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Resumen

Resumen

Los platanos y bananos en Cuba, contribuyen a lograr la estabilidad de productos
alimentarios en el mercado, debido a su capacidad de producir durante todos los
meses del afio, asi como por su diversidad de usos. Sin embargo, con la
aparicion en el pais de la enfermedad conocida como “Sigatoka negra”, las areas
dedicadas al cultivo de los platanos tipo vianda (AAB), susceptibles a esta
enfermedad, fueron reemplazadas progresivamente por genotipos ABB (platanos
Burros) y por hibridos tetraploides; siendo necesario desarrollar técnicas de cultivo
in vitro, que permitan aumentar de forma rapida sus poblaciones en campo.
Motivado por lo anterior se realizé la investigacion con el objetivo de desarrollar
una metodologia para la propagacion in vitro del cultivar ‘INIVIT PV 06-30’
obtenido por induccién de mutaciones y de recién introduccion en la producciéon
con alta demanda de consumo. Los resultados alcanzados posibilitaron el
desarrollo de una metodologia para la propagacion in vitro del cultivar estudiado
con la utilizacion del Centro de Reproduccién Acelerada de Semillas (CRAS) en la
fase 0 de la micropropagacion. Se logr6 la reduccion del tiempo de
establecimiento in vitro a partir del corte del explante (apice meristemético). El
medio de cultivo mas adecuado para la fase de multiplicacion fue el P5. Las
evaluaciones realizadas a las plantulas en la fase de aclimatizacién mostraron la
factibilidad de utilizar la metodologia desarrollada para el cultivar ‘INIVIT PV 06-
30"
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Los platanos y bananos (Musa spp.) son plantas perennes que pueden
cosecharse durante todo el afio y se encuentran entre los principales cultivos de
los paises tropicales y subtropicales de alta presidon demogréafica (Valmayor,
2008). Ademas constituyen el alimento basico de cerca de 500 millones de
personas de todo el mundo (Zambrano et al., 2007).

En Cuba, su produccién contribuye a lograr la estabilidad de productos
alimentarios en el mercado, debido a su capacidad de producir durante todos los
meses del afio, asi como por su diversidad de usos (Rodriguez, 2000). Sin
embargo, con la aparicion en el pais en noviembre de 1990 de la enfermedad
conocida como “Sigatoka negra”, causada por el hongo Mycosphaerella fijiensis
Morelet (Sanchez et al., 2002), las &reas dedicadas al cultivo de los platanos AAB,
susceptibles a esta enfermedad, fueron reemplazadas progresivamente por
genotipos ABB (platanos Burros) y por hibridos tetraploides obtenidos por la
Fundacién Hondurefia de Investigaciones Agricolas (FHIA) (Orellana et al., 2002).
Todo esto convierte a la obtencion de genotipos resistentes o tolerantes a esta
enfermedad en una prioridad urgente (Tomekpe et al., 2004), unido al desarrollo
de técnicas de cultivo in vitro, que permitan aumentar de forma rapida sus
poblaciones en campo (Daniels, 2003).

Las "semillas" utilizadas para las plantaciones son de partes vegetativas como
rizomas o hijos, con tamanos y edades variables, lo que se traduce en marcadas
diferencias en la época de cosecha y maduracion (Santos et al., 2005; Boursnell,
2003). La ineficiencia de los métodos de propagacion in vivo para suplir la
demanda de bananos y platanos de calidad, genéticamente uniformes y libres de
enfermedades, justifica el disefio de metodologias para la propagacion in vitro,
tales como, la propagacion masiva, la cual se basa en el uso de citoquininas
fundamentalmente, adicionadas a los medios de cultivo (Albarrdn et al., 2006).
Estos reguladores del crecimiento vegetal promueven el nimero de propagulos o
plantas a obtener en Musa spp. durante la etapa de multiplicacion (Orellana,
1994). De manera que la propagacion in vitro a partir de 4pices meristeméaticos se

ha generalizado a escala comercial y se mantiene como el método mas utilizado
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en esta especie (Ahloowalia et al., 2004), a pesar de que algunos autores sefialan
que esta técnica de regeneracion de plantas tiene como limitantes la necesidad de
realizar un elevado nimero de operaciones manuales y los bajos coeficientes de
multiplicacién que se obtienen (Savangikar, 2004).

Por otra parte, se dispone de nuevos cultivares obtenidos recientemente mediante
la induccién de mutaciones como el ‘INIVIT PV 06-30’, de buen rendimiento y alta
demanda (Ventura, 2010) y no se dispone de los niveles de “semilla” necesarios
para aumentar las areas de plantacion del mismo en Cuba. Todo lo cual justifica
la realizacion de este trabajo.

Motivado por lo anterior, se utilizé el cultivar (cv.) ‘INIVIT PV 06-30' para
desarrollar su propagacién in vitro como una alternativa para la produccién de
“semillas”.

Tomando en consideracion los antecedentes descritos anteriormente, se planted
la siguiente hipétesis de trabajo: “Es posible desarrollar la propagacion del cultivar
de platano vianda ‘INIVIT PV 06-30’ (Grupo AAB) a partir de apices de yemas
axilares como una alternativa para la produccion de semillas”.

Para validar esta hipotesis de trabajo, se propuso el objetivo general y especificos

siguientes:

Objetivo general

Desarrollar una metodologia para la propagacion in vitro del cultivar de platano
vianda ‘INIVIT PV 06-30’ en la Biofabrica de Cienfuegos.

Objetivos especificos

1. Utilizar el Centro de Reproduccion Acelerada de Semillas (CRAS) como una
etapa de la fase 0 de la micropropagacion.

2. Definir el mejor explante para la fase de establecimiento in vitro, en funcién de
disminuir el tiempo de la misma y reducir las pérdidas por muertes y
contaminacion.

Determinar el medio de cultivo para la fase de multiplicacion.
Evaluar, en la fase de aclimatizacion, las plantas obtenidas por esta via de

regeneracion de plantas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. Generalidades del cultivo

2.1.1. Origen y sistematica

La peninsula Malaya en Asia, se ha considerado como probable centro de origen
primario del género Musa, tanto de Musa balbisiana como de Musa acuminata,
cuyos cruzamientos dieron lugar a todas las variedades comestibles conocidas en
América (Belalcazar, 1991).

Los platanos y bananos pertenecen al orden Zingiberales y a la familia Musaceae,
la que incluye dos géneros: Ensete y Musa (Simmonds y Weatherup, 1990).
Dentro del género Musa se encuentran clasificadas cuatro secciones
(Australimusa, Callimusa, Rhodochlamys y Eumusa), ademas de los hibridos
formados entre especies de este género (Eumusa x Australimusa) (Daniells et al.,
2001). La seccibn Eumusa contiene la mayoria de los bananos y platanos
comestibles y se admite que esta serie de poliploides se derivan de las dos
especies silvestres: Musa acuminata Colla y Musa balbisiana Colla, de donde
provienen las designaciones AA (acuminata), BB (balbisiana), ambas con numero
cromosomico 2n=22. Dentro de su evolucion genética, un paso importante para el
surgimiento de los bananos comestibles fue el desarrollo de la partenocarpia, que
unido a la esterilidad de las semillas y la seleccion realizada por el hombre, dieron
origen a los cultivares diploides comestibles de M. acuminata (AA). Luego, a partir
de los cultivares AA, debido a la restitucion cromosémica en su meiosis, surgieron
los triploides AAA. Del cruzamiento entre los cultivares AA y AAA, con la especie
silvestre M. balbisiana (BB), surgieron los hibridos AB, AAB, ABB, AAAB y AABB
(Osuiji, 1997).

2.1.2. Importancia de los platanos y bananos

Los usos de los bananos y platanos han sido celebrados por las personas desde
tiempos remotos. En la India al platano se lo denomina "kalpatharu", que significa
"hierba con todos los usos imaginables". Los platanos y bananos estan

considerados dentro de los cultivos de mayor producciéon mundial (Roux et al.,
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2008) y sus productos constituyen el cuarto alimento mas importante después del
arroz, trigo y maiz en valores de toneladas producidas (Afza et al., 1996). Sin
embargo, los platanos han alcanzado mayor importancia como cultivo comercial y
de subsistencia en regiones lejanas de su centro de origen primario (Robinson,
1996); especificamente en los paises del trépico y subtrépico (Afza et al., 1996;
Van Duren et al., 1996; Crouch et al., 1998).

En la alimentacion, los bananos y platanos son fuente importante de carbohidratos
(35%), proteinas (1,2%) y fibras (6-7%); adicionalmente aportan potasio,
magnesio, fosforo, calcio y vitamina A y C (Novak, 1992; Kodym y Zapata, 1999).
Ademas de ser utilizados para brindar sombra a grupos de cultivos, incluyendo el

cacao y el café (MusaDoc, 2004).

En Cuba, los bananos y platanos constituyen un cultivo de elevada prioridad
dentro del programa alimentario nacional, debido a su capacidad de producir todos
los meses del afo, su elevado potencial productivo, arraigado habito de consumo
y diversidad de usos. La producciéon de platanos y bananos posee gran
significacion dentro de la produccion de viandas en Cuba, pues representan mas
del 40% de este indicador anualmente. Actualmente esta produccion esta basada
en varios cultivares pertenecientes a los subgrupos Cavendish (AAA), Plantain
(AAB), Burros (ABB) y tetraploides (AAAA, AAAB, AABB) introducidos de la
Fundacién Hondurefa de Investigaciones Agricolas (FHIA) (MINAG, 2007).

2.1.3. Principales problemas que afectan la produccion de platanos y

bananos

Pérez (1998) sefala que dentro de las principales plagas y enfermedades que
afectan los cultivos de bananos y platanos en Cuba, con pérdidas que oscilan
entre el 40-50% de las cosechas, se encuentran: Sigatoka negra y amarilla
(Mycosphaerella fijiensis Morelet y Mycosphaerella musicola Leach); Mancha por
Cordana musae; Pudriciéon de la corona (Fusarium pallidoros Eum, Colletotrichum.
musae y Fusarium spp); Mal de Panama (Fusarium oxysporum F. sp cubense
(Foc)); Pudricién acuosa del cormo y necrosis del rizoma (Erwinia chrysanthemi);

Virus del rayado del banano (BSV, de sus siglas en inglés: Banana Streak Virus) y
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virus del mosaico del pepino (CMV, de sus siglas en inglés: Cucumis Mosaic
Virus); nematodos, Picudo negro (Cosmopolites sordidus); Acaro rojo
(Tetranychus tumidus) y chinches harinosas (Pseudococcus adonidum,
Pseudococcus comstocki).

Las técnicas de manejo integrado son el sistema de soporte de las decisiones
para la proteccion de los cultivos, que se centra en la prevencién a largo plazo o
supresion de los problemas de plagas con minimo impacto en la salud de los
seres humanos, el medio ambiente y otros organismos que no se desea eliminar.
El control de malezas en este cultivo, se basa en la integracion de los elementos:

preparacion de suelo, labores de cultivo, limpia y uso de herbicidas (Pérez, 2009).

Otro de los problemas que afectan la produccion de estos cultivos es el efecto de
los vientos, lo cual a nivel mundial se estima que ocasiona pérdidas en cosecha
del 20 al 30% (Alvarez, 2005).

2.1.4. Clasificacién de los platanos AAB

Este grupo de hibridos triploides se origind en la India, a partir de cruzamientos
espontaneos y mutaciones sométicas, dando lugar a un gran nimero de cultivares
(Robinson, 1996). La caracteristica de la inflorescencia es la diferencia
morfologica mas marcada entre los cultivares de platano, los cuales estan
clasificados en cuatro tipos segun el grado de degeneracion de la inflorescencia:
French, French-Horn, False Horn y Horn (Simmonds, 1973). En términos de
variacién cuantitativa, la altura de la planta y nimero de frutos son los caracteres
mas discriminantes para agrupar los cultivares del platano (Swennen y Vuylsteke,
1995).

El platano Horn (AAB) es estéril, por lo que las actividades de mejoramiento del
mismo en el programa de la FHIA siempre han sido limitadas por esta razén
(Rowe, 2000).

Las caracteristicas morfolégicas del cultivar objeto de estudio (Tabla 1) se

resumen a continuacion:
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Tabla 1. Caracteristicas morfoldgicas del cultivar ‘INIVIT PV 06-30’

Descriptores

Altura (m)

Color del pseudotallo

Numero de hijos

Desarrollo de los hijos

Mancha en la base del peciolo
Color de las manchas

Color de la nervadura por el haz
Color cara dorsal de la hoja bandera
Canal peciolar hijo 11l

Longitud de la lamina (m)
Ancho de la lamina (m)
Longitud del pedunculo (m)
Color del pedunculo
Pubescencia del pedunculo
Posicion del racimo

Forma del racimo

Tipo de raquis

Comportamiento de las bracteas antes

de caer

Pigmentacion del pétalo compuesto
Color de estigma

Pigmentacion del ovario

Numero de frutos de la mano media
Longitud del fruto (cm)

Forma de los frutos

Apice del fruto

Color de la cascara inmadura

2,26

Verde medio

3

Entre ¥4y % de altura de la madre
Manchas pequefias

Marrén negruzco

Verde claro

Verde

Estrecho con méargenes erectos
1,54

0,74

0,52

Verde

Poco pubescente

Ligeramente inclinado

Cono truncado

Presente

Salpicado de herrumbre

Crema

Verde

Muy poco o sin signos visibles
5

17,0

Curvos

Largamente puntiagudos
Verde
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Tabla 1. (Continuacion)

Descriptores

Color de la cascara madura Amarillo

Color de la pulpa antes de la madurez Marfil

Color de la pulpa a la madurez Amarillo

Sabor predominante Astringente (como banano cocido)
Presencia de semillas No

Posicion del raquis Pendular verticalmente

2.2. Uso del cultivo de tejidos en la propagacion de plantas

Desde hace mas de 120 afios se ha empleado la técnica del cultivo de tejidos. En
1902 Haberlandt postul6 el principio de la totipotencia que es la base teorica sobre
la que se sustentan todas las técnicas del cultivo in vitro en plantas, ya que toda
célula es capaz de regenerar un individuo. El cultivo de tejidos puede definirse
como un conjunto de técnicas que permiten el cultivo en condiciones asépticas de
organos, tejidos, células y protoplastos, empleando medios nutritivos artificiales
(Dixon, 1991; Roca y Mroginski, 1993; Jiménez, 1998a).

Para la expresion de la totipotencia celular en los cultivos vegetales in vitro existen
dos vias, la organogénesis y la embriogénesis. La regeneracion de plantas por
una u otra via depende de las caracteristicas genéticas de las plantas y del
manejo del cultivo in vitro, que tiene en cuenta la manipulacién, los medios de
cultivo y otras condiciones ambientales (Tisserat, 1991; GOmez, 1997). Los
primeros trabajos sobre la multiplicacién in vitro de platanos y bananos se

realizaron en la década de 1970 en algunos genotipos AAA (Afza et al., 1996).

2.2.1. Micropropagacion

Originalmente la micropropagacion se defini6 como “cualquier” procedimiento
aséptico que comprenda la manipulacién en las plantas, de 6rganos, tejidos o
células que produzcan plantulas y que permitan el desvio tanto del proceso sexual

normal como de la propagacion vegetativa no aséptica que se practica
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convencionalmente. La micropropagacion clonal implica que cada una de las
plantulas que se produce puede crecer y ser fenotipica y genotipicamente idéntica
a la planta original de la que se deriva (Krikorian, 1991; Villalobos, 1991; Pérez,
1997).

Kitto (1997) sefial6 que la micropropagacion es una industria con un excelente
futuro, pero su incremento depende del desarrollo de nuevas técnicas para la
automatizacion de los procesos y del mejoramiento de los sistemas de

aclimatizacion de las plantas.

2.2.1.1 Fases de la micropropagacion

Segun Murashige (1974) citado por Krikorian (1991), debe existir una secuencia
de eventos asociados a la multiplicacion de plantas mediante la técnica de cultivo

aseptico, de la siguiente manera:

. Fase 0: Preparativa. En esta etapa se incluye la seleccion de la planta
donadora y una serie de pretratamientos, cuyo objetivo es mejorar la eficiencia
en la implantacion y desarrollo posterior de los cultivos. El material inicial debe
ser seleccionado por sus caracteristicas fenotipicas que corresponden con el
clon o variedad a propagar. El estado fisiolégico de la planta que dona el
explante es de gran influencia en la respuesta de los tejidos en cultivo.
Generalmente se utilizan plantas en estado de crecimiento activo que muestren
un desarrollo vigoroso y sano. Para disminuir los riesgos de contaminacion en
la implantacion se han utilizado varios procedimientos que incluyen la seleccién
negativa en condiciones de campo o0 invernadero, la aplicacion de
desinfectantes o mezclas de fungicidas y bactericidas en el material de
plantacion (estacas, secciones nodales, yemas, tubérculos, bulbos, rizomas) y
su posterior trasplante en sustratos esterilizados y crecimiento en condiciones
higiénicas.

. Fase I: Establecimiento o Iniciacién de los cultivos. El objetivo de esta fase es
establecer cultivos axénicos y viables con los cuales iniciar el proceso de
propagacion. Los explantes tomados de plantas jovenes o zonas de

crecimiento activas tienen un mejor desarrollo que aquellos tomados de plantas
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adultas o yemas en reposo. A medida que es mas joven y menos diferenciado
el tejido que se va a implantar, mejor sera la respuesta in vitro. El tamafio del
explante es un factor importante que influye en la desinfeccién y regeneracion
de plantas, a medida que el explante es mas pequefio es menor el riesgo de
contaminacién y mas dificil la regeneracion, mientras que al aumentar el
tamafo es mayor el peligro de contaminacién y mas rapido el crecimiento y la
regeneracion de plantas. Para la eliminacibn de microorganismos
contaminantes los explantes son desinfectados superficialmente.
Generalmente se cortan los explantes de un tamafio algo superior y son
sometidos a la accién de los desinfectantes y luego en condiciones estériles
son reducidos a su tamario final (Hu y Wang, 1983). Los desinfectantes mas
comunmente utilizados son el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de
calcio (CaClO), peréxido de hidrogeno (H,O;) y etanol. Los tres primeros se
emplean en concentraciones de 1 a 3% en tiempos de 10 a 20 minutos y el
alcohol se usa generalmente al 70% y se emplea en combinacion con otros
desinfectantes. Conjuntamente con los desinfectantes se pueden afnadir
algunas gotas de Tween 20 con el objetivo de reducir la tension superficial y
eliminar las burbujas que se forman en la superficie y cavidades del explante.
Posteriormente se realizan varios enjuagues con agua destilada estéril para

eliminar restos del mismo.

. [Fase II: Multiplicaciéon. Es considerada la etapa mas importante del proceso
donde se debe garantizar la propagacion de los brotes y la estabilidad genética
de las plantas producidas. El objetivo de esta fase es la produccion del mayor
namero posible de propagulos a partir de los brotes establecidos. Para esto se
induce la proliferaciébn de brotes los cuales son separados en condiciones
estériles y cultivados nuevamente en medio de cultivo fresco para inducir
nuevos brotes, operacion que se repite hasta lograr la cantidad de plantas
deseada. Entre los métodos para lograr la multiplicacion de propagulos in vitro,
la proliferacion de yemas axilares posibilita la mayor estabilidad genética en las
plantas producidas y puede ser facilmente establecida en la mayoria de las

especies, esta se logra con la adicién de citoquininas en el medio de cultivo
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para romper la dominancia apical y estimular la brotacion de las yemas que se
encuentran en las axilas de las hojas. El uso de citoquininas es generalizado
en los medios de propagacion, variando su concentracion en dependencia del
balance enddgeno de auxinas y citoquininas en los explantes. No obstante, el
papel determinante de las citoquininas en esta fase, en algunos casos es
necesaria la adicibn de auxinas para estimular el crecimiento de los brotes
(Wang y Hu, 1983). Uno de los posibles efectos de las auxinas en la Fase Il es
anular el efecto depresivo de las altas concentraciones de citoquininas sobre la
elongacion de los brotes axilares y restablecer el crecimiento normal de los
mismos. El balance auxinas-citoquininas es determinante en el coeficiente de
multiplicacién, por lo que al lograr un balance adecuado es posible alcanzar

elevadas tasas de proliferacion para aumentar la efectividad del método.

. Fase lll: Enraizamiento. Su objetivo es preparar las plantulas para su re-
establecimiento en condiciones de campo. En esta fase los brotes obtenidos
durante la etapa de multiplicacion crecen hasta formar plantas completas y
desarrollan un sistema radical que les permite ser trasplantadas a un sustrato
en condiciones de vivero o invernadero. El manejo de la concentracion de las
sales minerales es ampliamente recomendado para estimular el enraizamiento.
Referente a la utilizacion de fitohormonas, en la induccidén de enraizamiento no
se necesita la adicion de citoquininas al medio de cultivo, debido al efecto
residual acumulado durante la propagacién, por lo que para esta fase

comUnmente se utiliza el medio sin hormonas.

. Fase IV: Aclimatizaciéon. Es la fase final del proceso y su objetivo es lograr
plantas listas para su trasplante definitivo a campos o invernaderos. El objetivo
de esta fase es lograr la sobrevivencia de las plantas. En el proceso normal de
micropropagacion los brotes y plantas son cultivadas en medios de cultivo con
azucares, vitaminas y otras sustancias organicas, lo que determina el
desarrollo heterétrofo o mixétropo de los mismos (nula o baja capacidad
fotosintética). Sin embargo, durante la fase de adaptacion estas plantas estan
forzadas a ser completamente autotrofas y sintetizar los compuestos organicos

necesarios a partir de minerales, agua, CO; y luz. Adicionalmente el
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ambiente in vitro (alta humedad relativa, baja intensidad luminosa, temperatura
constante, bajo o nulo intercambio gaseoso en el frasco), condiciona cambios
en la morfologia de las plantas que influyen en la capacidad de supervivencia y
crecimiento como: hojas con anatomia interna mal estructurada, estomas que
no cierran normalmente y desarrollo deficiente de la cuticula, lo que hace que
las plantas sean mas susceptibles al estrés por pérdida de agua y por tanto
deben desarrollar nuevas hojas adaptadas a las nuevas condiciones; tallo con
menor contenido de tejido de soporte (colénquima y esclerénquima); raices
poco funcionales, ausencia de raices secundarias, en ocasiones existe una
conexion vascular incompleta entre tallo y raices que impide el transporte
eficiente de agua y nutrientes, como resultado de esto practicamente las
plantas deben desarrollar todo el sistema radical nuevo durante la etapa de
aclimatizacién. Teniendo en cuenta estas caracteristicas de las vitroplantas en
un inicio deben cultivarse las plantas en condiciones que se acerquen al
ambiente in vitro, es decir alta humedad relativa y baja intensidad luminosa y
posteriormente debe reducirse gradualmente la humedad relativa y aumentar la
intensidad luminosa para que las plantas se desarrollen en un ambiente
parecido al de campo abierto con hojas, tallos y raices adaptados a estas
condiciones y completamente funcionales. Otra de las soluciones para reducir
la susceptibilidad de las plantas en este periodo pudiera ser la produccién in
vitro de plantulas con una mayor similitud a la morfologia de las plantas
aclimatadas, pues se conoce que en la fase Ill se puede inducir un
determinado grado de autotrofia en las plantas o de mayor rusticidad o

adaptabilidad al trasplante.

2.2.2. Organogénesis

La organogénesis es un evento morfogenético 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 éste en un brote vegetativo, existiendo
siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno (Hu y Wang,
1983). Los brotes pueden formarse directamente del explante (organogénesis

directa) o indirectamente a partir de callos. En contraste con la embriogénesis
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somaética, en la via organogénica, para lograr la formacion de una planta completa,
ya sea por la via directa o indirectamente, se requiere de una secuencia de
medios de cultivo, que favorecen el desarrollo de los brotes y la formacién de
raices (Jiménez, 1998b).

La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacién vegetativa y
dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de yemas axilares y la

formacion de yemas adventicias.

2.2.2.1. Formacion de yemas axilares

Se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se encuentran en las
axilas de las hojas o primordios de hojas, los cuales son divididos y subcultivados
respectivamente (Hu y Wang, 1983). Este método ha sido el mas utilizado para la
propagacion comercial debido a la facilidad con que se ha establecido en la
mayoria de las especies y a la estabilidad genética de las plantas regeneradas,
siendo el sistema de regeneracion en el cual se obtienen los menores indices de
variacion genética (Prakash, 1994; Kitto, 1997).

Los métodos de propagacion in vitro via organogénesis, estdn basados
fundamentalmente en la proliferacion de brotes axilares a partir de la formacién de
una plantula, mediante el cultivo aséptico de un apice o meristemo (Vasil, 1994).
Esta técnica constituye la base de la propagacion masiva de platanos y bananos,
con actual vigencia en muchos paises para propagar y distribuir de forma
comercial y a gran escala, plantas libres de enfermedades (Afza et al., 1996).

Los &pices meristeméaticos de platanos y bananos, en dependencia del genotipo o
cultivar, presentan diferentes respuestas en la formacion de plantas durante el
establecimiento in vitro y posterior indice de multiplicacion en la fase de
multiplicacion (Garcia y Noa, 1998). Esta fase, tiene como objetivo principal la
produccién del mayor numero posible de propagulos a partir de explantes
introducidos in vitro (Pérez et al., 1998a).

La proliferacién de explantes puede lograrse con la incorporacién de citoquininas
en el medio de cultivo, la mas empleada en la mayoria de las especies es la
benzilaminopurina (6-BAP), y es casi exclusiva en la micropropagacion de

platanos y bananos (Orellana, 1998).
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Pérez et al. (1998b) demostraron que la eficiencia del proceso esta determinada
por la fase de multiplicaciéon y su parametro fundamental es el coeficiente de
multiplicacién; que indica que por cada unidad de aumento en el mismo,
disminuyen los costos en un 10%. Razones por las cuales los medios de cultivo
en estado liquido se han propuesto en muchos casos para sustituir los medios de
cultivos semisdlidos en platanos y bananos (Orellana, 1998). Sus principales
ventajas incluyen: corto tiempo para manipular los explantes, mayor rapidez de
absorcion de nutrientes, cambio de la composicion del medio de cultivo por simple
transferencia y la esterilizacion puede realizarse por ultra filtracion o autoclave
(Alvard et al., 1993).

2.2.2.2. Formacion de yemas adventicias

Se basa en la formacién de novo de yemas a partir de meristemos preexistentes o
tejidos no meristematicos, los cuales se originan de una o un pequefio grupo de
células, cuando se cultivan los explantes en medios de cultivos con
concentraciones elevadas de citoquininas (Vulysteke y De Langhe, 1985). Con
esta técnica es posible producir un mayor nimero de plantas por unidad de tiempo
en comparacioén con el método de yemas axilares y a la vez presenta mayores
posibilidades de mecanizacion-automatizacion, existiendo ya varios ejemplos de
utilizacion de biorreactores para su produccion (Akita et al., 1994). Sin embargo, al
igual que el método de yemas axilares tiene la limitante de que el proceso
productivo es realizado en dos etapas: produccion de brotes y crecimiento-
enraizamiento, adicionalmente tiene el inconveniente de que puede ser una fuente
de variacion genética debido al propio origen unicelular de las yemas adventicias
(Reuveni et al., 1985).

2.2.3. Propagacion in vitro via embriogénesis somatica

El fendmeno de la embriogénesis somatica ha sido descrito para un gran nimero
de especies (Tisserat et al., 1979; Krishnaraj y Vasil, 1995). EI mismo es
considerado como el més eficiente para la produccion masiva de plantas in vitro,
debido a la naturaleza bipolar del embrion y a la facilidad con que puede ser

automatizado todo el proceso productivo (Preil, 1991). Ademas, se obtienen altos
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coeficientes de multiplicacion en cortos periodos de tiempo, con la posibilidad de
encapsular estas estructuras y obtener semillas artificiales (Redenbaugh, 1986).
Sin embargo, la induccién de los embriones somaticos y la regeneracién de
plantas todavia no son procesos eficientes para muchas plantas.

Los embriones somaticos asexuales o adventicios, son estructuras bipolares con
un eje radical-apical, que no poseen conexién vascular con el tejido materno y
deben ser capaces de crecer y formar plantas normales (Litz y Jarret, 1991; Arnold
et al., 2002). Ademas, segun Sannasgala (1989) y Escalant y Teisson (1989), el
embrion somético tiene autonomia frente al tejido generador (protegido
generalmente por una epidermis) y presenta bandas procambiales entre los
apices.

El origen unicelular o multicelular de los embriones sométicos es una interrogante
que surge con frecuencia. Se ha planteado el desarrollo de los embriones
sométicos a partir de una sola célula (Steward et al., 1958), pero también se ha
hecho referencia a que estos embriones se forman de los agregados de células
meristematicas (Haccius, 1978).

Segun Parrott (1993), la embriogénesis somatica se desarrolla a través de varias
fases: induccion de la embriogénesis somatica, formacion de los embriones
somaticos, maduracién de los embriones somaticos, germinacion y regeneracion

de plantas.

2.2.4. Variacion somaclonal

El término de variacion somaclonal fue introducido por Larkin y Scowcroft (1981),
para describir la variacion genética en plantas regeneradas de cualquier tipo de
cultivo celular. Segun Jain et al. (1998), ésta puede estar condicionada por la
ocurrencia de uno o varios factores que actian de forma simultanea en el cultivo
in vitro. La misma ocurre en plantas regeneradas de tejidos adventicios (Hussey,
1983); mientras que los cambios epigenéticos pueden también observarse en
plantas regeneradas de meristemos preexistentes (De Cleark, 1990).

En la estabilidad genética de las plantas procedentes del cultivo in vitro, varios
factores pueden influir. Dentro de éstos se encuentran: la variabilidad genética del

cultivar o genotipo que va a ser propagado, la composicién del medio de cultivo, la
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eleccion del explante que se utilizara, asi como el grado de diferenciacion de sus
tejidos y el tiempo de permanencia in vitro del cultivo (Smith, 1988).

Jain et al. (1998), plantearon que los mecanismos de la variacién somaclonal no
estan totalmente claros y probablemente se deban a cambios en el nimero y
estructura de los cromosomas, reordenamientos cromosomicos, deleciones,
transposones, amplificacién y metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN). Los
cambios epigenéticos también ocurren frecuentemente y se ha demostrado que
este tipo de variacion no segrega a la progenie, ni cumple las leyes de la herencia
(Pérez, 1987).

Las variaciones somaclonales mas observadas en los platanos y bananos han
sido: cambios en altura, color, follaje, morfologia del pseudotallo y los érganos
reproductivos. Vuylsteke et al. (1991) y Dhed’a et al. (1991), fueron los primeros
autores en hacer referencia a la variacion somaclonal de las plantas del género
Musa, regeneradas a partir de suspensiones celulares.

Con el objetivo de estudiar la estabilidad genética de las plantas producidas por
cultivo in vitro, se han aplicado varias técnicas como: técnicas de huellas
genéticas de ADN (Kaemmer et al.,, 1992); caracteristicas fenotipicas (Smith y
Hamill, 1993; Sandoval et al., 1997); técnica de ADN polimérfico amplificado al
azar (Damasco et al., 1996); marcadores de secuencias de microsatélites (Lagoda
et al.,, 1998); tratamientos con &cido giberélico (Sandoval et al., 1999) y
Polimorfismo de la Longitud de Fragmentos Amplificados (AFLP) (Herrera, 2000;
Engelborghs et al., 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en la Biofabrica de Cienfuegos, ubicada en
Carretera a Palmira Km 4, perteneciente a la UEB Semillas, provincia de
Cienfuegos y el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), Santo
Domingo, Villa Clara durante el periodo comprendido entre enero del 2010 a
febrero del 2012.

3.1. Procedimientos generales

Se emple6 como medio de cultivo basal para el desarrollo de los experimentos, las
sales y vitaminas propuestas por Murashige y Skoog (MS) (1962), suplementadas
con sacarosa (30 g.L™'), mioinositol (100 mg.L™?). Segun el experimento, se
emplearon tubos de ensayos (50 x 25 mm) con 10 ml de medio de cultivo y en las
demas etapas de desarrollo de la propagacion in vitro se utilizaron magentas con
50 ml de medio de cultivo. Se utilizé como gelificante 6,0 g.L™ de Agar E
(BIOCEN). EIl pH fue ajustado con NaOH 0,5 N y HCIl 0,5 N, antes de la
esterilizacion en autoclave.

Los medios de cultivo fueron esterilizados en la autoclave a 121° C y 1,2 kg. cm?
de presion, por tiempos que variaron en dependencia del volumen de medio de
cultivo a esterilizar, segun informacion técnica de la firma SIGMA (1991).

La incubaciéon de los materiales durante las diferentes etapas de la investigacion
se realizé en una camara de cultivo a una temperatura de 27+ 2,0° C e iluminacion
natural, con régimen de 16 horas de luz a una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (FFF) de 62 — 68 um.

En todos los experimentos se aplicé un disefio completamente aleatorizado por
entender homogéneas las condiciones de cultivo dentro de las camaras y

considerar como Unica fuente de variacién los tratamientos.

3.2. Establecimiento in vitro

3.2.1. Uso del Centro de Reproduccion Acelerada de Semillas (CRAS) en la

etapa 0 de la micropropagacion

Con el objetivo de disponer de la cantidad de material necesaria para el

establecimiento in vitro del cultivar ‘INIVIT PV 06-30’, de recién introduccion en la

16



Materiales y métodos

produccion (Ventura, 2010), se utilizo el Centro de Reproduccién Acelerada de
Semillas (CRAS) como una etapa para la preparacion de los explantes.

El establecimiento in vitro de los apices se realiz6 a partir de materiales
previamente seleccionados con buen estado fitosanitario-nutricional, los cuales
fueron llevados a condiciones semicontroladas para la realizacion de los
experimentos.

Se tomaron cinco plantones completos del cultivar objeto de estudio, una vez
concluida la cosecha de los mismos y fueron llevados al Centro de Reproduccion
Acelerada de Semillas (CRAS), segun Filipia (1983), el cual consiste en utilizar los
cormos de diferentes calibres, yemas e hijos, y fueron desinfectados en una
solucion de formalina al 2% durante dos o tres minutos.

Posteriormente en dependencia del tamafio de los cormos estos fueron

seccionados en fracciones y clasificados por calibres (Tabla 2).

Tabla 2. Diferentes calibre de “semillas” utilizados para la propagacion del platano

en los Centro de Reproduccion Acelerada de Semillas.

Calibres Peso (Kg)
A >2.72
B 1.81-2.72
C 0.9-1.80
D 0.5-0.9

Las fracciones consistieron en secciones de cormos de no menos de 100 g, los
cuales lo constituyeron una parte del rizoma con una yema proveniente de tejidos
corticales y un minimo de cilindro central. La plantacion de las mismas (fracciones)
se realizé con el corte hacia arriba con una capa de 1 cm de arena sobre las
fracciones. Durante las primeras 24 horas el riego se realiz6 de forma continua y
después de forma tal que se mantuviera la humedad sobre el lecho de plantacion
(similar al control).

Como control del experimento se seleccionaron hijuelos tipo “espada”, con una
altura entre 50 y 100 cm con buen estado fitosanitario-nutricional, los cuales

fueron llevados a condiciones semicontroladas. Estas condiciones consistieron en
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una casa de cultivo cubierta por una malla plastica (zaran), que permitié el paso de
una densidad de FFF de 600 pmol m?s™. El riego se realizd por microaspersion
mediante el sistema microjet, lo cual garantizé una humedad relativa entre el 85 y
90%.

Transcurridos 60 dias en ambos tipos de explante [procedentes de CRAS vy
seleccion de hijos en campo (método tradicional)], se eliminaron las partes mas
externas del cormo y las vainas foliares, hasta obtener secciones con el apice
caulinar de aproximadamente 5,0 cm de largo y 2,5 cm de diametro de ambos
tipos de explante.

Se realiz6 una primera desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3,0% (v/v)
durante 20 minutos, seguido por tres lavados con agua desionizada estéril durante
cinco minutos cada uno. En cabina de flujo laminar, se redujo el tamafio de estas
secciones hasta unos 2-3 cm de altura con una base cuadrada de 1,5 cm
aproximadamente, seguido de una segunda desinfeccién por espacio de 10
minutos con NaOCI al 2,5% (v/v) y tres lavados con agua destilada estéril.
Después se redujo su tamafio hasta obtener un &apice de aproximadamente 0,5
cm?.  El establecimiento de los mismos se realiz6 en el medio de cultivo basal
citado en los procedimientos generales y suplementado con &cido indolacético
(AIA) (0,88 mg.L™), 6-BAP (1,13 mg.L™), y pH 5,8 en estado liquido durante 18
dias, segun Lépez (1999). Las condiciones de cultivo fueron las anteriormente
descritas en los procedimientos generales.

Se evalud la cantidad de material disponible para su establecimiento in vitro a los
60 dias de permanencia en la Fase 0 de la micropropagacion, el porcentaje de
contaminacién transcurrido una semana de establecidos in vitro los materiales y la
fenolizacion de los mismos a partir de la escala siguiente:

0 Sin fenolizar 2 Mediana fenolizacion

1 Poca fenolizacion 3 Abundante fenolizacion

Para el analisis estadistico se emplearon los modelos Kruskal-Wallis (analisis de

varianza por rangos) y Mann-Whitney para la comparacion de medias de rango.
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Ademés se aplico la prueba no paramétrica de Mann-Whitney con un nivel de
significacion de p<0,05 para determinar el grado de fenolizacién de los materiales

iniciados.

3.2.2. Influencia del tipo de explante en el establecimiento in vitro

Con el objetivo de disminuir las pérdidas por muertes y lograr un mejor desarrollo
del explante durante la etapa de establecimiento in vitro se utiliz6 un nuevo
explante, el cual consistio en un 4pice meristematico con diametro de 0.5-0.8 cm
de grosor por 1 cm de largo (como maximo) y de forma rectangular a diferencia del
explante que se utiliz6 como control (tradicionalmente utilizado en biofabricas),
que incluye el mismo tamafo pero eliminando las vainas externas de la seccion de
pseudotallo.

Se realizaron las evaluaciones siguientes: contaminacion a los 4 dias del
establecimiento, aparicion de la coloracion verde del explante, presencia de la
primera hoja abierta y grosor del explante a los 12 dias del establecimiento.

Las condiciones de cultivo fueron las anteriormente descritas en los
procedimientos generales.

Los datos fueron analizados estadisticamente mediante prueba de hipétesis para
muestras independientes (T-Student), los niveles de significacion establecidos

fueron: significativo para p < 0,05 y altamente significativo para p < 0,01.

3.3. Influencia del medio de cultivo en la multiplicacion de los explantes

Con el objetivo de aumentar el indice de multiplicacion de los explantes en el

cultivar ‘INIVIT PV 06-30’ se estudiaron dos medios de cultivo, ambos con el

medio de cultivo basal MS (1962) descrito en los procedimientos generales del

epigrafe 3.1. y suplementado con:

1. Medio de cultivo (P5): Acido ascérbico (10,0 mg.L™), AIA (0,17 mg.L™}), 6-BAP
(2,25 mg.L™).

2. Medio de cultivo (A4+065): AIA (0,65 mg.L™), 6-BAP (4,0 mg.L™) (Control de la
Biofabrica).

A los 21 dias de su cultivo, se evalu6 el numero de yemas axilares y la

fenolizacion de los explantes durante el primer, segundo y tercer subcultivo, segun
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la escala descrita en el epigrafe 3.2.1. Las condiciones de cultivo fueron las
anteriormente descritas en procedimientos generales.

El procesamiento de los datos se realiz6 mediante la una prueba de hipétesis para
muestras independientes (T-Student), significacion: significativo para p < 0,05 y
altamente significativo para p < 0,01.

Una vez concluido los experimentos de multiplicacion se transfirid el material al
medio basal descrito en el epigrafe de procedimientos generales y suplementado

con 0,1 mg.L™I AIB, para su enraizamiento.

3.4. Respuesta de las plantas obtenidas en la fase de aclimatizacién

Con el objetivo de lograr la aclimatizacion de las plantulas producidas que fueron
multiplicadas en ambos medios de cultivo estudiados en el epigrafe anterior 3.3. y
luego enraizadas, se evaludé la supervivencia y desarrollo en condiciones
ambientales ex vitro de las mismas. Esta fase se desarrollé segun la metodologia
propuesta por Pérez et al. (1999) en condiciones semicontroladas en una casa de
cultivo cubierta por una malla plastica (zaran), que permitio el paso de una
densidad de FFF de 600 umol m?s™. El riego se realizé6 mediante sistema microjet
con una frecuencia de seis riegos al dia y una duracion de dos minutos cada uno.
Para el trasplante se plantaron 500 plantulas con una altura de 4-5 cm y de dos a
tres hojas de cada procedencia, en bolsas de polietilieno de 900cc de capacidad.
El porcentaje de supervivencia se evalud a los cinco dias de plantadas y a los 60
dias antes de transferirlas a campo; se evaluaron 60 plantas de cada procedencia.
Las principales variables fenotipicas evaluadas, (Sandoval et al., 1997), fueron:
altura de la planta (cm), largo del peciolo de la hoja dos (cm), largo de la hoja dos
(cm), ancho de la hoja dos (cm), distancia entre las hojas dos y tres (cm) y
variaciones fenotipicas observadas en toda la poblacién tales como cambio de
coloracion en las hojas, pseudotallo y hojas deformadas.

El procesamiento estadistico de los datos experimentales se realizO mediante la
una prueba de hipétesis para muestras independientes (T-Student), los niveles de
significacion establecidos fueron: significativo para p < 0,05 y altamente

significativo para p < 0,01.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Establecimiento in vitro

4.1.1. Uso del Centro de Reproduccion acelerada de Semillas (CRAS) en la

etapa 0 de la micropropagacion

Transcurrido 60 dias de multiplicados de los materiales en el CRAS, se observo
que todos los calibres evaluados produjeron los explantes Optimos para su
establecimiento in vitro, los cuales difirieron significativamente en el nimero de

“semillas” adecuados para su establecimiento in vitro (Tabla 3).

Tabla 3. Cantidad de brotes desarrollados en el CRAS con 6ptimas condiciones

para su establecimiento in vitro en el cultivar ‘INIVIT PV 06-30'.

Calibres Cantidad de brotes Media de Rango
A 9,72 49,73a
B 7,36 38,91b
C 5,00 28,36¢C
D 2,45 17,00d
Hijos (control) 1,00 6,00e
KW= 52,00**

A medida que fue disminuyendo el peso de la fraccién utilizada, lo cual se
corresponde con el calibre empleado desde A hasta D, disminuyo la cantidad de
“semillas”, todo lo cual se corresponde con los resultados obtenidos por Filipia
(1983).

El uso de este método de propagacion (CRAS), previo al establecimiento in vitro
de los materiales, produce un incremento inicial de materiales para su iniciacion,
superior al uso de los hijos que son seleccionados en campo.

Luego al evaluar su comportamiento durante su establecimiento in vitro se
comprob6 que tanto los materiales iniciados a partir de hijos como los procedentes

del CRAS tuvieron un comportamiento similar sin diferencias significativas entre
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ellos en la fenolizacion de los mismos (fenolizacion media) segun la escala

empleada (Tabla 4).

Tabla 4. Fenolizacién de los explantes iniciados a partir de dos fuentes donantes
(CRAS y seleccion de hijos) en el cultivar ‘INIVIT PV 06-30’.

Procedencia del material Fenolizacién
CRAS 2
Hijos seleccionados 2

U de Mann Whitney= 112,5 n.s. para p<0,005

Escala para la fenolizacion:
0 Sin fenolizacién

1 Poca fenolizacion

2 Mediana fenolizacién

3 Abundante fenolizacién

Por otra parte la contaminacion inicial fue del 5% en los materiales procedentes
del CRAS y 12% en los hijos seleccionados como material inicial para el
establecimiento in vitro. Probablemente los resultados obtenidos anteriormente
pudieran estar relacionados con el saneamiento que se le realiza al material
multiplicado por CRAS y que el nuevo brote inicia su desarrollo bajo condiciones
controladas.

Los resultados alcanzados en este experimento demostraron la factibilidad de usar
el método de propagacion por CRAS como una alternativa para garantizar la
entrada de material a la Biofabrica por tratarse de un material mas saneando con
un incremento inicial de “semillas” antes de entrar en el flujo productivo de la
Biofabrica. Ademas de garantizar porcentajes de contaminacién por debajo de los

l[imites establecidos durante el establecimiento in vitro.

22



Resultados y discusion

4.1.2. Influencia del tipo de explante en el establecimiento in vitro

Al estudiar el nuevo explante utilizado (basado en su modo de preparacion)
(Figura 1) para el establecimiento in vitro, se pudo apreciar que referente a la
presencia de contaminantes del explante en ambos casos, solo se presenté un
5%. Luego al evaluar algunos algunos indicadores de su desarrollo (Tabla 5) como
la coloracion verde, la misma se produjo a los cuatro dias en el nuevo explante
con diferencias significativas del explante utilizado tradicionalmente. De forma
similar también se comportd con diferencias significativas la presencia de la

primera hoja abierta a los 6,36 dias en el nuevo explante utilizado y a los 13,8 dias

en el control de la Biofabrica.

Figura 1. Explante utilizado para el establecimiento in vitro del cultivar ‘INIVIT PV

06-30'. Izquierda Control Biofabrica y derecha nuevo explante.

Tabla 5. Expresion del desarrollo del explante en funcion de su coloracion y

primera hoja abierta.

) Coloracion verde Primera hoja abierta
Tipo de explante i .
(dias) (dias)
Tradicional 7 13,8
Nuevo explante 4 6,36
T 9,03** 23,97**
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De forma similar cuando se evaluo el grosor del explante como un indicador
vinculado al coeficiente de multiplicacion en la fase de establecimiento también el
mismo fue mejor en el nuevo explante estudiado (Figura 2) con diferencias

significativas con el control de la Biofébrica.
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Tradicional Nuevo explante
T =9,05**

Figura 2. Expresion del desarrollo del explante en funcidn del grosor a los 12 dias

de establecidos in vitro.

Los resultados alcanzados en relacibn con el nuevo explante utilizado
demostraron la calidad del mismo al evaluar los caracteres cuantitativos y
cualitativos que mas se relacionan con el desarrollo del explante en la fase de
establecimiento in vitro. Sin embargo, a pesar que se tiene como indicador para
realizar los subcultivos la presencia de la primera hoja abierta en la Biofabrica,
parece ser que la realizacion de estos subcultivos (tiempo de realizacion) esta mas
vinculada con el grosor del explante y el color verde. Por otra parte, en el
establecimiento por esta via se incurre en menor tiempo de trabajo al no ser
necesario el excesivo nimero de labores para eliminar las capas de pseudotallos
gue envuelven la yema, lo que trae consigo también que se produzcan menos

muertes por concepto de dafios al explante durante su preparacion.

4.2. Influencia del medio de cultivo en la multiplicacién de los explantes

Durante la multiplicacién de los explantes (Figura 3) en el primer subcultivo no se

encontraron diferencias significativas, aunque numeéricamente fue superior el
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medio P5. Luego en el segundo y tercer subcultivo las diferencias fueron
significativas demostrando la superioridad del medio de cultivo P5 con relacion al
indice de multiplicacion de los explantes (Figura 4). De forma general se observé
gue este ultimo medio de cultivo (P5) propicié un incremento mayor de explantes
gue el medio control utilizado en la Bioféabrica el cual fue incrementando a medida

que aumentan los subcultivos.

OP5 OA4+ 0,65
3,46

2,93 2,87
2,5 1 2,2

1,53 16

Coeficiente de multiplicacion
N

Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3

T=-2,27ns T=-6,61* T=-3,71%

Figura 3. Influencia del medio de cultivo en la multiplicacion de los explantes en el
cultivar ‘INIVIT PV 06-30'.

Las citoquininas estimulan la division celular, el crecimiento y rompen la latencia
de las yemas axilares (Marassi, 2004), por lo que es necesario estudiar el balance

mas adecuado para cada genotipo estudiado y tipo de citoquinina.

Segun Canchignia et al. (2008), al micropropagar el cultivar de platano vianda
‘Maquefio’ (AAB), la mejor respuesta en la multiplicacion se obtuvo cuando utilizo
5 mg.L" de BAP y 1,2 mg.L™ de AIA con un valor promedio de 2,5 brotes. Estos
resultados difieren de los alcanzados en la presente investigacion donde a la
concentracion de 4 mg.L™ de BAP se obtienen los indices de multiplicacién mas

bajos comparados con el medio de cultivo P5, que contiene 2,5 mg.L™ de BAP.
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Figura 4. Multiplicacion in vitro del cultivar ‘INIVIT PV 06-30’ en el medio de cultivo
P5.

La 6-Benzilaminopurina (6-BAP) es en general la citoquinina mas efectiva en la
induccion de yemas axilares. No obstante el papel determinante de las
citoquininas en esta fase en algunos casos es necesaria la adicion de auxinas
para estimular el crecimiento de los brotes. (Hu y Wang, 1983) Uno de los posibles
efectos de las auxinas en la Fase Il es anular el efecto depresivo de las altas
concentraciones de citoquininas sobre la elongacion de los brotes axilares y

restablecer el crecimiento normal de los mismos.

El balance auxinas-citoquininas es determinante en el coeficiente de
multiplicacién, por lo que al lograr un balance adecuado es posible alcanzar
elevadas tasas de proliferacion para aumentar la efectividad del método.
(Krikorian, 1991)

Otro de los factores que afecta el buen desarrollo del explante es la fenolizacion
gue se presenta durante la propagacion de los materiales.

Como se puede observar en la Tabla 6 la utilizaciéon del medio de cultivo P5
propici6 el menor grado de oxidacion del explante, (fenolizacion mediana)

probablemente influenciado por la adicion al medio de cultivo de acido ascorbico el
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cual actia como antioxidante con buenos resultados en la propagacion in vitro del
platano.

Roca y Mroginski (1991), sefialaron que el carbén activado se ha usado, para
superar problemas especificos de oxidacion, los cuales se asocian con el cultivo
de tejidos en muséaceas. En este sentido, el trabajo presentado por Cajacuri
(2007), indica que en el platano Musa AAB cv. ‘Hartén’ se presenta oxidacion
entre ligeramente oxidado y moderadamente oxidado para todos los ciclos
evaluados de multiplicacion in vitro. EI mismo autor continua sefialando que todos
los explantes presentaron oxidacion desde su iniciacibn hasta la fase de
aclimatizacion; en general los explantes mostraron una oxidacion que promedio
entre moderadamente oxidado para Musa AAB cv. Hartdon con un porcentaje de
muerte a causa de necrosis del 20%; y oxidado con 65% de muerte en explantes
necroéticos para el Harton “Doble Tallo”; lo que indica una produccién superior de
fenoloxidasa en los explantes correspondientes al clon Hartén “Doble Tallo” con

respecto al Harton normal.

Tabla 6. Fenolizacion de los explantes en los medios de cultivo de multiplicacion
P5y A4 + 0,65 en el cultivar ‘INIVIT PV 06-30'.

Medio de cultivo utilizado Fenolizacion
Medio P5 2a
Medio A4 + 0,65 (Control) 3b
U de Mann Whitney = 22,5**
Leyenda:

0 Sin fenolizacién

1 Poca fenolizacion

2 Mediana fenolizacién

3 Abundante fenolizacion

Segun Uzcategui et al. (2010) el grado de oxidacién y porcentaje de mortalidad a
causa de necrosis en explantes in vitro de platano ‘Harton Doble Tallo’, indica una
tasa de producciéon de fenoloxidasa superior al de los explantes de platano Musa
AAB cv. ‘Hartén’.
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4.3. Respuesta de las plantas obtenidas en la fase de aclimatizacion

Al evaluar las plantas multiplicadas en los dos medios de cultivo utilizados, se
observé que en ambas procedencias el porcentaje de supervivencia de las
plantulas fue superior al 95,0% (98,2% medio de cultivo P5 y 97,5% medio de
cultivo A4 control). Transcurridos 60 dias en esta fase y previo a su trasplante a
campo, ninguna de las variables medidas tuvo diferencia estadistica significativa
(Tabla 7).
Tabla 7. Comparacidén entre las plantas obtenidas de la multiplicacion en los
medios de cultivo P5 y A4+0,65 a los 60 dias en la fase de
aclimatizacion del cultivar ‘INIVIT PV 06-30'.

Distancia
Medio de Largo del Anchodela Largodela entre las Altura de la
cultivo peciolo (cm)  hoja 2 (cm) hoja 2 (cm) hojas 2y 3 planta (cm)
(cm)
PS5 4,56 9,33 25,56 1,63 39,13
A4 + 0,65 4,68 9,20 25,14 1,70 39,20
T -0,71ns 0,48ns 0,87ns -0,75ns -0,073ns

Con relacion a la variacion somaclonal correspondiente a manchas irregulares de
las hojas (hojas variegadas), fue de 1,0% en las plantas multiplicadas en el medio
de cultivo A4 y de 0,6% en el medio de cultivo P5.

Este tipo de variante somaclonal (Figura 4) fue descrita por Reuveni e Israeli
(1990) como “axilares mosaic-like” y sefialan que la misma representa el 10,0% de

todas las variaciones.
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Figura 4. Variante somaclonal observada durante la fase de aclimatizacién del
cultivar ‘INIVIT PV 06-30'.

Cote et al. (2000), durante la fase de aclimatizacion de plantas regeneradas de
embriones somaticos en el cv. ‘Gran Enano’ (AAA), observaron hojas variegadas,
gue ocuparon del 0,5-1,3% de la poblacion y sefialaron ademas, que cuando estas
plantas fueron llevadas a campo, desaparecié este cambio morfolégico, quizas
debido a cambios epigenéticos ocurridos.

Lopez (2007) al utilizar el cultivar de platano vianda ‘Navolean’ encontré que la
variacion somaclonal correspondiente a manchas irregulares de las hojas (hojas
variegadas), fue de 0,4% en las plantas obtenidas por embriones somaticos de
yemas axilares como explante inicial y organogénesis. En el caso de las plantas
derivadas de los embriones somaticos a partir de multiyemas como explante
inicial, se observo 0,5% de la variacion anterior.

Otros tipos de variantes somaclonales no fueron observadas en las plantas objeto
de estudio, sin embargo, Sandoval et al. (1997), afirmaron que en esta fase
solamente se puede detectar alrededor de un 60,0% de variantes somaclonales, o

sea, que no quiere decir que no hayan estado presentes, lo que hace necesario

29



Resultados y discusion

continuar las evaluaciones de estas plantas en campo hasta completar su ciclo de
desarrollo.

Canchignia y Ramos (2004) sefialaron que el uso de las técnicas de cultivo de
tejidos en la micropropagacion clonal in vitro de muséaceas, ha permitido la
produccién masiva de plantas sanas, libres de hongos, nematodos, bacterias y
ademas la multiplicacion rapida de genotipo de gran importancia econdmica en
areas relativamente pequefias, permitiendo tener poblaciones uniformes con alto
rendimiento por hectéarea, lo cual demuestra la factibilidad de continuar los
estudios realizados hasta la etapa de campo.

Los resultados alcanzados en la presente investigacion permitieron el desarrollo
de una metodologia para la propagacion del cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV
06-30’ a partir de los explantes tomados de la propagacién en CRAS e iniciados
con un tamafio de 0,5 cm en forma de rectdngulo sin eliminar el pseudotallo.
Posteriormente el uso del medio de cultivo P5 favoreci6 su multiplicacion y

posterior transferencia a la fase de aclimatizacion.
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. CONCLUSIONES

1. Se establecié una metodologia para la propagacion in vitro del cv. de platano
vianda ‘INIVIT PV 06-30’ en la Biofabrica de Cienfuegos a partir de un nuevo
explante para el establecimiento in vitro.

2. El uso del Centro de Reproduccion Acelerada de Semillas (CRAS) posibilito
incrementar los volumenes de explantes para la etapa inicial del proceso de
micropropagacion.

3. Se definié el mejor medio de cultivo para la multiplicacion de cultivar objeto de
estudio incrementandose el indice de multiplicacion y reduccion de la
fenolizacion.

4. Se logréo mas del 95,0% de supervivencia de las plantulas obtenidas con bajos

porcentajes de variacidbn somaclonal correspondiente a hojas variegadas.
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o

. RECOMENDACIONES

Emplear la metodologia desarrollada para la propagacion in vitro del cultivar de
platano ‘INIVIT PV 06-30 y evaluar el comportamiento de la metodologia en
otros cultivares de interés para la propagacion masiva.

. Profundizar en el estudio de complementar los métodos de propagacion in vitro
con otras alternativas tradicionales o semitradicionales de produccion de
semillas.

Evaluar en condiciones de campo la estabilidad genética de las plantas

obtenidas.
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