Propagacion in vitro de Banano
(Musa acuminata) -variedades Gros Michel y
Williams- a partir de meristema

Erick Limbert Ubilla Navarro

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Noviembre, 2016



ZAMORANO ,
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

Propagacion in vitro de Banano
(Musa acuminata)-variedades Gros Michel y
Williams- a partir de meristema

Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero Agrénomo en el
Grado Académico de Licenciatura

Presentado por

Erick Limbert Ubilla Navarro

Zamorano, Honduras
Noviembre, 2016



Propagacion in vitro de Banano (Musa acuminata) -variedades Gros Michel y
Williams- a partir de meristema

Erick Limbert Ubilla Navarro

Resumen. El banano es un cultivo de importancia alimenticia debido a su gran contenido
de vitaminas y minerales. La Musa acuminata tradicionalmente se propaga en forma
vegetativa por cormos. Uno de los principales problemas que presenta propagarlo
convencionalmente es que la tasa de multiplicacion es baja. Los objetivos de este estudio
fueron, evaluar el medio mas favorable para el establecimiento in vitro en dos variedades
de banano Gros Michel y Williams, y determinar el medio mas favorable para la
multiplicacion en la fase de subcultivos | y 1l en dos variedades de banano Gros Michel y
Williams. Los medios evaluados fueron los de Krikorian y Cronauer (1983) y Colmenares
y Giménez (2001). Se us6 un DCA, con dos tratamientos y dos repeticiones y 25 unidades
experimentales por repeticion. Se realiz6 una prueba t para determinar si las diferencias son
significativas. Se observo el porcentaje mas alto de meristemos establecidos en el medio de
Colmenares y Giménez (2001) en la variedad Williams. En la variedad Gros Michel no se
observo diferencia significativa en el porcentaje de meristemos establecidos en los dos
medios. En la multiplicacion los mejores resultados se obtuvieron en el medio de Krikorian
y Cronauer (1983) en las dos variedades, alcanzando 2.97 y 3.11 brotes por explante en el
subcultivo | y 11 respectivamente en Gros Michel y 3.34 y 2.93 brotes por explante en el
subcultivo 1y 1l en Williams.

Palabras clave: Agua de coco, BAP, explantes, micropropagacion.

Abstract. Banana is an important food crop due to its high content of vitamins and minerals.
The Musa acuminata traditionally propagated vegetatively in corms. One of the main
problems is that conventionally propagate multiplication rate is low The objectives of this
study were to evaluate the most favorable media culture for the establishment in vitro in
two varieties of banana Gros Michel and Williams, and determine the most favorable media
culture for multiplication of subcultures in phase I and Il in two varieties of banana Gros
Michel and Williams. The media culture evaluated were Krikorian and Cronauer (1983)
and Colmenares and Giménez (2001). A DCA, with two treatments with two replications
was used and 25 experimental units per replication. A t test was performed to determine
whether the differences are significant. The highest percentage of meristems established in
the middle Colmenares and Giménez (2001) observed the variety Williams. In the variety
Gros Michel no significant difference in the percentage of meristems established in the two
media was found. In the multiplication stage the best results were obtained in the media of
Krikorian and Cronauer (1983) in both varieties, reaching 2.97 and 3.11 shoots per explant
in subculturing 1 and Il respectively in Gros Michel, 3.34 and 2.93 shoots per explant in
subculturing I and 11 in Williams.

Keywords: BAP, Coconut water, explants, micropropagation.
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1. INTRODUCCION

El banano pertenece a la familia de las Muséceas, es una fruta originaria del Sureste del
continente asiatico, gracias a su gran contenido nutricional de potasio, hierro y vitaminas,
es muy importante como fuente alimenticia de las personas (Garrido Ramirez et al. 2011).
Es un cultivo tropical de mucha importancia econémica y alimentaria, ademas de ser el
cuarto cultivo mas importante del mundo, es una gran fuente de empleos e ingresos a todos
aquellos que se dedican a producir este fruto (Alvarez et al. 2013).

Los principales productores de banano son India, China-Continental, Filipinas, Brasil y
Ecuador. Entre los afios de 2012 a 2014 hubo una disminucion en la produccion, area
cosechada y rendimiento del banano en América del Sur (FAOSTAT 2016). Esto es debido
al cambio climéatico en los ultimos afios, que han intensificado los ataques de plagas y
enfermedades (Ortega et al. 2010).

El banano es atacado por diferentes tipos enfermedades por hongos, bacterias y virus, entre
las enfermedades causadas por hongos, se encuentran Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis) y Fusarium oxyporum f. sp cubense (FOC raza 1 y recientemente raza 4) (Alvarez
et al. 2013).

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, multiplicacién,
enraizamiento y endurecimiento (Rodriguez Burgos 2013).

La propagacion in vitro de Musa acuminata generalmente se la realiza por meristemos
apicales extraidos de los cormos, debido a que estos meristemos tienen un crecimiento
longitudinal y también por su totipotencia. Los meristemos se establecen en un medio de
cultivo adecuado donde puede crecer una nueva planta (Ortega et al. 2010).

Para la micropropagacion los cormos tienen que ser cortados y desinfectados antes de
extraer y sembrar el meristemo apical. Por cada meristemo se pueden producir hasta 1000
plantas in vitro. Estas van a ser aclimatadas a alta humedad y luz relativamente baja y por
altimo transferidas al vivero para ser cultivadas y trasplantarlos llevar al campo para la
produccién (FAO 2013).



El banano tradicionalmente se propaga en forma vegetativa por cormos, estos son separados
para sembrarlos, unos de los principales problemas que presenta propagarlos con este
método es que la tasa de multiplicacion es muy baja, pero aun mas grave es el aumento de
la poblacion de insectos y otras plagas en la plantacién. Por esta razon la propagacion in
vitro es una de las alternativas para la obtencion de plantas sanas (libres de patdgenos), a
diferencia del método tradicional que pueden traer problemas fitosanitarios (Sandoval et al.
1991).

Los objetivos de este estudio fueron, evaluar el medio mas favorable para el establecimiento
in vitro en dos variedades de banano Gros Michel y Williams y determinar el medio mas
favorable para la multiplicacion en la fase de subcultivos 1 y 11 en dos variedades de banano
Gros Michel y Williams.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion. El estudio se realizé en los meses de junio a septiembre del afio 2016 en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento de Ciencia y Produccion
Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, Honduras.

Establecimiento in vitro de meristemos apicales. El material vegetal fue extraido de
cormos de hijuelos de la plantacion de la Escuela Agricola Panamericana ubicada en Zona
Tres. Para el experimento se selecciond y recolectd cormos de hijuelos de las variedades
Gros Michel y Williams de 50 a 60 centimetros de altura.

La recoleccion de los explantes para ambas variedades se realiz6 cortando el pseudotallo a
una altura aproximada de 10 cm por encima de la insercion de la hoja en el cormo basal.
Después se eliminaron las raices del cormo hasta que se observaron los tejidos blancos
internos. A continuacion, se removieron la base externa de las hojas del cormo, hasta
obtener aproximadamente un cono de un cm de longitud que contiene el meristemo apical
(Krikorian y Cronauer 1983).

Desinfeccidn del material vegetal. La desinfeccion de los explantes consistio en un lavado
con agua y jabdn suave por un minuto, luego se los sumergi6é en una solucién de cloro
comercial al 0.5% Y/v (NaOCIl 4.72% de ingrediente activo) se agregaron dos gotas de Tween
80 por cada 100 mL de solucidn desinfectante y por 10 minutos se sumergieron los cormos
en la solucién (Krikorian y Cronauer 1983).

Preparacion, siembra y manejo del material vegetal. La siembra se realizé dentro de la
camara de flujo laminar, esta se desinfect6 con etanol al 70% y encendi6 15 minutos antes
de la siembra. Los bisturis y pinzas que se usaron para el procedimiento se lavaron con agua
y jabon y desinfectaron con etanol al 70% y esterilizaron en los esterilizadores de calor seco
a 250 °C por 15 segundos.

Los cormos se trasladaron al cuarto de transferencia y en condiciones de asepsia (caAmara
de flujo laminar) se los enjuago tres veces con agua destilada estéril, se eliminaron los
primordios foliares hasta obtener un cono de 2-3 mm de longitud, se conservo siempre un
minimo de la base para poder manipular facilmente el meristemo (Figura 1). Se coloco un
explante por frasco y ademas se asegurd que la base del explante quedara en contacto con
el medio (Figura 2).



Figura 1. Cortes y eliminacion del pseudotallo de Musa acuminata antes del establecimiento
in vitro. A) Meristemo rodeado por hojas que forman el pseudotallo luego de la
desinfeccion, B) Corte longitudinal de las hojas que cubren el pseudotallo, C) meristemo
con dos capas de pseudotallo, D) Meristemo apical descubierto sefialado con flecha.

Figura 2. Siembra del meristemo apical de Musa acuminata en el medio de establecimiento,
A) Colocacion del meristemo apical en el medio de cultivo, B) Meristemo en el medio de
cultivo de establecimiento.

Medio de cultivo. Se utilizaron los medios Krikorian y Cronauer (1983) y Colmenares y
Giménez (2001). Estos son medios basados en el de Murashige y Skoog (MS). Los medios
fueron solidificados con 1.8 g L™ de Phytagel®, el pH se ajustd a 5.8 con KOH o HCI, luego
fue esterilizado en autoclave a 121 °C, a 15 PSI por 20 minutos.

Medio de Krikorian y Cronauer (1983). Medio basal de Murashige y Skoog (MS)
modificado y suplementado con 5 mg L de BAP y 40 g L™ de sacarosa (Cuadro 1).
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Medio de Colmenares y Giménez (2001). Medio basal de Murashige y Skoog (MS)
modificado y suplementado con 60 mg L™ de cisteina, 100 mg L* de &cido ascorbico, 1mg
L* pantotenato de calcio, 0.01 mg L™ de biotina, 1mg L™ de tiamina, 15% de agua de coco

y 40 g L! de sacarosa (Cuadro 2).

Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado por Krikorian y
Cronauer para el establecimiento in vitro de meristemos de Musa acuminata, variedades

Gros Michel y Williams.

Componentes Formula Nombre Comun mg L
Macro elementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1,900.000
MgSQO,.7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NH4NO; Nitrato de amonio 1650.000
Micro elementos HsBO; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuSQ,.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSQO,.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na,Mo00,.2H,0 Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS0,4.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Sal férrica sodica de &cido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Compuestos Tiamina- HCI 1.000
Organicos
Inositol 100.000
BAP 5.000
Sacarosa 40,000.000

Fuente: Krikorian y Cronauer (1983)



Cuadro 2. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado por Colmenares y
Giménez para el establecimiento in vitro de meristemos de Musa acuminata, variedades

Gros Michel y Williams.

Componentes  Férmula Nombre Comun mg L?
Macro elementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1,900.000
MgSQO,.7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NH4NOs Nitrato de amonio 1650.000
Micro elementos H;BO; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS0,4.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSQO,.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na;Mo00,.2H,0 Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Sal férrica sodica de acido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Compuestos Tiamina- HC| 1.000
Organicos
Inositol 100.000
Cisteina 60.000
Acido Ascorbico 100.000
Pantotenado de calcio 1.000
Biotina 0.010
Agua de Coco 150.000
Sacarosa 40,000.000

Fuente: Colmenares y Giménez (2001)

Incubacion. Las condiciones de incubacion en el cuarto de crecimiento fueron de 24 °C,
con una humedad relativa de 70%, con intensidad luminica de 2000 Lux y un fotoperiodo
de 16 horas luz por lamparas fluorescentes, estas condiciones se mantuvieron en todo el

experimento.

Variables medidas. Los explantes sembrados se observaron a los 42 dias. La variable
medida fue el porcentaje de meristemos establecidos.



Disefio Experimental y Analisis Estadistico. Se utiliz6 un Disefio Completo al Azar con
dos tratamientos, dos repeticiones por tratamiento, 25 unidades experimentales por
repeticion. Se usO una prueba t para determinar diferencias significativas entre los
tratamientos. Los datos fueron analizados con el programa “Statistical Analysis System”
(SAS version 9.3%).

Induccion/multiplicacion de brotes. Dentro de la cdAmara de flujo laminar se separaron los
brotes del explante, ademas se realiz6 un corte longitudinal del explante principal, se colocd
un brote por frasco, la incubacion fue en las mismas condiciones del establecimiento.

Medio de cultivo. Para la induccién y multiplicaciéon de brotes se utilizaron los medios
recomendados para esta fase por Krikorian y Cronauer (1983) y Colmenares y Giménez
(2001). Estos son medios basados en el de Murashige y Skoog (MS). Los medios fueron
solidificados con 1.8 g L™ de Phytagel®, el pH se ajust6 a 5.8 con KOH o HCI, luego fue
esterilizado en autoclave a 121 °C, a 15 PSI por 20 minutos.

Medio Krikorian y Cronauer (1983). Sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con
1 mg L de tiamina, 5 mg L™ de BAP y 40 g L* de sacarosa (Cuadro 1).

Medio Colmenares y Gimenez (2001). Sales Murashige y Skoog (MS) suplementado con
60 mg L de cisteina, 100 mg L de 4cido ascorbico, 1 mg L pantotenato de calcio, 0.01
mg L biotina, 1 mg L™ tiamina, 5 mg L™ BAP y 30 g L! de sacarosa (Cuadro 3).

Variables medidas. Se evalud el nimero de brotes obtenidos a partir de cada explante del
subcultivo | (a los 21 dias) y subcultivo Il (a los 21 dias).

Disefio Experimental y Andlisis Estadistico. Se utilizé un Disefio Completo al Azar con
dos tratamientos, dos repeticiones por tratamiento, 92 unidades experimentales para la
variedad Gros Michel y 74 unidades experimentales para la variedad Williams en el medio
de Krikorian y Cronauer (1983), para el medio de Colmenares y Giménez (2001) fueron 74
unidades experimentales para la variedad Gros Michel y 91 unidades experimentales para
la variedad Williams. Se us6 una prueba t para determinar diferencias significativas entre
los tratamientos. Los datos fueron analizados con el programa “Statistical Analysis System”
(SAS version 9.3%).



Cuadro 3. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado por Colmenares y
Giménez para multiplicacion de Musa acuminata, variedades Gros Michel y Williams.

Componentes Formula Nombre Comun mg L
Macro elementos CacCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1,900.000
MgSQO,.7H,0 Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NH4NO; Nitrato de amonio 1650.000
Micro elementos Hs;BO; Acido borico 6.200
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS0,4.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSQO,.4H,0 Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na,Mo00,.2H,O Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS0,.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
Hierro FeNa EDTA Sal férrica sodica de acido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Compuestos Tiamina- HCI 1.000
Orgéanicos
In_osr[,ol 100.000
Cisteina
2 - 60.000
Acido Ascérbico
. 100.000
Pantotenado de calcio
T 1.000
Biotina
BAP 0.010
5.000
Sacarosa 30,000.000

Fuente: Colmenares y Giménez (2001)



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento in vitro de meristemos apicales. La respuesta general de las dos
variedades 21 dias después establecimiento fue cambio de color y agrandamiento de los
meristemos (Figura 3).

Figura 3. Meristemos de Musa acuminata, variedades Gros Michel y Williams 21 dias
después del establecimiento in vitro, A) Explante antes de exponerlo, para removerle la
primera hoja, B) Explante fuera del frasco para remover la primera hoja.

En la etapa de establecimiento el medio de Colmenares y Giménez, dio los mejores
resultados obteniendo un mayor porcentaje de meristemos establecidos en la variedad
Williams. El agua de coco es un promotor de crecimiento vegetal, contiene compuestos
organicos como citoquininas (Yong et al. 2009). Esta puede ser la razon por la que en este
experimento el medio de Colmenares y Giménez (2001) suplementado con agua de coco,
obtuvo un mayor porcentaje de meristemos establecidos en esta variedad. Para la variedad
Gros Michel no se observo diferencia estadisticamente significativa entre los medios
(Cuadro 4).



Cuadro 4. Meristemos establecidos in vitro de los explantes de Musa acuminata, variedades
Gros Michel y Williams en los medios Krikorian y Cronauer (1983) y Colmenares y
Giménez (2001) en la etapa de establecimiento.

Unidades Meristemos
Variedad Medio de cultivo Experimentales Establecidos
(N) (%)
Gros Michel
Krikorian y Cronauer (1983) 50 62"n-s:
Colmenares y Giménez (2001) 50 74N
Williams
Krikorian y Cronauer (1983) 50 64b*
Colmenares y Giménez (2001) 50 98a

"5 no existe diferencia estadisticamente significativa, segun la prueba t (P<0.05).

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

Induccién/multiplicacion de brotes Subcultivo 1. Se observo que tanto la variedad Gros
Michel como la Williams respondieron mejor al Medio de Krikorian y Cronauer (1983) en
cuanto al promedio de nimero de brotes por explante (Cuadro 5).

Figura 4. Brotes de Musa acuminata a los 21 dias despues de refrescar el medio, etapa de
multiplicacién. Laboratorio de cultivo de tejido vegetal Zamorano, Honduras.
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Cuadro 5. Brotes por explante de Musa acuminata, variedades Gros Michel y Williams en
los medios Krikorian y Cronauer (1983) y Colmenares y Giménez (2001) en la etapa de
multiplicacion subcultivo I.

Unidades
Variedad Medio de cultivo Experimentales Brotes/explante
(N)
Gros Michel
Krikorian y Cronauer (1983) 31 2.97a*
Colmenares y Giménez (2001) 37 2.00b
Williams
Krikorian y Cronauer (1983) 32 3.342
Colmenares y Giménez (2001) 49 1.98b

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

Talengera et al. (1994), reportaron un promedio de 2.6 brote por explante para la variedad
Gros Michel, usando en el Medio de Murashige-Skoog modificado con 4.5 mgL™* de BAP
y 0.186 mg Lt de ANA, en la multiplicacion subcultivo I. Si se comparan estos resultados
con los obtenidos en este estudio se puede ver que no es necesario el uso ANA en los medios
de cultivos. EI BAP es un inductor de brotes meristematicos axilares, que inhibe el
crecimiento apical en el cultivo del banano (Madhulatha et al. 2004).

Montenegro-Juarez et al. (2014), en la variedad Williams obtuvieron un promedio de 3.3
brotes por explante usando 20 % de agua de coco, en comparacion los 1.98 brotes por
explante del medio de Colmenares y Gimenez (2001), con estos resultados se puede
observar que, si se aumenta el porcentaje de agua de coco, probablemente incrementaria el
numero brotes por explante.

Multiplicacion Subcultivo I1. Se observé que tanto la variedad Gros Michel como la

Williams respondieron mejor al Medio de Krikorian y Cronauer (1983) en cuanto al
promedio de nimero de brotes por explante (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Brotes por explante de Musa acuminata, variedades Gros Michel y Williams en
los medios Krikorian y Cronauer (1983) y Colmenares y Giménez (2001) en la etapa de
multiplicacién Subcultivo I1.

Unidades
Variedad Medio de cultivo Experimentales Brotes/explante
(N)
Gros Michel
Krikorian y Cronauer (1983) 92 3.11a*
Colmenares y Giménez (2001) 74 1.99b
Williams
Krikorian y Cronauer (1983) 107 2.932
Colmenares y Giménez (2001) 91 1.88b

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

Para el subcultivo I, en la variedad Gros Michel, Talengera et al. (1994), usando el medio
basal de Medio de Murashige-Skoog modificado con 4.5 mg L de BAP, reportaron 3.9
brotes por explante el cual fue superior a los 3.11 brotes por explante obtenidos en este
estudio en el medio de Krikorian y Cronauer (1983). Es probable que si se disminuye la
cantidad de BAP se obtendra una mayor cantidad de brotes por explante.

Una de las citoguininas mas usada en el cultivo in vitro es el BAP, Escandén et al. (2003)
observaron que disminuyendo las concentraciones de BAP se puede obtener mejores
resultados en cuanto a la induccion de desarrollo de yemas y en la formacion normal de los
brotes.
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4. CONCLUSIONES

Para el establecimiento in vitro de banano variedad Williams es favorable usar el medio
de Colmenares y Giménez (2001). Para la variedad Gros Michel se puede usar los
medios Colmenares y Giménez (2001) o Krikorian y Cronauer (1983).

La mejor tasa de multiplicacion en subcultivos | y 11 en las variedades Gros Michel y
Williams se obtuvo con el Medio de Krikorian y Cronauer (1983).
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5. RECOMENDACIONES
Continuar con el experimento en los subcultivos siguientes y en las etapas de
enraizamiento y aclimatacion para observar el comportamiento en dichas etapas.

Usar el medio de Colmenares y Giménez (2001) para el establecimiento de los
meristemos aumentando el porcentaje de agua de coco.

Para la etapa de la multiplicacién evaluar el medio de Krikorian y Cronauer (1983),
disminuyendo la dosis de BAP.
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