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Establecimiento in vitro de platano (Musa x paradisiaca L.) cv. Curaré enano
Shajid Mark Osorio Vega

Resumen. La demanda de plantas libres de enfermedades ha incrementado, con esto la
necesidad de cultivos asépticos y la optimizacion de protocolos de micropropagacion. Se
realizaron dos experimentos de termoterapia; en el experimento 1 se evalud cuatro
tratamientos de termoterapia a bafio maria: 55 °C x 10 0 15 minutos (T1y T2), 35 °C x 10
minutos (T3), 33 °C x 15 minutos(T4), en el experimento 2 se evalud termoterapia en un
horno a 38 °C por 5 o 7 dias. Para ambos experimentos se evalud el porcentaje de
contaminacion y sobrevivencia de los explantes tratados y se utilizo un DCA. En el
experimento con bafio maria, el mejor tratamiento fue 33 °C x 15 minutos con un 0% de
contaminacion. Mientras que la termoterapia en horno tuvo un 100% de contaminacién. Se
obtuvo un mayor nimero de meristemos apicales asépticos en los tratamientos termoterapia
55 °C x 10 minutos, 35 °C x 10 minutos y 33 °C x 15 minutos. Para la optimizacion de
protocolo se evaluo el efecto del BAP a 0, 4 0 20 mg/L y AIA 0 o0 0.2 mg/L en el
establecimiento in vitro de meristemos. Para este experimento se utiliz6 un DCA con
arreglo factorial. Se evalué el nimero de estructuras que podrian ser brotes por explante. El
dia 68 se observd efecto del BAP y de la interaccion BAPxAIA. Los meristemos apicales
presentaron un mayor numero de brotes probables en el medio de cultivo suplementado con
4 mg/L de BAP + 0.2 mg/L de AIA.

Palabras claves: Bafio maria, fitohormonas, meristemos apicales, micropropagacion,
temperatura.

Abstract. The demand for disease-free plants has increased, with this the need for aseptic
cultures and the optimization of micropropagation protocols. Two thermotherapy
experiments were performed; in the first experiment four thermotherapy treatments were
evaluated in a water bath: 55 °C x 10 or 15 minutes (T1 and T2), 35 °C x 10 minutes (T3),
33 °C x 15 minutes (T4), in the second experiment however, thermotherapy was evaluated
in an oven at 38 °C for 5 or 7 days. For both experiments, the percentage of contamination
and survival of the treated explants were evaluated and a DCA was used. In the water bath
experiment the best treatment was 33 °C x 15 minutes with 0% contamination. While oven
thermotherapy had 100% contamination. A greater number of aseptic apical meristems
were obtained in the thermotherapy treatments 55 °C x 10 minutes, 35 °C x 10 minutes and
33 °C x 15 minutes. For the protocol optimization, the effect of BAP at 0, 4 or 20 mg/ L
and AIA 0 or 0.2 mg/L in the in vitro establishment of meristems was evaluated. In this
experiment a DCA with factorial arrangement was used. The number of structures that
could be shoots per explant were evaluated. On day 68, the effect of the BAP and the BAP
x AlA interaction was observed. The apical meristems presented a greater number of
probable outbreaks in the culture medium supplemented with 4 mg/L of BAP + 0.2 mg/L
of AlA.

Keywords: Apical meristems, micropropagation, phytohormons, temperature, water bath.
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1. INTRODUCCION

El platano (Musa x paradisiaca L.) pertenece a la familia de las musaceas y es un cultivo
tropical perenne originario del sudeste asiatico, concretamente de la India, siendo conocido
en el Mediterraneo después de la conquista de los arabes en el afio 650 d.C. (Robinson y
Sauco 2012).

En Honduras una de las variedades mayormente cultivadas debido a su demanda son las
variedades Cuerno y Curare Enano. El Curaré Enano es la variedad con la mayor aceptacion
en el pais ya que tiene un mejor rendimiento de campo, pero con las mismas caracteristicas
organolépticas del Cuerno (Lardizébal y Gutiérrez 2006).

La utilizacion del platano como alimento ha venido incrementando su valor econémico, lo
que implica la necesidad de mejorar sus rendimientos, la calidad para fomentar su rapida
multiplicaciéon mediante el desarrollo y transformacién de tecnologias (Colmenares y
Giménez 2003).

Actualmente las variedades utilizadas no producen semillas en sus frutos (partenocarpicos),
por lo cual se utilizan los cormos como el material de siembra (Canchignia y Ramos 2004).
Comunmente hay cinco métodos de propagacion en platano para el establecimiento de
nuevo material de propagacion. Estos son: vastagos verticales extraidos de campo; vastagos
verticales reproducidos en parcelas de multiplicacion de vastagos a campo; plantas de
micro-cormos cultivados en viveros; plantas originadas de yemas secundarias producidas
en camara humeda, camas de semilla y cultivadas en viveros; plantas producidas a partir de
técnicas de cultivo de tejidos (FAO 2013).

La biotecnologia ofrece nuevas oportunidades para la seguridad alimentaria, donde el
platano es fuente importante de alimento, fundamentalmente en paises en via de desarrollo
(INIBAP 2004). La propagacion in vitro es la técnica en la cual se extrae una pequefia parte
de la planta (explantes) y se cultiva en condiciones asépticas en un medio de cultivo,
formado por macronutrientes, micronutrientes, carbohidratos, vitaminas, reguladores de
crecimiento y a veces aminoacidos, todo esto debe estar bajo ambiente controlado
(Sandoval et al. 1991). Esta técnica comprende las etapas de iniciacion o establecimiento,
multiplicacidn, enraizamiento y endurecimiento (Rodriguez Burgos 2013).

La biotecnologia clasica nace con el desarrollo y la aplicacion del cultivo de tejidos
vegetales in vitro para lograr obtener plantas libres de enfermedades sistematicas. En
platano generalmente se realiza con los meristemos apicales debido a que la velocidad de
multiplicacion de las células meristematicas es mayor que la velocidad de translocacion de
los virus, dejando a la planta libre de ciertas enfermedades sistémicas (Ortega et al. 2010).



El cultivo de tejidos se realiza en condiciones controladas donde los cormos son reducidos
y desinfectados o saneados para luego poder extraer el meristemo apical y a partir de este
obtener hasta 1000 plantulas (FAO 2013). El saneamiento del material vegetal es
sumamente importante ya que aqui se debe reducir las probabilidades de contaminacion al
minimo. Actualmente existen tres tipos de terapias que son comunmente utilizadas para
obtener material vegetal libre de enfermedades, las cuales son: termoterapia, quimioterapia,
y electroterapia (Ortega et al. 2010). La termoterapia consiste en introducir los explantes a
tratamiento basado en la aplicacién de calor seco o himedo con variacion de temperatura y
duracion segln el tratamiento, especie de planta y patégeno a eliminar (Ruz et al. 2003).
En general, en cuanto mayor es la temperatura y mayor es la duracion de la exposicion,
mayor es la frecuencia de erradicacion de los hongos, bacterias y virus (Wang et al. 2018).

El calor se aplica principalmente por agua, aire o vapor. Se puede tratar térmicamente una
gran variedad de partes de plantas: arboles enteros, vastagos, vitroplantas, plantulas, tallos,
esquejes, brotes, flores cortadas, semillas, bulbos, tubérculos, cormos o frutas y verduras
almacenadas. Los microorganismos patdgenos objetivo a eliminar son principalmente
hongos y bacterias. Muchos estudios muestran el éxito de reducir las enfermedades por el
calor. Sin embargo, el método requiere estudios para determinar el tipo de calor mas
apropiado para una parte de la planta en particular, y la combinacion 6ptima de tiempo y
temperatura de exposicion a usar para la mejor eficiencia con el menor dafio al tejido vegetal
(Grondeau et al. 2011).

La quimioterapia consiste principalmente en el uso de antibioticos o cualquier otro quimico
dentro del medio de cultivo que inhiba la multiplicacion de microorganismos en el tejido
vegetal, esta es bastante cara por lo que no es comun su aplicacion. Electroterapia esta
basado en el uso de corrientes eléctricas que entran en contacto con las yemas durante un
periodo variable de tiempo para lograr eliminar los patégenos presentes en el material
vegetal, para su realizacion se necesita equipos especiales (Ortega et al. 2010).

En estudios previamente realizados se logro el establecimiento de Musas utilizando
meritemos y la formacion de brotes utilizando la citocinina BAP (6-Bencilaminopurina) a
una concentracion de 4 mg/L BAP en el medio de cultivo MS (Khaldun et al. 2007). Un
estudio actual ha demostrado que BAP resulta ser mas efectivo cuando es combinado con
la auxina AlA (&cido indoleacético) para la optimizacién de brotes en diferentes variedades
de la familia Musa (Davey y Sipen 2012).

Los objetivos de este estudio fueron:

e Evaluar el efecto de termoterapia en meristemos de platano para el establecimiento in
vitro.

e Evaluar el efecto de la 6- bencilaminopurina y el acido indolacético en la produccién de
brotes en el establecimiento in vitro de meristemos de platano.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion.

El estudio se realizo en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento
de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana, ubicada en el
Valle del Yeguare a 30 km de Tegucigalpa, Honduras.

Medio de cultivo.

El medio de cultivo utilizado para llevar a cabo la investigacion fue Murashige y Skoog
(MS) modificado para el establecimiento in vitro de meristemos de platano (Cuadro 1). El
pH del medio se ajusto a 5.8 y se solidificd con Phytagel® 1.8 g/L. Se coloco
aproximadamente 20 mL de medio de cultivo por frasco de 100 mL. EI medio de cultivo se
esterilizé en autoclave a 1 kg/cm?, 121 °C durante 20 minutos.



Cuadro 1. Medio de cultivo Murashige y Skoog modificado para establecimiento in vitro
de meristemos de platano cv. Curaré enano.

Componentes Formula Nombre comun mg/L
Macroelementos NH4NOs Nitrato de amonio 1650.000
KNOs Nitrato de potasio 1900.000
MgSO4.7H,0 Sulfato de magnesio 370.000
heptahidratado
CaCl..2H0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobasico de potasio 170.000
Microelementos  H3BOs Acido bérico 6.200
CoCl,.6H.0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS04.5H0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
KI Yoduro de potasio 0.830
MnS0O4.4H20 Sulfato de manganeso 22.300
tetrahidratado
Na:Mo0QO42H,0 Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Hierro Sodio 50.000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Inositol 100.000
Tiamina 0.100
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Reguladores Citocinina Bencialminopurina 3.000
Auxina Acido Naftaleneacético 1.000
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

Fuente: Hoyos et al. 2008

Fuente de material vegetal.

Para la investigacion se utilizd meristemos apicales extraidos de cormos de hijuelos de
platano, variedad Curaré enano, de 50 a 60 centimetros de altura, de aproximadamente 250
gramos provenientes de la plantacién de la unidad de Ornamentales y Propagacién (Figura
1).

A los cormos extraidos del campo se les elimind parte del pseudotallo y las raices, luego se
lavaron con agua y jabdn para proceder a la primera reduccién de los explantes, que se
realiz cortando el pseudotallo a una altura aproximada de 15 cm por encima de la insercion
de la hoja en el cormo basal y con un grosor basal aproximada de 5 cm y un peso
aproximado de 100 g (Figura 1). Todas las herramientas usadas fueron desinfectadas con
cloro liquido (4.72% ingrediente activo) antes de cortar cada cormo.



Figura 1. Cortes primarios y eliminacion de las hojas apicales de la plantula de Musa %
paradisiaca L. A) Plantula extraida de sustrato y un corte transversal eliminando hojas
apicales. B) Corte del cormo basal eliminando raices. C) Corte del pseudotallo reduciéndolo
a una altura aproximada de 15 cm.

Preparacion y desinfeccion de explantes.

Luego de realizar la primera reduccion se ingresé los cormos al laboratorio para realizar
una segunda reduccion en la que se dejé a un tamafio aproximado de 8-10 cm de longitud
y 3 cm de base (Figura 2). Todas las herramientas usadas fueron desinfectadas con cloro
liquido (4.72% ingrediente activo) antes de cortar cada cormo los explantes reducidos se
volvieron a lavar con agua y jabon. La desinfeccion se realizé sumergiendo los explantes
en NaOCI al 30% (volumen/volumen) + 2 gotas de Tween™80 por cada 100 mL de
solucion durante 15 minutos.

LT O

Figura 2. Cortes secundarios realizados en los cormos de Musa paradisiaca L para su
segunda reduccion dentro del laboratorio. A) Reduccion de la longitud del pseudotallo a
una altura aproximada de 8-10 cm. B) Cromo basal reducido a través de cortes transversales
a un anchor aproximado de 3 cm.



Establecimiento de meristemos.

La extraccion del meristemo apical se realizo reduciendo el tamarfio hasta llegar a 0.5 cm de
diametro de la base (Figura 3). Este proceso se realiz6 en la camara de flujo laminar. Previo
a la siembra la camara se desinfectd con alcohol al 70%, las herramientas se esterilizaron
por 15 segundos a 250 °C en el esterilizador de calor seco Steri 250.

Una vez listos los meristemos se procedio a colocarlos en el medio de cultivo estéril. Luego
fueron incubados a 22 °C con 60% de humedad relativa por tres semanas en condiciones de
16 horas fotoperiodo con luz blanca de 39 pM/m?/segundo. El medio de cultivo de cada
explante fue refrescado cada 21 dias a partir del dia que fue sembrado.

Figura 3. Cortes y eliminacién del pseudotallo de Musa x paradisiaca L. antes del
establecimiento in vitro. A) Segunda reduccién del explante dentro del laboratorio, B) Corte
longitudinal de las hojas que cubren el pseudotallo dentro de la cdmara de flujo laminar, C)
Meristemo apical establecido in vitro.

Experimento 1: Efecto de alta temperatura en meristemos de platano.
Se evaluaron dos métodos de termoterapia aplicado a los explantes los cuales fueron bafio
maria y horno (Figura 4). A continuacion, se describen los tratamientos.

Figura 4. Tratamientos térmicos en el explante de la Musa x paradisiaca L. antes de la
tercera reduccion. A) Tratamiento térmico de calor controlado dentro de un horno
incubador, B) Tratamiento térmico en bafio maria controlado por el equipo calentador
Isotemp.



Termoterapia con bafio de maria.

Para estos tratamientos los cormos reducidos fueron sumergidos en agua destilada estéril a
temperatura ambiente y colocados en un equipo para bafio maria marca Isotemp® donde
gradualmente la temperatura del agua donde estaban sumergidos los explantes subio hasta
llegar a la deseada (Cuadro 2). Para cada tratamiento se repitié lo ya mencionado y cuando
ya se alcanzaba la temperatura deseada se mantenia y se iniciaba con la toma de tiempo.
Luego el beaker con los cormos reducidos se retiraba del Isotemp® para poder remover el
agua caliente y agregarle agua a temperatura ambiente para enfriarlos y poder proceder con
la desinfeccion y extraccion del meristemo apical.

Cuadro 2. Tratamientos de termoterapia con bafio maria previo al establecimiento in vitro
de meristemos de platano.

Tratamiento Temperatura (°C) Minutos
0 Ambiente 0
1 55 10
2 55 15
3 35 10
4 33 15

Termoterapia con horno.

Para estos tratamientos los cormos reducidos se colocaron en una bandeja de aluminio
donde se cubrieron con sustrato Pindstrup® y se colocaron en un horno incubador que se
mantuvo a de 38 °C por 8 horas/dia con una humedad relativa del 70% durante 5 0 7 dias
(Cuadro 3).

Luego de los tratamientos de termoterapia se procedié a la desinfeccion descrita
anteriormente.

Cuadro 3. Tratamientos termoterapia en horno previo al establecimiento in vitro de
meristemos de platano.

Tratamiento Temperatura (°C) Dias RZE?\?S?‘?A) )
0 Ambiente 0 Ambiente
1 38 5 60
2 38 7 50

Variables a medidas.

Se evalud el nimero de meristemos establecidos asépticos, porcentaje contaminados y
muertos cada siete dias por 21 dias. Los cultivos contaminados fueron aislados diariamente
del resto de cultivos.



Disefio Experimental.
Se usO un disefio completamente al azar (DCA). En el bafio maria se realizd cinco
tratamientos con 10 repeticiones por tratamiento, para un total de 50 repeticiones. En el
horno incubador se realizd dos tratamientos con 20 repeticiones por tratamiento, para un
total de 40 repeticiones.

Andlisis Estadistico.
Se utilizé un analisis de varianza con separacion de medias por el método Duncan (P<0.05).
Se uso6 el programa estadistico InfoStat version 2018.

Experimento 2: Efecto de 6-Bencilaminopurina (BAP) y Acido indoleacético (AlA) en
el establecimiento de meristemos de platano cv. Curaré enano.

Preparacion y desinfeccion de material vegetal. Los cormos fueron reducidos como se
explic anteriormente y a continuacién fueron sumergidos en agua destilada estéril a
temperatura ambiente y gradualmente la temperatura subio hasta llegar a 38 °C por cinco
minutos usando el equipo para bafio maria marca Isotemp®. Luego se procedié a la
desinfeccion con NaOCL al 30% (v/v) + 2 gotas de Tween™80 por cada 100 mL de
solucién durante 15 minutos.

Tratamientos a evaluar. Para este experimento se usd los Macro, Micronutrientes,
vitaminas, y carbohidratos del medio de cultivo MS descrito en el Cuadro 1, excepto por
las hormonas indicadas en el cuadro que fueron reemplazadas por BAP y AlA segln el
tratamiento a evaluar (Cuadro 4). Cada 21 dias se hizo refrescamiento de los medios de
cultivo y limpieza de los explantes.

Cuadro 4. Dosis de 6-Benciaminopurina (BAP) y Acido indoleacético (AIA) evaluados
para el establecimiento in vitro de meristemos de platano cv. Curaré enano.

Tratamiento BAP mg/L AlA mg/L
1 0 0.0
2 4 0.0
3 20 0.0
4 0 0.2
5 4 0.2
6 20 0.2

Variables medidas.

Se evalud el nimero de estructuras que pueden ser posibles brotes por explante en los
meristemos apicales ya establecidos. Esto se hizo a los 60 y 68 dias después del
establecimiento.



Disefio Experimental.
Se us6 un disefio completamente al azar (DCA) con un arreglo factorial de 3 x 2 (tres dosis

de BAP x 2 dosis de AIA). Se realizaron seis tratamientos con 30 repeticiones por
tratamiento, para un total de 180 unidades observacionales.

Analisis Estadistico. Se utilizé un analisis de varianza con separacion de medias por el
método Duncan (P < 0.05). Se us6 el programa estadistico InfoStat version 2018.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1: Efecto de alta temperatura en meristemos de platano.

Termoterapia con bafio de maria.

Durante las primeras tres semanas es cuando se observa el mayor porcentaje de
contaminacion, lo cual concuerda con los datos en el establecimiento de fresas dicho por
Gomez y Cerdas (2003) donde se concluy6é que al momento que van pasando los dias
después del establecimiento va ir incrementando el porcentaje de contaminacion.

En la variable porcentaje de contaminacion la termoterapia de 55 °C x 15 minutos presento
el mayor nimero de meristemos apicales contaminados (Cuadro 5). Grondeau et al. (2011)
reporta que la termoterapia requiere estudios para determinar el tipo de calor mas apropiado
para un tejido vegetal en particular, y la combinacién dptima de tiempo y temperatura de
exposicion a usar para mejorar la reduccion de patégenos causantes de la contaminacion in
vitro.

Cuadro 5. Porcentaje de explantes contaminados de meristemos apicales de platano (Musa
x paradisiaca L.) variedad Curaré enano en la etapa de establecimiento in vitro como
respuesta a los tratamientos de termoterapia a través de la aplicacion de calor humedo
utilizando el método bafio maria.

Tratamiento Temperatura ~ Tiempo DIAS

(°C) (minutos) 7 14 21
0 Ambiente 0 Oa¥ 10a 20 ab
1 55 10 Oa 10 a 10a
2 55 15 20b 50 b 50b
3 35 10 Oa Oa 10a
4 33 15 Oa Oa Oa
Coeficiente de Variacion 0.92 1.50 1.75
Probabilidad 0.0485  0.0038 0.0358
R? 0.17 0.29 0.20

¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segin la prueba
Duncan (P <0.05).
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Los tratamientos testigo, 55 °C 10 y 35 °C 10 o 15 minutos presentaron las mejores
sobrevivencias (Cuadro 6), estos resultados concuerdan con Wang et al. (2018) donde
reportaron un mayor nivel de sobrevivencia en brotes de pera in vitro que habian sido
tratados térmicamente durante 50 dias a una temperatura de 34 °C y brotes de manzana in
vitro que habian sido tratados térmicamente durante 30 dias a una temperatura de 38 °C.
También dice que las variables temperatura y tiempo tienen una relacién de mayor a menor,
0 viceversa, dependiendo del tipo de material vegetal a tratar. El tratamiento con 55 °C x
15 minutos presentd un 0% de sobrevivencia a la alta temperatura a mayor tiempo causando
coccidn de los explantes (Figura 5).

Cuadro 6. Porcentaje de explantes sobrevivientes de meristemos apicales de platano (Musa
x paradisiaca L.) variedad Curaré enano en la etapa de establecimiento in vitro como
respuesta a los tratamientos de termoterapia utilizando el método bafio maria.

Tratamiento Temperatura Ti_empo DIAS
(°C) (minutos) 7 14 21

0 Ambiente 0 100a* 90a 80a
1 55 10 100 a 90 a 90 a
2 55 15 0b 0b Ob
3 35 10 100 a 100 a 90 a
4 33 15 100 a 100 a 100 a
Coeficiente de Variacion 0.69 0.94 1.30
Probabilidad 0.0397 0.0001 0.0001
R? 0.28 0.80 0.66

¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segin la prueba
DUNCAN (P <0.05).

Figure 5. Explanteé de platano (Musa x paradisiaca L.) establecidos in vitro luego de
tratamientos de termoterapia a través del método bafio maria. Explantes muertos A) 55 °C

x 15 minutos. Explantes vivos B) 33 °C x 15 minutos. C) 38 °C x 5 minutos.
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Termoterapia con horno.

Alvarez et al. (2016), realizaron el tratamiento termoterapia a 18 °C por 20 dias en apices
de papa en un horno incubador y reportaron un 100% de contaminacion en los apices de
papa cultivados in vitro, siete dias despues del establecimiento en el medio MS. Si se
compran estos resultados con los obtenidos en este estudio se puede observar que se
obtuvieron relativamente los mismos resultados, ya que la introduccién de calor seco a
través del uso de un horno para mantener las condiciones de temperatura y humedad relativa
sumamente iguales dentro del sustrato, donde se colocaron los cormos reducidos no logré
eliminar los hongos y bacterias del tejido vegetal. A los 21 dias después del establecimiento
de los meristemos apicales resultaron con un total de 95% de contaminacién, indicando que
estadisticamente no existe diferencia significativa entre ambos tratamientos, pero si son
significativamente diferentes al tratamiento control, siendo este el mejor (Cuadros 7y 8).

Cuadro 7. Porcentaje de explantes contaminados de meristemos apicales de platano (Musa
x paradisiaca L.) variedad Curaré enano en la etapa de establecimiento in vitro como
respuesta a los tratamientos de termoterapia a través de la aplicacion de calor utilizando un
horno incubador.

: DIAS
Tratamiento Temeeratura Tlempo
(°C) (dias) 7 14 21

0 Ambiente 0 0 b* 10b 20 b

1 38 5 30b 80 a N0a

2 38 7 80 a 100 a 100 a
Coeficiente de Variacion 1.62 1.38 1.38
Probabilidad 0.0002 <0.0001 <0.0001
R? 0.70 0.78 0.76

¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segln la prueba
DUNCAN (P <0.05).
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Cuadro 8. Porcentaje de explantes sobrevivientes de meristemos apicales de platano (Musa
x paradisiaca L.) variedad Curaré enano en la etapa de establecimiento in vitro como
respuesta a los tratamientos de termoterapia a través de la aplicacion de calor seco utilizando
un horno incubador.

. Temperatura Tiempo DIAS
Tratamiento °C) (dias) 7 12 1
0 Ambiente 0 100 a* 90 a* 80a*
1 38 5 70 a 60 a 10b
2 38 7 20b 10b Ob
Coeficiente de Variacion 1.60 1.61 1.40
Probabilidad 0.0002 0.0002 <0.0001
R? 0.70 0.72 0.76

¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segun la prueba
DUNCAN (P <0.05).

Experimento 2: Efecto de 6-Bencilaminopurina (BAP) y Acido indoleacético (AlA)
en el establecimiento de meristemos de platano cv. Curaré enano.

Se observd un 100% de fenolizacidon en los meristemos apicales, lo cual no afectd la
sobrevivencia de los explantes, pero fue necesario el refrescamiento de los medios de
cultivo y limpieza de los explantes cada 21 dias para eliminar los tejidos fenolizados. Los
meristemos apicales presentaron un cambio de color de un color blanco-crema a un color
verde al dia 14, al dia 60 del establecimiento los meristemos apicales presentaron formacion
de estructuras que podrian ser brotes.

Figura 6. Brotes probables de plétand. '(Musé x paradisiaca L.) establecidos in vitro en
medio de cultivo MS. A) Medio sin fitohormonas. B) 4 mg/L BAP. C) 20 mg/L BAP. D)
0.2 mg/L AIA. E) 4 mg/L BAP + 0.2 mg/L AIA. F) 20 mg/L BAP + 0.2 mg/L AlA.
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Al dia 60 en la variable formacion de brotes probables hubo efecto del BAP, AIA, y la
interaccion del BAP y AlA. Al dia 68 en la variable formacion de brotes probables no hubo
efecto del AlA, pero sin embargo se mantuvo el efecto en la interaccion y del BAP (Cuadro
9). En esta variable el mejor tratamiento fue el medio suplementado con 4 mg/L de BAP
con una media de brotes probables de 2.75/explante, mientras que en los medios
suplementados con AlA no hubo diferencia significativa (Cuadros 10 y 11). Khaldun et al.
(2007) en su investigacion con banano reportaron un promedio de brotes de 2.17/explante
a los 30 dias con una concentracion de 4 mg/L BAP en medio MS.

Cuadro 9. ANOVA de numero de brotes probables de platano (Musa x paradisiaca L.)
variedad Curaré enano en etapa de establecimiento in vitro como respuesta a las
fitohormonas BAP y AlA.

Variabl Probabilidad

arlaples Dia 60 Dia 63
BAP ¥ ¥
AlA ¥ n.s.
BAPXAIA ¥ ¥

"S- No existe diferencia estadisticamente significativa segun la prueba DUNCAN.
¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segin la prueba
DUNCAN (P <0.05).

Cuadro 10. NUmero de brotes probables por meristemo apical de platano (Musa X
paradisiaca L.) variedad Curaré enano en etapa de establecimiento in vitro como respuesta
a 6-Bencilaminopurina (BAP) suplementado en medio MS.

Tratamiento mg/L DIAS
BAP 60 68
0 0.93 c¢* 0.93c
4 2.45a 2.75a
20 1.72b 1.88b
Probabilidad <0.0001 <0.0001
Coeficiente de variacion 4.61 4.87
R? 0.32 0.34

¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segin la prueba
DUNCAN (P <0.05).
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Cuadro 11. NUmero de brotes probables por meristemo apical de platano (Musa X
paradisiaca L.) variedad Curaré enano en etapa de establecimiento in vitro como respuesta
a Acido indoleacético (AlIA) suplementado en medio MS.

Tratamiento mg/L DIAS

AlA 60 68
0.0 1.94 a* 2.02 s
0.2 146 b 1.69
Probabilidad 0.0047 0.0690
Coeficiente de Variacion 4.61 4.87
R? 0.32 0.34

"S- No existe diferencia estadisticamente significativa segin la prueba DUNCAN.
¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segin la prueba
DUNCAN (P <0.05).

En el efecto en la interaccion los tratamientos que presentaron un mayor nimero de brotes
probables fueron: 4 mg/L de BAP, 4 mg/L de BAP + 0.2 mg/L de AIA, 20 mg/L de BAP.
En la variable nimero de brotes probables el mejor tratamiento fue el suplementado con 4
mg/L de BAP + 0.2 mg/L de AlA con una media de brotes probables de 2.80 (Cuadro 12).
Davey y Sipen (2012) en su investigaciéon reportaron que, en banano, variedad Pisang
Nangka, obtuvieron mayor numero de brotes por meristemo apical con 5/0.2 y 6/0.2 mg/L
BAP/AIA ambos con promedios de 5 brotes/explante. Ellos también lograron observar que
los numeros de brotes decrecieron progresivamente cuando fueron establecidos en 8-14
mg/L BAP y 0.2 mg/L AlA. Dhed’a et al. (1991) reportaron que la combinacion de BAP
y AIlA fueron efectivos en la propagacion in vitro de platanos y bananos los cuales
generalmente demostraron un mayor namero de brotes y un incremento de elongacién de
brotes significativamente mejor en la presencia de AIA y BAP que cuando se trataba
solamente con BAP.
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Cuadro 12. Numero de brotes probables por meristemo apical de platano (Musa X
paradisiaca L.) variedad Curaré enano en etapa de establecimiento in vitro como respuesta
a 6-Bencilaminopurina (BAP) x Acido indoleacético (AIA) suplementado en diferentes
concentraciones en el medio MS.

Tratamiento mg/L DIAS
BAP x AIA 60 68
0 0.0 0.87 b* 0.87b
4 0.0 2.57a 2.70a
20 0.0 240a 2.50a
0 0.2 1.00b 1.00 b
4 0.2 2.33a 2.80 a
20 0.2 1.03b 1.27b
Probabilidad 0.0012 0.0027
Coeficiente de Variacion 4.61 4.87
R? 0.32 0.34

¥ Los tratamientos con distintas letras son significativamente diferentes, segin la prueba
DUNCAN (P <0.05).
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4. CONCLUSIONES

Se obtuvo un mayor numero de meristemos apicales asépticos en los tratamientos
termoterapia bafio maria 55 °C x 10 minutos, 35 °C x 10 minutos y 33 °C x 15 minutos.

Los meristemos apicales presentaron un mayor nimero de brotes probables en el medio
de cultivo suplementado con 4 mg/L de BAP con o sin 0.2 mg/L de AlA.
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5. RECOMENDACIONES

e Evaluar temperaturas mas altas por tiempos mas cortos o intermitentes en bafio maria
para reducir la contaminacion.

e Continuar con el desarrollo de los explantes in vitro hasta la etapa de aclimatacion.
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