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RESUMEN

La reproduccion in vitro es un método adecuado para la propagacion masiva de plantas, esta técnica permite y garantiza
una efectividad para la exportacion comercial de genotipos seleccionados de musaceas como es el caso de platano maquefio.
Para el establecimiento aséptico de yemas a nivel in vitro, el mejor tratamiento de desinfeccion fue al 20% de cloro durante
20 minutos + 0.1% de bicloruro de mercurio por 10 minutos obteniendo el 100% de explantes sanos. En la multiplicacion la
mejor respuesta se obtuvo con el tratamiento 5 mg L' de BAP+1.2 mg L' AIA con un valor promedio de 2.5 brotes. La fase
de desarrollo el mejor resultado se logro en el tratamiento compuesto por MS + 20 g sacarosa + 1 g de carbon activado. En la
aclimatacion y el enraizamiento ex vitro de las vitro plantas la respuesta se alcanzo en el sustrato tierra de campo obteniéndose
mayor numero de plantas adaptadas, con una longitud de raiz 6.1 c¢m, el sustrato conformado por tamo de arroz origind un menor
porcentaje de sobrevivencia.
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ABSTRACT

The reproduction in vitro is a method adapted for the massive spread of plants, this technology allows and guarantees
an efficiency for the commercial exportation of genotipos selected of musaceas since it is the case of banana maquefio. For the
aseptic establishment of yolks to level in vitro, the best treatment of disinfection went to 20% of chlorine during 20 minutes +
0.1% of bicloruro of mercury in 10 minutes obtaining 100% of explantes healthy. In the multiplication the best response gave
to itself with the treatment 5 mg L' of BAP + 1.2 mg L' AIA with a value average of 2.5 outbreaks. The phase of development
the best result gave to itself in the treatment composed by MS + 20 g saccharose + 1 g of activated coal. The acclimatization
and the enraizamiento ex vitro of the vitro you plant one gave the best response in the substratum field land obtained major
number of adapted plants, with a length of root 6.1 cm, the substratum shaped by fuzz of rice originated a minor percentage
sobrevivencia.
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INTRODUCCION

El cultivo de tejidos puede definirse como un
conjuntodetécnicas que permitenel desarrollodecultivos
deorganos, tejidos, célulasy protoplasmasencondiciones
asépticas empleando medios nutritivos artificiales (Usui
et al., 1996). Entre los métodos mas utilizados en la
regeneracion de plantas se encuentran la organogénesis
y embriogénisis que es un evento morfologico que se
caracteriza por su desarrollo unipolar; en otras palabras
es la formacion de un primordio unipolar a partir de
una yema con el subsecuente desarrollo de esta en un
brote vegetativo, existiendo siempre una conexion entre
los nuevos brotes y el tejido paterno (Izco, 1997). La
organogénesis se manifiesta en forma directa e indirecta
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cuando los brotes se forman a partir de callos, que son
masas de células obtenidas indiferenciadas producto
de un crecimiento desorganizado de células obtenidas
a partir de un determinado tejido directo cuando los
brotes se forman directamente del explante sin formar
callos. En ambos casos se requiere de una subsecuencia
del medio de cultivo, ya que en general los medios
que desarrollan brotes inhiben la formacién de raices
y viceversa (Surga y Haddad, 1984), manifiestan que
las auxinas influyen en el crecimiento de organos
vegetales estimulando la elongacién o alargamiento de
ciertas células e inhibiendo el crecimiento de otras, en
funcion de la cantidad de auxina en el tejido vegetal y
su distribucion. Bidwell (1993), cita que en la mayoria
de los procesos en que estan implicadas las citoquininas



estas participan junto con otras hormonas, especialmente
auxinas. Asi, ambas controlan el ciclo celular, actuando
de forma sinérgica. Marassi (2004), indica las funciones
de las citoquininas, son las siguientes: Estimulan la
division celular y el crecimiento, inhiben el desarrollo
de raices laterales, rompen la latencia de las yemas
axilares, promueven la organogénesis en los callos
celulares, retrasan la senescencia o envejecimiento
de los organos vegetales, promueven la expansion
celular en cotiledones y hojas. Esta investigacion fue
ejecutada por el Laboratorio de Biotecnologia de la
UTEQ, y tuvo como proposito, establecer un protocolo
de propagacion in vitro de esta variedad de Musa con
la finalidad de obtener plantas con porcentajes altos de
tolerancia o resistencia a virus, plagas y enfermedades y
ademas, alcanzar aumentos en el tamaiio del fruto y del
rendimiento en relacion a otras variedades comerciales
existentes. Esto beneficiaria a los programas de
mejoramiento genético de musaceas de cuyo fin es de
incrementar la produccion como es el platano maquefio
de esta manera satisfacer la demanda del mercado
interno y externo.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

El material genético usado en esta investigacion
fue recolectado en la Comuna Tsachila via Puerto Liméon
del Canton Santo Domingo de los Colorados.

Reactivos

Reactivos para desinfeccion del material vegetativo:

Bicloruro de mercurio, Tween 20, Hipoclorito
de sodio, Sulfato de aluminio, Sulfato de alumbre,

L-Cysteina.

Reactivos de un medio de cultivo de Murashige y
Skoog 1962 (MS):

Macronutrientes, Micronutrientes, Vitaminas
del MS, Azucar, Bencilaminopurina (BAP),
Acidoindolocetico (AIA), Agar, Carbon activado.

Fases de la investigacion Disefio Experimental,
Factores Estudiados y Tratamientos

Establecimiento

El objetivo de esta fase fue de determinar la mejor
concentracion de desinfectante a emplearse en la fase de
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establecimiento in vitro de platano variedad maquefio,
con los siguientes tratamientos: T, = 20% de CINa / 20
min + 0.1% de HgCl, / 10 min; T, = 30% de CINa / 15
min + 0.15% de HgCl, / 7 min; T, = 40% de CINa/ 10
min + 0.2% de HgCl, / 5 min. A los 21 dias se evalud
mediante observacion directa y se registro las siguientes
variables: explantes sanos, contaminados, quemados
y fenolizados. Se aplico el disefio completamente al
azar (DCA), con 3 tratamientos, 6 repeticiones. Cada
repeticion compuesto por 4 explantes.

Multiplicacion

El objetivo de esta fase fue determinar la mejor
concentracion de citoquininas y auxinas empleadas en
la multiplicacion estableciendo los tratamientos: T, =
MS +2mg L' de BAP+ 0.5 mg L' AIA; T,=MS + 3
mg L' de BAP + 0.8 mg L' AIA; T, = MS + 4 mg L"!
de BAP+ 1 mg L' AIA; T,=MS + 5mg L' de BAP +
1.2 mg L' ATA. A los 28 dias se realizo el registro de las
variables nimero de brotes y altura, se utilizo una regla
graduada con aproximacion milimétrica. En esta fase
se aplico el disefio completamente al azar (DCA), con
4 tratamientos y 6 repeticiones cada repeticion estuvo
compuesta por 4 unidades experimentales.

Desarrollo

Esta fase se realizo antes de llevar a las vitroplantas
aadaptacion y enraizamiento en invernadero, en esta fase
se evaluo diferentes tipos de sustratos. A continuacion se
detallan los tratamientos: T, = MS simple; T, = MS + 20
g L' de sacarosa + 1 g L' de carbon activado; T, = MS
+30 g L' de sacarosa + 1 g L' de carbon activado; T, =
MS +40 g L' de sacarosa + 1 g L' de carbon activado.
Alos 21 dias se evalud, vigor y altura de las vitroplantas.
Para medir la altura se utilizd una regla graduada en
centimetros con aproximacion a milimetros. El vigor se
evalud con una escala de: 0 a 2 bajo; 2 a4 medio; 4 a 6
alto. Se utilizo el disefio completamente al azar (DCA),
con 4 tratamientos y 6 repeticiones cada repeticion
estuvo compuesta por 4 unidades experimentales.

Aclimatacion

En esta fase se llevd al invernadero las
vitroplantas donde fueron colocadas en los sustratos,
que a continuacion se detalla: T, = Tierra de sembrado;
T, = Arena; T, = Tamo de arroz; T, = Carboncillo. A
los 21 dias se evalu6: numero de raices, longitud de
la raiz mayor, sobrevivencia, altura, diametro. Se
utilizé el disefio completamente al azar (DCA), con
4 tratamientos y 4 repeticiones cada repeticion con 5
unidades experimentales.



RESULTADOS
Establecimiento aséptico

Para el establecimiento aséptico de yemas de
platano maqueno, el tratamiento 20% de cloro, durante
20 minutos + 0.1% de bicloruro de mercurio por 10
minutos, presentd deferencia estadistica significativa
(*), con un 100% de explantes sanos libres de agentes
contaminantes, comparado con el tratamiento 30%
de cloro durante 10 minutos + 0.15% de bicloruro
de mercurio por 7 minutos donde el porcentaje de
contaminacion fue de 54%.

Figura 1. Desinfeccion del material vegetal y siembra en el
medio de cultivo MS

En la variable de explantes no quemados
los protocolos de desinfeccion de cada uno de los
tratamientos fueron eficientes para el establecimiento
aséptico de las yemas, siendo los tratamientos (T, y
T,), los cuales no provocaron ningin dafio superficial
a las yemas. La variable explantes no fenolizados no
representd problema para el establecimiento aséptico
de yemas de platano maquefio. Cabe indicar que la
presencia de los fenoles se pudo controlar utilizando
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agentes antioxidantes (sulfato, alumbre, L-Cysteina) para
los respectivos tratamiento, como un método de control
preventivo. Con respecto a la variable sobrevivencia se
demostro diferencia estadistica significativa, obteniendo
asi los mejores resultados para el tratamiento (T ) con el
mayor porcentaje de establecimiento aséptico para cada
una de las yemas del platano maqueifio (Cuadro 1).

Multiplicacion

En la regeneracion de yemas adventicias para la
fase de multiplicacion el numero de brotes alcanzada
para los tratamientos evaluados no mostro diferencia
estadistica significativa, sin embargo, se detectd6 una
mayor regeneracion de brotes en el (T,) 5 mg L' de
BAP + 1.2 mg L AIA.

medios de cultivo MS para su multiplicacién

La variable longitud de brotes, no mostro
diferencia estadistica significativa, este efecto se dio
por la utilizacién de reguladores de crecimientos en
todos los tratamientos los cuales permiten regular el
crecimiento en longitud de los brotes (Cuadro. 2).

Desarrollo

En el desarrollo de las vitroplantas, se demostrd
que para la variable vigor de las yemas, el testigo super6
a los tratamientos suplementados con sacarosa y carbon
activado, logrando obtener una mayor cantidad de
vitroplantas de vigor alto listas para su aclimatacion.

Cuadro 1. Promedios de explantes no contaminados, quemados, fenolizados y sobrevivencia,
evaluados a los 21 dias después de establecidos en el medio de cultivo aséptico de yemas
de platano variedad maqueiio (Musa balbisiana)

TraTamientos Coi’;{;g: dos Q]::;I:I;Si(:)s Fflf(?l.illjl(()lo Sobrevivencia
T, 100.0 af 100.0 af 100.0 af 100.0 af
T, 542 Db 100.0 a 100.0 a 542 Db
T, 50.0b 91.7a 95.8a 41.7b
C.V.% 31.22 12.12 5.98 24.56

TPromedios con letra distintas difieren estadisticamente segtin la prueba de Tukey (p=>0.05).
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Cuadro 2. Promedios de niimero y longitud de brotes, evaluados a los 28 dias después de
establecidos en el medio de cultivo aséptico de yemas de platano variedad maquefio

(Musa balbisiana)
Tratamientos Numero de brotes Longitud de brotes (cm)
T, 2.208 af 3.092 af
T, 2250 a 3.112a
T, 1.833 a 2320 a
T, 2458 a 3283 a
CV.% 31.82 % 53.89 %

"Promedios con letra distintas difieren estadisticamente segtin la prueba de Tukey (p>0.05).

La variable altura alcanzada por las vitroplantas
demostro diferencia estadistica significativa, el testigo
super? a los tratamientos suplementados con sacarosa y
carbon activado siendo esto evidente que para obtener
un buen desarrollo de las yemas de platano maquefio
no se requiere fuentes de carbohidratos extras para su
crecimiento.

Aclimatacion

Para longitud de la raiz mayor, el diametro y altura
de las plantas aclimatadas en el invernadero el analisis de

varianza mostr6 diferencia estadistica significativa, para
los tratamientos en donde se utiliz6 tierra de sembrado,
logrando un mayor promedio, siendo este el mejor
tratamiento para la aclimatacion de las vitroplantas y
la regeneracion de raices y buen desarrollo del platano
maquefio. En la variable sobrevivencia se encontro
diferencia estadistica significativa, el mayor niimero
de vitroplantas aclimatadas y enraizadas se dio con
el empleo del sustrato de tierra de sembrado siendo
superior y alcanzando un 80 % de plantas aclimatadas
de platano maquefio.

Cuadro 3. Promedios de longitud de raiz mayor, diametro, altura y sobrevivencia, evaluados a
los 21 dias después de establecidos en el invernadero de plitano variedad maqueiio

(Musa balbisiana)
Tratamientos Longitud de raiz Diametro Altura  Sobrevivencia
mayor (cm) (cm) (cm) %
T, 6.10 af 0.60 at 10.7 af 8.0 af
T, 4.50 ab 0.50 a 5.6 ab 7.5a
T, 1.05b 0.15b 1.3b 2.0b
T, 530a 0.40a 5.7 ab 6.5 ab
C.V. 38.6 % 283 % 37.5% 32.8%

TPromedios con letra distintas difieren estadisticamente segtin la prueba de Tukey (p>0.05).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el establecimiento
aséptico de las yemas de platano maquefio son similares
a los reportados por Canchignia y Ramos (2004), al
trabajar con platano barraganete, quienes utilizaron 20
% de cloro y 0.1 % de bicloruro de mercurio alcanzando
un 100 % de explantes sanos.

Se pudo obtener una gran cantidad de explantes
sanos por el efecto del tamafio de las yemas ya que se
trabajo con un tamafio de 5 mm el cual se pudo ejercer un
control eficiente de bacterias endégenas que presentan
las Musas, esto concuerda con Sandoval y Muller (1985),
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quienes manifiestan que el porcentaje de contaminacion
no es mayor al 15 % cuando los explantes son de 1mm.

Para la regeneracion de brotes en maquefio se
procedi6 a evaluar después del segundo subcultivo lo
cual se pudo obtener hasta 2.5 brotes por explante, esto
difiere con lo obtenido por Canchignia y Ramos (2004)
quienes en platano barraganete obtuvieron 5.25 brotes
por explante al utilizar en la fase de multiplicacion,
concentraciones de 2.5 mg L' de BAP+0.8 mg L' ATA.
Este efecto se debe principalmente a la variabilidad que
existe entre una misma especie



y a las concentraciones hormonales que ejercen de
distinta manera para cada individuo, lo cual concuerdan
con Conam (2005), quien expresa que la poblacion de
una especie vegetal, no existen individuos que tengan
la misma informacion genética (ADN), que se conoce
como variabilidad genética, lo que influye a la variacion
de las concentraciones hormonales en la regeneracion
de brotes

Una vez obtenidos los brotes fueron transferidos
a medios de cultivos con diferentes niveles de sacarosa
que ayudan al desarrollo de las vitroplantas. Para esta
fase el mayor vigor alto se presento en el testigo, lo que
demuestra que esta variedad no requiere de suministros
extras de sacarosa para su desarrollo, esto difiere por
lo expresado por Daniels et al. (1997), quienes indican
que al adicionar al MS concentraciones de sacarosa al
8%, se favorece el crecimiento de microtubérculos en
papa in vitro.

Al medio de cultivo de Murashige y Skoog se
afiadié carbon activado para favorecer la emision
de raices, tornando una contextura oscura el medio
nutritivo, permitiendo el desarrollo y crecimiento
de la planta, obteniendo para esta investigacion el
mejor resultado el testigo, esto concuerda con Roca y
Mroginski (1991), quienes manifiestan que el carbon
activado se ha usado, para superar problemas especificos
de oxidacion los cuales se asocian con en cultivo de
tejidos en musaceas. (Daniels ef al., 1997) indican que
la adicion de estas sustancias al cultivo de embriones
promueve su desarrollo cuando este ha sido inhibido,
ya que al parecer absorbe del medio los compuestos
fenolitos, auxina y citoquininas que inhiben el desarrollo
del embrion somatico.

En la aclimatacion y enraizamiento de las
vitroplantas se trabajo bajo condiciones de invernadero y
asi tener un mayor prendimiento de plantas, obteniendo
el mayor porcentaje de supervivencia para el sustrato
de tierra de sembrado con un 100 %, esto difiere con
Canchignia y Ramos (2004) que demostraron en
platano barrraganete la mayor sobrevivencia de un 97
% con carboncillo. Ademas Pérez (1998) indica, en la
aclimatacion de platanos y bananos se han obtenido
buenos resultados utilizando sustratos en base de humus
de lombriz y Compost. Para el enraizamiento ex vitro
de Musas no se requiere adicionar auxinas, ya que estas
especies tienen la capacidad de sintetizar sus propias
hormonas y poder formar sus raices. Concordando
con Perez (1998) que no adicionan reguladores de
crecimiento para el enraizamiento de Musas ya que
tiene la capacidad de sintetizar sus propias auxinas.

CONCLUSIONES

Deacuerdo alos resultados obtenidos en la presente
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investigacion, se logrd establecer un protocolo para
la propagacion in vitro de platano variedad, maquefio
(Musa balbisiana), en el establecimiento aséptico, el
mejor resultado se obtuvo en el tratamiento 20 % de
cloro + 0.1% de bicloruro de mercurio, la utilizaciéon de
auxinas y citoquininas el tratamiento 5 mg L-'de BAP
+ 1.2 mg L' AIA con un valor promedio de 2.5 brotes,
el nivel de sacarosa, se evalud el vigor y la altura de
brotes obteniendo como resultado en variable vigor
se demostrd en el tratamiento dos con un 61.47 % de
plantas vigorosas.
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