para tener la seguridad de que pertenece al cultivar

deseado. La planta debe ser vigorosa, sin variacion fenotipica y estar completamente sana, libre de plagas y

enfermedades.

{ r b BN M
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7.3.2 Seleccion del hijuelo

~ Los hijuelos que donaron el explante, tenian una altura de 50-80 cm. Se tuvo mucho cuidado al momento de separario
de la planta madre, ya que se puede debilitar su anclaje y ocasionarle heridas donde puedan penetrar

microorganismos patdgenos. Cuando estuvo separado, se eliminé parte del pseudotallo y se traslado al laboratorio. Por

lo general se utilizaren hijos de espada.
7.3.3 Desinfeccion del material experimental

Al material experimental se le quitd el exceso de tierra con un cepillo de cerdas finas, luego las partes externas y las

raices se cortaron con tijera. Luego se hizo una limpieza superficial con algodones empapados con alcohol al 70%.

Posteriormente el material fue reducido hasta obtener secciones de 10 cm de largo y cuatro centimetros de didmetro.

Este material fue sometido a la siguiente desinfeccion:

- Inmersion en alcohol al 70% por cinco minutos.
- lavado tres veces con agua estéril,

- Primera inmersién en hipoclorito de sodio (5.25%) sin diluir méas tres gotas de Tween 20, por 20 minutos.

- Cinco lavadas con agua estéril o hasta eliminar los residuos de cloro,

lL.uego bajo condiciones asépticas (dentro de fa cdmara de flujo taminar) se redujo el tamafio del material a cinco
centimetros cibicos. Este explante consistid en una parte del cormo y varias vainas foliares envolventes del

meristema. Seguidamente se realizo la Gltima desinfeccidn:

- Inmersidn en hipodotito de sodie al 2.5% per 10 minutos.

- Tres lavadas con agua estéril.
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Ya con el material desinfectado, se procedid a reducir el tamafio del explante para su siembra. Los tamafios

definitivos que se utilizaron fueron los siguientes:

- metedologia tradicional: Apices meristematicos de un centimetro cibico

- metodologia taiwanesa: Apices meristematicos de dos centimetro clibicos,
Posteriormente se sembraron en un medio de iniciacion. A continuacion se detalla cada metodologia por separado.

7.3.4. Metodologia tradicional

Se utilizé como metodologia tradicional la descrita por el Fondo Hondurefio de Investigacién Agricola (FHIA), localizado

en San Pedro Sula, Honduras (24). El proceso se puede dividir en las siguientes etapas:

7.3.4.1 Fase de iniciacién

Los apices meristemdticos desinfectados fueron sembrados en un medio de cultivo Murashige y Skoog (1962),

suplementado con un miligramo por litro de BA (Bencilaminopurina), 2.5 g/l de agar y 600 mg/| de carbon activado.
Las condiciones bajo las cuales estuvieron los explantes fueron las siguientes:

- Intensidad fuminica de 1000 Lux
- Fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho de oscuridad

- Temperatura de 28 grados centigrados.

7.3.4.2 Fase de muitiplicacion

Después de cuatro a seis semanas, los apices meristematicos alcanzaron un tamafio apropiado para cortarse

longitudinalmente en dos. El corte se hizo exactamente al centro del apice para que ambas partes tuvieran tejido
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meristematico. ‘La parte del dpice donde se realizd el corte quedd en contacto directo con el medio de cultive, esto

para evitar la deshidratacién del mismo.

Cada mitad, formd un nuevo explante que se sembré en un medio del cultivo Murashige y Skoog (1962) que contenia
diferentes niveles de Bencilaminopurina (BA), los cuales fueron dos, tres, cuatro y cinco miligramos por litro, también

se adiciond al medio 2.5 g/ de Phytagei como solificador .
Los explantes se colocaron bajo las siguientes condiciones ambientales:
- Intensidad luminica de 3,000 Lux

- Temperatura de 25 * 2 grados centigrados

- Fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad.

Posteriormente cada explante se dividié en secciones (de acuerdo al nimero de brotes gue formaron) y éstas se

colocaron en un medio fresco de Murashige y Skoog (1962) con igual concentracion de BA {Bencilaminopurina) al que

tenian en el medio anterior,

7.3.5 Metodologia taiwanesa

Esta metodologia se establecié en Taiwan en 1983 (por lo que en el presente trabajo se le designa como metodologia
taiwanesa), Fue desarrollada en el Instituto Taiwanés de Ihvestigacién del Banano; basandose en el principio

fisioldgico de que al decapitar el meristerna apical hay proliferacidn de brotes., B procedimiento se dividid en ias

siguientes etapas:

7.3.5.1 Fase de iniciacion

Esta etapa no se cita en la literatura relacionada con esta metodologfa, sin embargo, en esta evaluacion se considero

oportuno efectuarla.



51

- Los explantes sin decapitar fueron colocados en un medio MS suplementado con un miligramo por litro de BA, 600

mg/l de carbén activado y 2.5 g/! de Phytagel. Las condiciones ambientales fueron las mismas que en la metodologia

tradicion_al:

- Intensidad luminica de 1000 Lux
- Temperatura de 25 + 2 grados centigrados

- Fotoperiodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad.
La duracion de esta etapa fue de cuatro semanas.

7.3.5.2 Fase de multiplicacién

* Al explante se le procedi6 a cortar el meristema apical, y se colocé en un nuevo medio MS, suplementado con:

- Tiamina HCl : 0.4 mg/|

- L-tirosina: 100 mg/l

- Acido indolacético (AIA) : dos miligramos por litro

- Sulfato de adenina: 160 mg/l |

- Bencilaminopurina (BA): dos, tres, cuatro y cinco miligramos por litro

- Phytagel: 2.5 g/l

Las condiciones ambientales fueron de 3,000 Lux de intensidad luminica; 25 + 2 grados centigrados de temperatura y

16 horas luz de fotoperiodo.

Luego de cuatro a nueve semanas cuando hubo proliferacién de brotes, estos fueron divididos en grupos de dos o tres -

e inoculados por otras cuatro semanas en un medio igual a del que procedian.

1

IR
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7.4 Disefio experimental

El ensayo se dispuso en un disefio estadistice de bloques al azar, donde cada bloque fue un dia de trabajo equivalente

a 16 tratamientos por dia, durante 10 dias. Los tratamientos tuvieron un arreglo trifactorial.
7.5 Modelo estadistico
El modelo estadistico utilizado fue €l siguiente:

Y= U+A+B+Cy+ABy+Aqg+ BCu+ABC e+ Ry +Eyy
U= efecto de la media general
A= efecto de la i-ésima metodologia
B;= efecto del j-ésimo nivel de BA

C= efecto dei k-&simo cuitivar

ABy= efecto de la interaccidn entre [a i-ésima metodologia y el j-ésimo nivel de BA

ACy= efecto de Ia interaccion entre la i-ésima metodologia v del k-ésimo cultivar

BCy= efecto de la interaccion de! j-ésimo nivel de BA y el K-ésimo cultivar

ABCy=efecto de la triple interaccién entre Ia i-ésima metodologia, el j-iésimo nivel de BA y el k-ésimo cultivar.
Ry=  efecto de i-ésimo bloque

Eg= error experimenta!l asociado a la ijkl-ésima unidad experimental.
7.6 Analisis estadistico

Se realizd un Anélisis de Varianza correspondiente a un disefio de blogues al azar para las siguientes variables:
nitmero de brotes y longitud de los mismos. Se hizo un andlisis grafico de los promedios de nimero de brotes y

fongitud de éstos.
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-La prueba de medias que se utilizd para determinar los mejores tratamientos fue la de Duncan.
7.7 Variables respuesta
En cada unidad experimental se evaluaron 1as sigulentes variables:

7.7.1 Namero de brotes

Se contd el nimero de brotes, para determinar que nivel de Bencilaminopurina es el dptimo, que metodologia

es la mas eficiente y que cultivar responde mejor.
7.7.2 Altura de brotes

Se analizd la altura de los brotes, para determinar la relacion entre nimero de brotes y longitud de éstos.

7.8 Unidad experimental

La unidad experimental utilizada fue un frasco alto, con 50 ml de medio. Hubo un total de 160 unidades

experimentales.

7.9 Tratamientos

Se evaluaron 16 tratamientos con diez repeticiones, que correspondieron a las combinaciones surgidas entre las dos
metodologias (tradicional y taiwanesa), los dos cultivares de platano ("Hembra” y “Cuernos”) y los cuatro niveles de

Bencilaminopurina (dos, tres, cuatro y cinco miligramos por litro), por lo tanto, los tratamientos se ordenaron asi:
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Cuadro 1. Tratamientos considerados en la micropropagacién de platano.
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Tratamiento

Metodologia Cultivar Nivel de BA
(ma/1)
1 taiwanesa "Hembra ” 2
2 taiwanesa “Cuernos” 2
3 taiwanesa “Hembra “ 3
4 taiwanesa “Cuermnos” 3
5 taiwanesa *Hembra 4
6 taiwanesa “Cuernos” 4
7 taiwanesa “Hembra ” 5
8 taiwanesa “Cuernos” 5
9 tradicional “Hembra * 2
i0 tradicional “Cuernos” 2
i1 tradicional “Hembra * 3
12 tradicional “Cuernos” 3
13 tradicional "Hembra ” 4
14 tradicional “Cuernos” 4
i5 tradicional “Hembra * 5
16 tradiclonal “Cuernos” 5
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en el ensayo son presentados y discutidos de acuerdo a cada fase de experimentacion

llevada a cabo.

8.1 Desinfeccion del material inicial

En la fase de establecimiento la contaminacién fue el principal problema que se presentd debido a la presencia de
bacterias enddgenas. Este tipo de contaminacion se caracterizé porque en la base de los explantes se observé un .

halo blanco o exudados amarillentos, que provocaron la posterior necrosis del explante.

El cultivar "Hembra”, procedente de Cuyuta, fue mas susceptible a contaminarse, debido a que el materia! provenia de

areas que presentaban mal drenaje, caracteristica, que segln el Protocolo de Cultivo del Tejidos Vegetales del CATIE,

citado por Sandoval (29), es causa de contaminacion.
£l método més efectivo que se encontré para reducir la contaminacién, fue el de eliminar el exceso de tierra con un
cepillo de cerdas finas y hacer una limpieza superficial con algodones empapados con alcohol al 70%. Se evitd el uso

de agua corriente, ya que esta favorecia el desplazamiento de microorganismos al interior de los tejidos.

Posteriormente, se procedié a reducir el cormo y a utilizar una serie descendente de desinfecciones con alcohol e

hipoclorito de sodio.
8.2 Fase de iniciacion
Esta fase fue el periodo previo a la formacion de brotes. Fue importante su establecimiento por dos razones:

Para una mejor adaptacién fisioldgica de los explantes estériles a las nuevas condiciones de crecimiento in vitro; lograr

- que sobrevivieran y provocaran la respuesta esperada.

I
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Y para evitar que los fenoles exudados por las heridas del corte, causaran la oxidacion de los explantes y su posterior

necrosis. Por ello fue importante, la adicién al medio de 600 mg\l de carbdn activado corno antioxidante.

Se agregd un miligramo por litro de BA al medio MS, para que estimulara la division celular, e indujera al crecimiento

en tongitud y didmetro del expiante. Se observd una coioracion verde oscuro de fos expiantes y una fuerte dominancia

apical,

Seg(in Sandoval (29), los apices se cuitivan en el medio de iniciacidn durante 30 dias, pero en este caso el c.v.

“Cuernos” respondié a las tres semanas y el “Hembra” a las cuatro semanas, demostrando el primero mayor

precocidad en el tiempo de respuesta.

Esta fase no esta establecida en el protocolo de la metodologia Taiwanesa, pero se considerd necesario implementarla

en la presente investigacion, por las razones arriba expuestas. Al momento de trasladar el explante al medio de

muitiplicacion, le fue cortado el meristemo apical.
8.3 Fase de multiplicacion

Aunque las etapas anteriores fueron importantes, la fase de multiplicacién fue la parte medular de la presente

investigacion; ya que, de acuerdo con el objetivo general, la finalidad era aumentar la tasa de brotacion.

E! Andlisis de Varianza practicado a la variable nimero de brotes {cuadro 2) mostré diferencias significativas entre las
distintas fuentes de variacion, (a excepcion de bloques y cultivar * BA). Se determiné que hubo una interaccion entre
la rﬁetodologia, el cultivar y ei nivel de BA, va gue el nivel de significancia es de 1.35%, inferior al nivel establecido de
5%, o que indicd que e nimero de brotes depende tanto del cultivar, como de la metodologia y del nivel de

Bencilaminopurina.



(;uadro 2.

Andlisis de Varianza para la variable nimero de brotes en micropropagacion en platano.

Fuente de

Grados de . Suma de Valorde F Pr>F
Variacidn Libertad Cuadrados
Modelo 24 1874.5143 122.77 0.0001**
Blogues 9 3.8101 0.66 0.7401NS
Método 1 378.4890 593.65 0.0001 **
_ Cultivar 1 28.4223 44,58 0.0001 **
MétodoxCultivar 1 48.4150 75.94 0.0001 **
BA 3 1151,9138 602.25 0.0001 **
MétodoxBA 3 221.0516 115.55 0.0001 **
CultivarxBA 3 © 2.4753 1.29 0.2793 NS
MétodoxCultivarxBA 3 7.0814 3.70 0.0135 *
Error Experimental 129 82.2454 '
Total Corregido 153 1960.7597

Seglin la prueba de Duncan al 10%, aplicada a las medias de nimero de brotes (cuadro 3), las modalidades

metodologia taiwanesa, cultivar “Cuernos”, y los niveles de cuatro y cinco miligramos por litro de BA, resultaron ser las
: g

mas eficientes, en la proliferacion de brotes, con un promedio de 11.45 brotes por explante,

La misma prueba permitio ver que la alternativa metodologia tradicional, cultivar “Cuernos” o cultivar "Hembra” y dos

miligramos por litros de BA, es la que presenta menor eficiencia, al obtenerse solamente un brote.
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Cuadro 3. Prueba de Duncan para la variable niimero de brotes.

Tratamiento Namero de brotes Grupo Duncan
taiwanesa x "Cuernos” x 5 ma/| BA 11.5 a
taiwanesa x "Cuernos” x 4 mg/l BA 11.4 a
taiwanesa x "Hembra ¥ x 4 mg/l BA 9.0 b
taiwanesa x "Hembra ” x 5 mg/l BA 8.7 b
tradicional x "Hembra “ x 5 mg/l BA 5.2 c
tradicional x "Cuernos” x 5 mgfl BA . 4.8 C
tradicional x "Hembra ™ x 4 mg/l BA 4.5 d
taiwanesa x "Cuernos” x 3 mg/l BA 4.1
tradicional x “Cuernos” x 4 mg/l BA 4.0 d
taiwanesa X "Hembra ” x 3 mgfl BA 2.3 é
tradicional x “Hembra ” x 3 mg/i BA 2.2 e
tradicional x "Cuerncs” x 3 mg/l BA S22 e
taiwanesa x "Cuerncs” x 2 mg/l BA 2.0 | e
taiwanesa x "Hembra " x 2 mg/! BA 1.0 f
tradicional x "Hembra * x 2 mg/l BA 1.0 f
tradicional x “Cuernos” x 2 mg/| BA 1.0 f

En la figura 3, es posiblé cbservar graficamente el tomportamiento de los cultivares evaluados, segun la metodologia y
el nivel de Bencilamincpurina utilizados. Tanto para la metodoiogia tradicional, como para la taiwanesa, hay un cambio
en la pendiente a partir de tres miligramos por litro de Bencilaminopuring, lo qué indica que en los niveles inmediatos
superiores es donde hay mayor proliferacion de brotes, '1uego la linea se mantiene constante entre cuatro y c¢inco

miligramos por litro por lo que no se observa mayor diferencia de respuesta, lo que es valido para todas las

metodoiogias y cultivares.
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El incremento de la pendiente es mas pronunciado en las lineas que corresponden a la metodologia taiwanesa en

ambos cultivares, observandose en ésta tltima una mayor proliferacion de brotes.

Se desconoce el punto o nivel de BA en el que empieza la declinacion de la pendiente, y por ende, la disminucién en la

tasa de brotacién, ya que unicamente se evaiud hasta cinco miligramos por litro de BA.

Los datos estadisticos obtenidos se presenta en el cuadro 3, donde se puede inferir que para la metodologia
tradicionad, fa mayor prol-i_feracién de brotes se logré con cinco miligramos por iitro de BA, con un promedio de 5.2 y
4.8 brotes para el cultivar "Hembra" y “Cuernos” respectivamente. El nimero de brotes que regularmente se obtiene

para materiales triploides es de 4.5, tal es el caso de los resultados que obtuvo Ramirez (25) en su ensayo utilizando

un material criclio (AAB),

La metodologia taiwanesa, mostré una alta tasa de proliferacién de brotes, en comparacién con la metodologia
tradicional, con 11.45 brotes por explante para el _cuitivar “Cuernos” con niveles de cuatro y cinco mifigramos por litro
de BA y, 9 y 8.7 brotes para el cultivar “Hembra” en los mismo niveles de Bencilaminopurina (cuadro 3). Si se
compara este resultado con los que reportan en el Instituto Taiwanés de Investigacion del Banano, de 15 a 25 brotes,
ios obtenidos en 1a presente investigacion son un poco bajos, pero hay que considerar que los datos que presentan en
Taiwan son para cultivares de banano, especialmente para el "Pel Chao”, aparte de que, los explantes provenian de

plantas micropropagadas, por lo que existié residualidad de Bencilaminopurina. Tampoco hay informes referentes a

cuitivares de piatano. (17)

La diferencia de respuesta en la tasa de brotacion entre cultivares, que es de un promedio de tres brotes, se debe a

que ésta varia segun el cultivar y el genotipo del material utilizado.

Al comparar ambas metodologias, es obvio, que la taiwanesa produjo mayor nimero de brotes, esto se relaciona con
el hecho de haber cortado el meristema apical a los explantes utilizados en dicha metodologia, lo que rompié la
dominancia apical e indujé a la formacion de mas brotes laterales. También coadyuvd, ia adicion al medio de otros

suplementos como ¢! sulfato de adenina, L-tirosina y acido indolacétice.
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-Como ambos cultivares respondieron de manera similar con cuatro y cinco miligramos por litros de BA; es importante
sefialar, que es mas conveniente utilizar el nivel mas bajo de BA que da la méxima proliferacién, en éste caso es el
nivel de cuatro miligramos por litros de BA; ya que a mayor concentracion de BA, mayor serd la cantidad de

mutaciones que puedan presentarse; aparte, de que hay un ahorro en costos, que se hace significativo, cuando se

producen plantulas a nivel comercial.

Los tiempos de respuesta de los cuitivares evaluados, también se enmarcaron dentro de los reportados en otros
estudios, Sandoval (29) estima un promedio de seis semanas para €l platano en general, Ramirez (25) sefiala que para
el ¢c.v "FHI-21" el tlempo fue de ocho semanas, en la presente investigacion el c.v “Cuernos” réspondié a las seis -

semanas ¥ el c.v. "Hembra” a las nueve semanas.

La menor tasa de multiplicacién se encuentra en el nivel de dos miligramos por litros de BA, para ambos cu'ltivares,
con un brote por explante; con tres miligramos por litro hay un promedio de 2.4 brotes {cuadro 3), coincidiendo con
los resultados obtenidos por Ovalle (22) que con el mismo nivel de BA, y trabajando con un platano crioilo (ABB) logré

2.6 brotes.

En general, los brotes presentaron buen aspecto, vigorosos, con una altura promedio de 1.9 cm. Cada brote presentd
una media de dos hojas, que al principio presentaron un verde claro, similar al del tallo, pero conforme fueron

creciendo se tornaron a un verde oscuro. Ninguno de los brotes presento sintomas de enfermedades o deshidratacion.

De acuerdo con la figura 4, donde se presenta graficamente el comportamiento de la altura en funcién de la dosis de

Bencilaminopurina utilizada, se puede inferir que a mayor nimero de brotes menor altura de éstos, y que cuando la

altura alcanza su punto méximo, la tasa de multiplicacién es minima,
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-Al realizar el Andlisis de Varianza para la variable longitud de los brotes, es posible determinar que hubo interaccidn
entre la metodologia, el cultivar y el nivel de Bencilaminopurina (cuadro 4), ya que el nivel de significancia de 0.03%
es inferior al establecido de 5%, por lo que se realizd0 una Prueba de Medias de Duncan (Cuadro 5) donde se

determind que la altura maxima se obtiene ‘con el cultivar “"Hembra”, la metodologia tradicional y dos miligramos por

litro de Bencilaminopurina.

Cuadro 4. Analisis de Varianza para la variable longitud de brotes.
Fuente de Grados de Suma de Valor de Pr>F
Variacion Libertad Cuadrados F
Modelo 24 296.1307 34.21 0.0001**
Bloques 9 0.7542 0.23 0.9892NS
| Método 1 30.5434 84.69 0.0001**
Cultivar i 2.8625 7.94 0.0056**
MetodoxCultivar 1 6.0945 - 16.90 0.0001%*
BA 3 220.6841 203.96 0.0001*+*
MetodoxBA 3 15.0636 13,92 0.0001%*
CultivarxBA 3 7.6525 7.07 0.0002%*
MetodoxCultivarxBA 3 7.3099 6.76 0.0003**
Error _ 9 46.5251
Total Corregido 153 342.6558

Lo que mas interesaba en este estudio era aumentar la tasa de proliferacion de brotes, por lo que la longitud, aunque
fue un pardmetro importante para determinar si las plantas estaban aptas para su paso a la siguiente fase de
enraizamiento, no fue determinante en los resultados, ya que, ésta y el didmetro, es posible incrementarios, al

trasladar los brotes en pequefios grupos de dos o tres, a otro medio, igual al del que procedian, donde pueden

continuar su crecimiento.

5if
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CUADRO 5. Prueba de Medias de Duncan para 16 tratamientos para la variable longitud (cm) de brotes.

Tratamiento Altura en centimetros Grupo Duncan

Tradicional - Hembra - 2 mg/l de BA 5.8 a
Tradicional - Cuernos- 2 mg/l de BA 5.6 a
Taiwanesa - Hembra - 2 mg/l de BA -3 b
Tradicional - Cuernos- 3 ‘mg/l de BA 2.8 b
Taiwanesa -~ Cuernos- 2 mg/! de BA 2.5 c
Taiwanesa - Hembra - 3 mg/l de BA 2.4 c
Tradicional - Hembra - 3 mg/l de BA ' c
Tradicional - Cuernos- 4 mg/l de BA C
Tradicional - Hembra - 4 mg/l de BA 1.9 c
Tradicional - Cuernos- 5 mg/l de BA 1.9 d
Tradicional - Hembra - 5 mg/l de BA 1.9 - d
Taiwanesa - Cuernos- 5 mg/l de BA 19 d
Taiwanesa - Cuernos- 3 mg/i de BA 1.5 d
Taiwanesa - Cuernos- 4 mg/| de BA 1.5 d
Taiwanesa - Hembra - 5 mg/l de BA 1.5 | d
Talwanesa - Hembra - 4 mg/l de BA 1.5 d

Segin Sandoval (29) y Pocasangre (24), los brotes se consideran aptos para su trastado a un medio de enraizamiento,
si tienen una altura de dos a cuatro centimetros, y dos o tres hojas formadas, condiciones que cumplen los brotes

obtenidos en ambas metodologias.
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9. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en las que se llevd a cabo el experimento se puede concluir lo siguiente.

1. La metodologia taiwanesa, fue la que produjo mayor tasa de proliferacion de brotes, con un promedio de 11.5
brotes para el c.v. “Cuernos”, y nueve brotes para el c.v. "Hembra”. Con la metodologia tradicional se obtuvo

una media de cuatro brotes para el cultivar "Hembra” y 4.5 para el "Cuernos”,

2. Los niveles cuatro y cinco miligramos por litro de Bencilaminopurina son los que respondieron mejor, en las

dos metodologias vy en los dos cultivares.

wad
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10. RECOMENDACIONES
' Basados en la experiencia y los resultados obtenidos, se puede hacer las recomendaciones siguientes.

1. Continuar la investigacion en las fases de enraizamiento y adimatacién en invernadero, para determinar el

porcentaje de sobrevivencia de los brotes originales por cada una de las metodologias.

2. ‘Trabajar con cuatro miligramos por de Bencilamincpurina, ya que es el nivel més bajo donde se obtiene la mayor
proliferacion de brotes, y evitar, el uso de mayores concentraciones que puedan aumentar la cantidad de

mutaciones, Tambien puede significar un ahorro en costos, cuando se trabaja a gran escala, pero para determinar

esto, se debe hacer un andlisis econdmico.
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ANEXO 1.

AIA
BA
ELISA
BBTV
CMV
ADN
ARN
MS

mg/1

an -

mm

mM

)

Lista de abreviaturas utilizadas

Acido 3-indol-acetico

Bencilaminopurina

Enzyme-iinked-immunisorbent assay -

Banana Bunchy Top Virus

Virus del Mosaico de Cocombro.,
Acido desoxiborribonucieico
Acido Ribonucieico.

Medio Murashige y Skoog (1962)

‘Miiigrarnos por iitro

Gramos por litro
Centimetros
Milimetros
Metros

Milimoles

Iy
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CUADRO 6A: Datos originales generados en el estudio de micropropagacién de platano.

TRATAMIENTO | METOQDOLOGIA | CULTIVAR NIVEL DE BLOQUES | NUMERO DE |LONGITUD BROTES
BENCILAMINOPURINA BROTES _
1 taiwanesa hembra 2 1 1 4
2 taiwanesa hembra 3 ] 3 1.8
3 taiwanesa hembra 4 1 8 1.3
4 taiwanesa hembra 5 1 10 1.7
5 taiwanesa cuernos 2 1 2 3
6 {aiwanesa cuernos 3 1 5 1.5
7 taiwanesa cuernos 4 1 11 1.2
8 taiwanesa cuernos 5 1 12 1.2
9 tradicional hembra 2 1 1 5
10 tradicional hembra 3 1 2 2.7
11 tradicional hembra 4 1 4 2
12 fradicional - hembra 5 1 6 1.8
13 tradicional cUernos 2 1 1 5
14 tradicional cuernos 3 1 1 6.5
15 tradicional CUernos 4 1 4 P
16 tradicional cuernos 5 1 4 2.5
1 taiwanesa hembra 2 2 1 5
2 taiwanesa hembra 3 2 2 2.5
3 taiwanesa hembra 4 2 7 15
4 taiwanesa hembra 5 2 9 1.6
5 taiwanesa cuernos 2 2 2 3
6 taiwanesa cuernos 3 2 5 1.5
7 taiwanesa cuernos 4 2 12 5
8 taiwanesa cuernos 5 2 13 2.2
9 tradicional hembra 2 2 1 2.1
10 tradicional hembra 3 2 2 1.5
11 tradicional hembra 4 2 4 5.5
12 tradicional hembra 5 2 6 1.5
13 tradicional cuernos 2 2 1 2.5
14 tradicional cuernos 3 2 3 1.5
15 tradicional cuernos 4 2 4 2.5
16 tradicional cuernos 5 2 5 1.7
1 taiwanesa hembra 2 3 1 5.5
2 taiwanesa hembra 3 3 2 3.2
3 taiwanesa hembra 4 3 8 1.2
4 taiwanesa hembra 5 3 9 1
5 taiwanesa cuernos 2 3 2 2
6 taiwanesa cuernos 3 3 6 1.2
7 faiwanesa cuernos 4 3 10 1.9
8 taiwanesa cuernos 5 3 10 2.2
9 tradicional hembra 2 3 1 6
10 tradicional hembra 3 3 3 1.8
1i ; tradicional hembra 4 3 4 2.6
12 " tradicional hembra 5 3 5 2.1
13 tradicional cuernos 2 3 1 6.5
14 tradicional CUernoes 3 3 3 2.5

71



CONTINUACION CUADRO 6A.

| TRATAMIENTO | METODOLOGIA | CULTIVAR NIVEL DE BLOQUES | NUMERO DE |LONGITUD BROTES
- BENCILAMINGPURINA | BROTES
15 tradicional CUETNOS 4 3 3 1.8
16 tradicional CUBIMOS 5 3 6 1.5
1 talwanesa hambra 2 4 1 5
2 taiwanesa hembra 3 4 3 2
3 taiwanesa hembra 4 4 9 1.5
4 taiwanesa hembra 5 4 8 1.5
5 taiwanesa cuernos 2 4 2 2.9
6 taiwanesa CUuernos 3 4 4 1.3
7 taiwanesa cuernos 4 4 12 1.7
8 faiwanesa cuernos 5 4 9 2
9 tradicional hembra 2 4 1 5
10 tradicional hembra 3 4 2 2.5
11 tradicional hembra 4 4 6 1.5
12 tradicional hembra 5 4 4 2
13 tradicional cuernes 2 4 1 5
14 tradicional cuernos 3 4 2 3.5
15 tradicional cuUernos 4 4 4 2
i6 tradicional CUerngs 5 4 5 2
i taiwanesa hembra 2 5 1 4.5
2 talwanesa hembra 3 5 2 3
3 taiwanesa hembra 4 5 10 1
4 taiwanesa hembra 5 5 9 0.7
5 taiwanesa cuernos 2 5 2 1.5
6 taiwanesa cuernos 3 5 2 2.5
7 taiwanesa cuernos 4 5 13 2.5
8 taiwanesa cuernos 5 5 12 1
9 tradicional hembra 2 5 1 1.5
10 tradicionat tiembra 3 5 2 6.5
11 tradicional hembra 4 5 4 2.2
12 - tradicional hembra 5 5 5 2.5
13 tradicional cuUemos 2 5 1 2
14 tradicional CUBINOS 3 5 2 6
15 tradicional CUBINOoS 4 5 4 2.5
16 tradicional cuernos 5 5 5 1.7
1 taiwanesa hembra 2 6 0 0
2 taiwanesa hembra 3 6 2 2.8
3 - taiwanesa hembra 4 6 10 1.6
4 taiwanesa hembra 5 6 8 1.5
5 taiwanesa cUernos 2 6 0 0
o) taiwanesa cuernos 3 6 3 2.1
7 taiwanesa CLErnos 4 6 10 1.9
8 taiwanesa cuernos 5 6 11 1.6
9 tradicional hembra 2 6 1 7
10 tradicional hembra 3 6 2 2.7
11 tradicional hembra 4 6 4 2
12 tradicional hembra’ 5 6 6 1.7
i3 tradicional cuernos 2 6 1 . 5
14 tradicional CUErnos 3 b 2 2.5
15 tradicionai CUBIMOS 4 6 4 2.5
i6 tradicional CUBmos 5 6 5 1.7
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CONTINUACION CUADRO 6A.

| TRATAMIENTO | METODOLOGIA | CULTIVAR NIVEL DE BLOQUES | NUMERO DE |LONGITUD BROTES
BENCILAMINOPURINA BROTES

1 taiwanesa hembra 2 7 0 0
2 taiwanesa hembra 3 7 2 2.8
3 taiwanesa hembta 4 7 11 1.7
4 taiwanesa hembra 5 7 8 1.7
5 taiwanesa cuernos 2 7 2 2.7
6 taiwanesa cuernos 3 7 4 1.2
7 taiwanesa CUernos 4 7 11 1.6
8 taiwanesa cuernos 5 7 13 1.7
9 tradicional hembra 2 7 1 5
10 tradicional hembra 3 7 0 0
11 tradicional hembra 4 7 4 2.5
12 tradicional hembra . 5 7 5 2
13 tradicional cuernos 2 7 1 6.5
14 tradicional cuernos 3 7 3 1.7
15 tradicional cuernos 4 7 3 2.5
16 tradicional cuernos 5 7 5 1.8
1 taiwanesa hembra 2 8 1 5
2 taiwanesa hembra 3 8 3 2
3 taiwanesa hembra 4 8 9 1.5
4 taiwanesa | hembra 5 B 10 1.7
5 taiwanesa Cuernos 2 8 P 2.7
6 taiwanesa CUErnoes 3 8 5 1
7 taiwanesa cuernos 4 8 12 1.6
8 taiwanesa CUBIMos 5 8 12 1.7
9 tradicional hembra 2 8 1 6
10 tradicional hembra 3 8 2 2.5
11 tradicional hembra ‘ 4 8 5 2 .
12 tradicional hembra 5 8 5 2
13 tradicional CUBrnos 2 8 1 7
14 tradicional CUETNOoS 3 8 2 2.5
15 1 tradicional cuerngs 4 8 4 2
16 tradicional cuernos 5 8 4 2
1 taiwanesa hembra 2 9 1 4
2 taiwanesa hembra 3 9 2 3
3 faiwanesa hembra 4 9 8 1.2
4 taiwanesa hembra 5 9 7 1.2
5 taiwanesa cuernos 2 9 2 3.2
6 taiwanesa cuerhos 3 9 © 3 1.8
7 taiwanesa cuernos 4 9 12 1.7
8 faiwanesa cuernos 5 9 11 1.6
9 tradicional hembra 2 9 1 7
10 tradicional hembra 3 9 3 2.5
11 tradicional hembra 4 9 4 1.6
12 tradicional hembra 5 9 5 2
13 tradicional cuernos 2 9 1 5
14 tradicional cuernos 3 9 2 2.2
15 tradicional cuernos 4 9 4 2
16 tradicional CUernos 5 9 4 2.5
1 taiwanesa hembra 2 10 1 4,5
2 taiwanesa hembra 3 10 0 0




CONTINUACION CUADRO 6A.
TRATAMIENTO | METODOLOGIA | CULTIVAR NIVEL DE BLOQUES | NUMERO DE |LONGITUD BROTES
: - BENCILAMINOPURINA BROTES | -
3 taiwanesa hembra 4 10 10 1.6
4 taiwanesa hembra 5 10 9 1.5
5 taiwanesa CUernos 2 10 2 3.2
6 taiwanesa cuernos 3 10 4 1.4
7 taiwanesa CUernos 4 10 11 1.2
8 taiwanesa cuernos 5 10 12 1.5
9 tradicional hembra 2 10 0 0
10 tradicional hembra 3 10 2 2.7
11 tradicional hembra 4 10 6 1.7
12 tradicional hembra 5 10 5 2
13 tradicionai cuernos 2 10 1 5
14 tradicional cuemnos 3 10 1 5
15 tradiciona! CUernas 4 10 5 1.8
16 | tradicional cuernos 5 10 4 2

CUADRO 7A: Resumen del Anélisis de Varianza para la variable niimero de brotes en distintos tratamientos en
micropropagacién de platano.

COMBINACION ALTURA EN DESVIACION
CENTIMETROS - ESTANDAR

Taiwanesa- Cuernos- 5 mg/i de Ba 11.5 1.2692
JTaiwanesa- Cuerncs- 4 mg/l de BA 114 0.966
|Taiwanesa- Hembra - 4 mg/l de BA -9 1.2472
Taiwanesa- Hembra - 5 mg/! de BA 8.7 0.9486
Tradicional- Hembra — 5 mg/I de BA 5.2 0.6324
Tradicional- Cuernos- 5 mg/l de BA 4.8 0.7881
Tradicional- Hembra - 4 mg/| de BA 4.5 0.8498
Taiwanesa- Cuernos- 3 mg/i de BA 4.1 1.1972
Tradicional- Cuernos- 4 mg/l de BA 4 0.666
Taiwanesa- Hembra- 3 mg/l de BA 2.3 0.5
Tradicional- Hembra - 3 mg/l de BA 2.2 0.44
Tradicional- Cuernos- 3 mg/l de BA 2.1 0.737
Taiwanesa- Cuernos- 2 mg/l de BA 2 0
ITaiwanesa- Hembra - 2 mg/i de BA 2 0
ITradicional- Hembra- 2 mg/l de BA 2 0
{Tradicional~ Cuernos- 2 magf! de BA 2 0
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CUADRO 8A: Resumen del Andlisis de Varianza para la variable longitud de brotes (cm), en distintos tratamientos
en micropropagacion de platano. ICTA, Guatemala, 1998.

COMBINACION ALTURA EN DESVIACION
CENTIMETROS ESTANDAR

Tradicional - Hembra - 2 mg/l de BA 5.83 0.866
Tradicional - Cuernos- 2 mg/l de BA 5.65 0.7835
Taiwanesa - Hembra - 2 mg/l de BA 4.68 0.53
Tradicional - Cuernos- 3 mg/l de BA 3 1.565
Taiwanesa - Cuernos- 2 mg/l de BA 2.8 0.38
Taiwanesa - Hembra - 3 mg/l de BA 2.56 0.514
Tradicional - Hembra - 3 mg/l de BA 2.42 0.303
Tradicional - Cuernos- 4 mg/l de BA 2 0.296
Tradicional - Hembra - 4 mg/i de BA : 2 0.386
Tradicional - Cuernos- 5 mg/! de BA 1.94 0.337
Tradicional - Hembra - 5 mg/| de BA - 191 0.185
Taiwanesa - Cuernos- 5 mg/l de BA 1.65 0.279
Taiwanesa - Cuernos- 3 mg/l de BA 1.55 ' 0.46
Taiwanesa - Cuernos- 4 mg/| de BA 1.54 0.3

' [Taiwanesa - Hembra - 5 mg/l de BA 1.5 0.228
Taiwanesa - Hembra - 4 mg/i de BA 1.48 0.187
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