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Resumen

En platanos y bananos para la formacion de yemas adventicias se emplean las
citoquininas, pero altas concentraciones pueden tener efectos negativos en la
regeneracion de plantas. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto
de diferentes combinaciones de citoquininas en la formacion de yemas adventicias en los
cultivares de Musa ‘Gros Michel (AAA) y ‘Manzano’ (AAB). Se estudiaron diferentes
concentraciones de 6-Bencilaminopurina (2,0; 4,0 y 6,0 mg L) y de Tidiazuron (0,6; 0,8 y
1,0 mg L?), y se evalué su efecto en el nUmero de subcultivo y posterior regeneracion de
plantas. Como controles se empleé 225 mg L* de 6-BAP y 2,0 mg L*! de TDZ
ampliamente utilizados para estos fines. La combinacion de 2,0 mg L de 6-BAP + 1,0 mg
Lt de TDZ con cuatro subcultivos fue la que logr6 mayor porcentaje de formaciéon de
yemas adventicias, en el cultivar de Musa ‘Gros Michel’ (AAA). Por otro lado, con 6,0 mg
L' de 6-BAP + 0,8 mg L* de TDZ y tres subcultivos se logr6 el mayor porciento de
formacion de yemas adventicias en el cultivar de Musa ‘Manzano’ (AAB). Con las
combinaciones estudiadas en ninguno de los dos cultivares regeneraron plantas fuera de
tipo. Por lo antes planteado se seleccionaron estas combinaciones de citoquininas para la
obtencién de yemas adventicias, ya que se logré disminuir los niveles de 6-BAP y de TDZ
gue tienen efectos negativos en la posterior regeneracion de las plantas.

Palabras clave: bananos, yemas adventicias, 6- Bencilaminopurina, Tidiazuron



Abstract

In bananas and plantains for adventitious bud formation cytokinins are used, but high
concentrations may have negative effects on plant regeneration. The objective of the
present investigation was to determine the effect of different combinations of cytokinins on
the formation of adventitious buds in Musa 'Gros Michel' (AAA) and ‘Manzano' (AAB)
cultivars. Different concentrations of 6-Benzylaminopurine (2.0, 4.0 and 6.0 mg L) and
Thidiazuron (0.6, 0.8 and 1.0 mg L) were studied, and their effect on subculture number
and subsequent plant regeneration. As controls, 22.5 mg L* of 6-BAP and 2.0 mg L* of
TDZ were used widely for these purposes. The combination of 2.0 mg L* of 6-BAP + 1.0
mg L of TDZ with four subcultures was the one that achieved the highest percentage of
adventitious bud formation in Musa cv. 'Gros Michel' (AAA). On the other hand, with 6.0
mg L* of 6-BAP + 0.8 mg L of TDZ and three subcultures the highest percentage of
adventitious bud formation was achieved in Musa cv. 'Manzano’ (AAB). With the
combinations studied in neither of the two cultivars regenerated plants out of type. For the
previously mentioned, these combinations of cytokinins were selected for the obtaining of
adventitious buds, since it was possible to decrease the levels of 6-BAP and TDZ that
have negative effects on the later regeneration of the plants.

Keywords: bananas, adventitious buds, 6- Benzylaminopurine, Thidiazuron
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1. Introduccioén

Los platanos y bananos, proporcionan alimento de primera necesidad a millones de
personas en las zonas tropicales y subtropicales, ademas de ser de las frutas mas
ampliamente exportadas que existen (Ngomuo et al., 2014). En 2015 el total de la
produccion mundial alcanz6 las 133,7 millones de toneladas (Lescot, 2015), con un valor
en el orden de los 44,1 billones de dodlares. Debido a los bajos rendimientos y la
susceptibilidad a las enfermedades, principalmente a la Sigatoka negra (Mycosphaerella
fijiensis Morelet) y al Mal de Panama (Fusarium oxysporum f. sp. cubense), se hace
necesario la busqueda de nuevas variedades para su introduccion a la produccion.
Pérez-Vicente et al. (2004), refieren que el primer informe oficial en Cuba sobre la
marchitez por Fusarium fue en 1910; sin embargo, sefialaron que desde el 1915 se
informé que los cultivares de Musa ‘Gros Michel' (AAA) y el ‘Manzano’ (AAB) se
encontraban severamente afectados. Estos investigadores comentaron la existencia de
antecedentes de incidencia de la enfermedad en el cultivar de Musa ‘Manzano’ (AAB)
desde finales del siglo XIX. Se calcula en méas de 80 000 ha de cultivo del cultivar de Musa
‘Gros Michel' (AAA) destruidos por la raza 1 de Fusarium oxysporum f. sp. cubense entre
1890 y mediados de la década de los cincuenta del pasado siglo, solo en las grandes
empresas exportadoras (Ploetz, 2005).

El mejoramiento genético en el género Musa, utilizando métodos tradicionales, se ha visto
obstaculizado por varios factores, entre ellos: la baja fertilidad, la esterilidad, los niveles de
ploidia y la falta de variabilidad genética que muestran sus especies (Huang et al., 2010),
ademas del tiempo que se necesita para obtener clones mejorados por esta via.

El empleo de las tecnologias de cultivo de tejidos para los programas de mejoramiento
genético constituye una herramienta de gran potencial, pero se hace necesario disponer
de un sistema eficiente y repetible de regeneracion de plantas (Roux, 2004). El uso de
yemas adventicias para estos fines en Musa spp. ha sido informado por varios autores
(Nahamya, 2000, Garcia et al., 2006, Sadik et al., 2007) ya que la variabilidad puede
incrementarse.

De los reguladores del crecimiento vegetal, la 6-Bencilaminopurina (6-BAP) tiene un
marcado efecto en la estimulacién del desarrollo de las yemas axilares y adventicias en
los cultivos in vitro (Abeyaratne y Lathiff, 2002, Buah et al., 2010). Sin embargo, se ha
informado que el tidiazuron (TDZ) es mas activo a bajas concentraciones que la

citoguinina aminopurina y menos susceptible a las enzimas degradantes presentes en las
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plantas (Mok et al., 1987). Garcia et al. (2006) con el empleo de TDZ lograron la
formacion de yemas muiltiples en el cultivar de Musa “Grande naine”(AAA). Segun Haruki
et al. (2007) el TDZ, puede ser muy activo en la regulacion de la morfogénesis en muchas
especies de plantas.

Los resultados referidos en la literatura especializada sobre platanos y bananos, indican
gue la induccion del proceso embriogénico para genotipos que no poseen inflorescencias
masculinas persistentes o que degeneran durante su desarrollo, asi como por la carencia
de suficiente material vegetal por el ataque de patégenos del cultivo, continda
perfeccionandose. El uso de otros reguladores del crecimiento como el TDZ para inducir
la formacion de yemas adventicias como fuente de explante para la extraccion de
meristemos proliferantes (“scalps”) para iniciar la embriogénesis somatica se han
desarrollado (Suprasanna et al., 2002, INIBAP, 2003).

Lopez et al. (2000) lograron el establecimiento de suspensiones celulares en los cultivares
de Musa ‘Zanzibar’ (AAB) y ‘Navolean’ (AAB) con concentraciones de 6-BAP de 22,5 mg
L y cuatro subcultivos para lograr la formacién de yemas adventicias. Sin embargo,
segun Sadik et al. (2007) el uso de estas altas concentraciones de 6-BAP y TDZ, tiene
entre sus desventajas, la variacion somaclonal y el decrecimiento de la respuesta
embriogénica del explante y su posterior regeneracion. En este sentido, hay numerosos
informes que muestran las deficiencias del uso de altos niveles de citoquininas que
provoca la aparicion de plantas fuera de tipo (Martin et al., 2006, Shirani et al., 2009).

Por todo lo antes expuesto se hace necesario estudiar diferentes combinaciones de
reguladores del crecimiento y el nimero de subcultivos en la formacién, multiplicacion y
regeneracion de yemas adventicias in vitro de los cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y
‘Gros Michel’ (AAA) para su empleo en los programas de mejoramiento genético.

Hipotesis

Si utilizamos diferentes combinaciones de reguladores del crecimiento en menos
subcultivos entonces se podria lograr la formacion, multiplicacion y regeneracion de yemas

adventicias in vitro de los cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros Michel' (AAA).
Objetivo general

Obtener yemas adventicias in vitro en los cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros
Michel' (AAA).



Objetivos especificos

1.- Determinar el efecto de diferentes combinaciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de
yemas adventicias in vitro.
2.- Determinar el nimero de subcultivos para lograr la multiplicacion y regeneracion de
yemas adventicias in vitro.



2. Revision Bibliogréfica
2.1 Caracteristicas botanicas, taxonomia, origeny evolucion del cultivo

La planta de banano, a menudo denominada errbneamente como un "arbol", es una gran
hierba, con suculento tallo (adecuadamente "pseudo tallo") que es un cilindro de peciolos
de las vainas de las hojas, alcanzando una altura de 20 a 25 pies (6-7,5 m) y surge de un
rizoma carnoso o cormo (Morton, 1987). Las raices brotan normalmente en grupos de
cuatro en la superficie del cilindro central del cormo y tienen de 5 a 8 mm de espesor
(Riopel y Steeves, 1964).

Estas plantas presentan hojas tiernas, suaves, oblongas o elipticas, de numeracién de 4 6
5 a 15 dispuestas en espiral. Ellas se despliegan, cuando la planta crece, a razén de uno
por semana en clima calido, y se extienden hacia arriba y hacia el exterior, alcanzando
hasta 9 pies (2,75 m) de largo y 2 pies (60 cm) de ancho (Morton, 1987).

Las flores son ebracteadas y estan dispuestas en fasciculos biseriados sobre
protuberancias nodales, recubierto cada fasciculo por una bractea decidua. Los nodos
basales de la inflorescencia tienen flores femeninas y los nodos distales, masculinas; a
menudo, uno o0 mas fasciculos de flores neutras se encuentran presentes entre las zonas
masculinas y femeninas. Las flores masculinas son deciduas y el eje que las sustenta
normalmente en la zona distal (raquis) continla creciendo, mientras los frutos se
desarrollan (Morton, 1987).

Las flores femeninas tienen ovarios inferos triloculares y tricarpelares funcionales, asi
como estaminodios; las flores masculinas tienen ovarios abortivos y estambres bien
desarrollados. El periantio es fuertemente zigomorfico y parcialmente gamotépalo en un
tépalo abaxial compuesto de cinco miembros y un tépalo libre (Valmayor, 2008).

A medida que los frutos jovenes se desarrollan a partir de las flores femeninas, que
parecen dedos verdes delgados, que cuando estan bien desarrollados en cada grupo se
convierten en una "mano" de platano. Variando el nimero de "manos" con la especie y
variedad (Morton, 1987).

La primera clasificacion cientifica de platanos y bananos fue realizada por Linneo en
1783, nombrando a todos los bananos como Musa sapientum Yy al grupo de los platanos

como Musa paradisiaca.



Segun Simpson (2006) la clasificacion de Musa spp. es la siguiente:
Género: Musa

Familia: Musaceae

Orden: Zingiberales

Subclase: Zingiberidae

Clase: Liliopsida

Division: Magnoliophyta

Reino: Plantae

Se considera que el género Musa se origind en la peninsula Malaya en Asia, como
probable centro primario, tanto de Musa balbisiana como de Musa acuminata (Belalcazar,
1991). La evolucion de los cultivares desde especies silvestres y su dispersion desde el
Sudeste de Asia ha sido descrito por Vuylsteke et al. (1998). A principios del siglo XVI, los
navegantes portugueses transportaron a la planta de la costa de Africa Occidental a
América del Sur (Morton, 1987).

Se sabe con certeza que en 1516, Fray Tomas de Berlanga, obispo de Panama, introdujo
las primeras plantas procedentes de Islas Canarias a Santo Domingo y de esta paso a
Cuba (L6pez, 1989).

Los dos factores principales en la evolucion de los platanos y bananos comestibles
fueron: el desarrollo de la potencialidad genética de la partenocarpia y al mismo tiempo la
esterilidad genética. Por la hibridacion entre las especies Musa acuminata Colla, y Musa
balbisiana Colla aparecen los clones diploides, triploides y tetraploides los que auln
persisten en gran numero en el sudeste de Asia (Simmonds, 1966).

Segun (Sandoval y Escoute, 1996) el nimero basico de cromosomas en el género Musa
es de 11, determinado durante la década de los treinta y los cuarenta, existiendo tres
niveles principales de ploidia natural en el género 2n=2x=22, 2n=3x=33 y 2n=4x=44.

Los bananos cultivados exhiben un marcado grado de esterilidad y en su mayoria son
triploides (2n=3x=33); aunque también son cultivados, en menor frecuencia, los cultivares

diploides vy tetraploides (Vuylsteke et al., 1998). Las mutaciones somaticas acumuladas,



en algunas regiones, han jugado un papel importante en la obtenciéon de gran diversidad

fenotipica en grupos relativamente homogéneos de cultivares.

2.1.1 Descripcion botanica de los cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros
Michel’ (AAA)

Las principales caracteristicas del cultivar ‘Manzano’ (AAB) son: altura del pseudotallo de
tres metros, con aspecto robusto, color verde-amarillo y apariencia brillante, no cerosa. La
pigmentacion del pseudotallo subyacente es rosa-plrpura, con manchas color marrén-
negras y una savia color acuoso. La composicion tepal de la flor masculina es color
crema, la forma del estilo es curvado en la base y el estigma de color naranja. La fruta
presenta una posicion curva hacia el tallo, con un nimero de frutas igual o mayor a 17,
posee un tamafo por fruto de 16-20 cm con una forma recta o ligeramente curvada y con
un apice largo apuntado. Las inflorescencias poseen bracteas en forma obtusa y dividida

con la cara externa color rojo-purpura y presencia de muy poca cera (INIBAP, 2001).

El cultivar ‘Gros Michel' (AAA) presenta una altura del pseudotallo de tres metros con un
aspecto robusto de color verde y una apariencia brillante, no ceroso. La pigmentacion del
pseudotallo subyacente es rosa-purpura con manchas color marrén oscuras y una savia
acuosa. La flor masculina presenta una composicién tepal color basico, crema, la forma
del estilo es recta y un estigma de color amarillo brillante. La posicion de la fruta es
curvada hacia arriba (oblicuamente, en un angulo de 450°), con un nimero total de frutas
de 13 a 16 y una longitud de cada fruta de 21-25 cm, con una forma recta en la parte
distal y el 4pice de la fruta es puntiagudo. La inflorescencia posee bracteas puntiagudas,
con la cara exterior de la bractea de color morado-marr6n y muy poco o ningln signo
visible de cera (INIBAP, 2001).

2.2 Importancia de los platanos y bananos

El cultivo del banano es uno de los mas importantes a nivel mundial, ademéas de ser
considerado un producto basico y de exportacion, constituyendo una importante fuente de
empleo e ingreso en mas de 120 paises en desarrollo (Jones y Diekmann, 2000). Aunque
son un importante alimento basico en Africa, Asia y América Latina, solamente el 3% del
banano producido es comercializado internacionalmente (Lescot, 2013), lo que indica su
importancia para los mercados domésticos y la seguridad alimentaria. En las condiciones

de Cuba también son fundamentales para lograr la estabilidad de productos alimenticios



en el mercado, sobre todo entre los meses de junio a noviembre que son desfavorables
para los cultivos de produccion subterranea (Barranco, 2000).

El platano es nutricionalmente similar a la papa, facil de digerir, ampliamente usado en la
nutricion de los infantes y como tiene una composicién quimica similar al mucus del
revestimiento del estbmago, muestra un efecto suavizante en el tratamiento de Ulceras
gastricas y diarrea. En términos de energia cada gramo proporciona una caloria. Es
considerado una buena fuente de vitaminas A, B1l, B2 y C, por el alto contenido de
vitamina B6 ayuda a aliviar el estrés y la ansiedad. Ademas, se utiliza para brindar sombra
a grupos de cultivos como es el cacao y el café (INIBAP, 2000).

Contiene como promedio, alrededor del 70% de agua y 27% de carbohidratos, grasas
0,3%, proteinas 1,2%; contiene siete de los ocho aminoacidos esenciales para la vida
(Alvarez-Acosta, 2011).

Para su uso en la alimentacion los platanos se hierven, se cocinan al vapor, se frien en
tajadas o se asan. En algunas partes de Uganda, las tajadas secas de la fruta verde se
almacenan para los tiempos de hambruna. Los higos dulces de banano se preparan en
muchas partes de los trépicos secando la fruta madura. En los tropicos se pueden hacer
la harina de platano secando y moliendo frutas verdes o maduras, para elaborar galletas y
pasteles. Los platanos triturados pueden ser congelados para utilizarlos luego en batidos
con leche, pasteles y helados (INIBAP, 2004).

Desde el punto de vista medicinal, en Africa, las céscaras trituradas de los bananos
maduros se utilizan para hacer un cataplasma para heridas, debido a que la parte interior
de la cascara tiene propiedades antisépticas, se le puede aplicar directamente a las

heridas o cortadas en un caso de emergencia (INIBAP, 2004).

2.3 Situacion actual del cultivo

En Asia y el Pacifico es la fruta mas producida en paises como Filipinas, Tailandia,
Indonesia, y la India, donde el 95% de la produccion anual (25 millones de toneladas) se
consume o comercializa localmente. Ecuador es el principal exportador mundial de
banano (Musa AAA Simmonds.), con un area de cultivo cercana a las 220 000 ha, las
cuales representan el 10% de la superficie agricola del pais. Alrededor de 55 000 ha
estan en manos de pequefios productores con plantaciones menores a 30 ha y recursos
econdémicos limitados (PRO-ECUADOR, 2013).

Cuba tiene 179 000 ha de bananas y platanos (de acuerdo a una encuesta no publicada
realizada durante el 2014 por el Centro Nacional de Sanidad Vegetal del MINAGRI) y la



produccion de platanos representa entre el 20 y el 30% del total de todas las viandas,
particularmente durante los periodos lluviosos.

Los tres méas grandes importadores de bananos del mundo son la Uni6on Europea,
Estados Unidos de América y la Federacién Rusa, todos mostraron una dindmica
creciente en las importaciones durante el 2013 del 7,0; 7,6 y 5,3%, respectivamente.
Producto al fuerte consumo, las importaciones de la Union Europea alcanzo 4,8 millones
de toneladas. Estados Unidos de América también registré un importante record con 4,4
millones de toneladas (FAO, 2015).

2.4 Cultivo de tejidos

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
de cultivo nutritivos artificiales (Roca y Mroginski, 1993). Pudiéndose resolver el problema
de las enfermedades emergentes mediante la obtencion de semillas de alta calidad (Ali et
al., 2011).

Dos rutas diferentes han sido reconocidas para la morfogénesis in vitro, la organogénesis
directa e indirecta y embriogénesis somética. Cualquiera de las vias dependen del estado
de diferenciaciéon del explante inicial, de las caracteristicas genéticas de las plantas y del
manejo del cultivo in vitro, desde los medios de cultivo hasta las condiciones ambientales
para el desarrollo de las plantas, tejidos o células (Gomez, 1998).

El material de siembra mas utilizado en banano es el proveniente de cultivo de tejidos,
que garantiza mayor sanidad, homogeneidad, vigor, precocidad y altos rendimientos
(Hanumantharaya et al., 2009, Mugo et al., 2013). La obtencion de material de siembra
por la calidad genética y fitosanitaria via tradicional, no es la mejor opcion para establecer
nuevas plantaciones, dada la influencia negativa de plagas y patdégenos que se trasmiten
por medio de este, lo que reduce su calidad, y repercute en el posterior desempefio del
cultivo, mermando significativamente el rendimiento y la rentabilidad del cultivo (Ngo-
Samnick, 2011).

Los primeros informes de la multiplicacion in vitro de platanos y bananos se realizaron en
la década de 1970 en algunos genotipos AAA. A partir de esta fecha, el nUmero de
informes se ha incrementado incluyendo genotipos AA, AAB, ABB y BBB, siendo la
principal fuente de explante primario los apices vegetativos (Afza et al., 1996). Se han
establecido técnicas, para el desarrollo de la propagacion in vitro y la mejora genética,



como la embriogénesis somatica (Barranco, 2000), seleccion in vitro (Okole y Schulz,
1997), induccion de mutaciones in vitro (Cardona et al., 2000), transformacion genética y
Biologia Molecular (Daniell et al., 2001). Para ello se puede emplear varias técnicas como:
cultivo de 4pices o meristemos, de callos, de células en suspension, entre otros.

e Cultivo de 4pices y meristemos

La técnica de cultivo de meristemos para la obtencion de plantas libre de patégenos se
fundamenta en el hecho de que la distribucion de los microorganismos (virus, bacterias,
micoplasmas) en los tejidos de la planta infectada no es uniforme y su concentracién
tiende a disminuir progresivamente hacia el apice del tallo, por lo tanto, las posibilidades
de que en las células del meristemo se encuentre menor nimero de particulas o estén
libres de estas son mayores que en los tejidos mas diferenciados de la planta (Hernandez,
1997).

El término “cultivo de meristemos” ha sido utilizado para designar a fragmentos de tejido
en un rango de 0,1 mm hasta 1,0 cm o més. Sin embargo, para el cultivo aséptico y el
saneamiento este término implica el aislamiento del domo meristématico mas el primer
primordio foliar en un rango de 0,1-0,5 mm (Hernandez, 1997). A partir de este tamafio se
considera cultivo de apices.

e Cultivo de callos

El establecimiento de cultivos de callos seguido con la formacion de plantas via
organogénesis 0 embriogénesis somatica se ha estudiado en numerosas especies de
plantas (Litz y Jarret, 1991). El callo es un crecimiento desorganizado de células obtenido
a partir de un determinado tejido. La formacién del callo comienza con el aislamiento de
organos o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente desdiferencian ante la
presencia de auxina exdgena en el medio de cultivo. En las células se presenta una
proliferacion continua, acelerada y de apariencia desorganizadas, dando origen a una
masa amorfa de tejidos (Gémez, 1998).

Desde el punto de vista morfogénico la caracteristica mas importante del callo es la
totipotencia de sus células ya que en general de un manejo adecuado de las condiciones
nutricionales, hormonales y ambientales, tienen la capacidad de desarrollar brotes, raices
y embriones sométicos dependiendo fundamentalmente del balance auxina-citoquinina en

el medio de cultivo (Gébmez, 1998).



e Cultivo de células en suspension

El cultivo de células en suspension consiste en un conjunto de células aisladas, asi como
de agregados celulares (que van de 2 a 100 células) distribuidos en un medio de cultivo
liguido en constante movimiento, siendo esta una de las formas para mantener y propagar
las células vegetales. Este sistema de cultivo es un poderoso implemento para llevar a
cabo estudios sobre la induccion de la embriogénesis somética, crecimiento y
diferenciacién, organogénesis, ciclo celular, genética, nutricion, bioquimica y metabolismo,
asi como la obtencion de diversos productos secundarios; tales como algunos fenoles,
antraquinonas, antocianina, nicotina, etc. Ademas de ser empleadas en el mejoramiento
genético, dando esta técnica mayor posibilidad a las células mutadas para expresarse y
formar, por consiguiente plantas mejoradas que pueden ser seleccionadas posteriormente
por métodos tradicionales o mediante métodos biotecnoldgicos como es la seleccion in
vitro y la transformaciéon genética. También se han utilizado en pruebas de resistencia a
enfermedades como es el caso del carbon de la cafia de azUcar (Ustilago scitaminea Syd)
(Gémez, 1996).

2.4.1 Regeneracion por organogénesis en banano y platano

Desde hace cuatro décadas se emplean las técnicas de cultivo in vitro para el
saneamiento y la propagacion de muséaceas. La micropropagacion de platanos y bananos
forma parte de la modernizacion de la agricultura en muchos paises y ha contribuido a
mejorar las condiciones sanitarias de las plantaciones e incrementar su productividad
(Castro et al., 2002).

La regeneracion de plantas mediante el cultivo de apices meristematicos (organogénesis)
es el método mas utilizado para la propagacion comercial de Musa spp. El primer trabajo
fue informado por Ma y Shii (1972) y a partir de este se ha descrito en la literatura
cientifica la regeneracion de plantas en diferentes cultivares de platanos y bananos. Su
aplicacion comercial se ha visto limitada por factores tales como las bajas tasas de
multiplicacion, la calidad de los explantes y alto costo adicionado a la mano de obra en las
fases de multiplicacién y enraizamiento (Basil et al., 2007).

Segun Ibaraki y Kurata (2001) la embriogénesis somética tiene poderosas ventajas para
la propagacion in vitro de plantas debido al elevado coeficiente de multiplicaciéon de los

embriones somaticos.
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2.4.2 Regeneracion via embriogénesis somatica en bananos y platanos.

El primer trabajo publicado para la obtencion de embriones sométicos en Musa, lo
realizaron Cronauer y Krikorian (1983), a partir de suspensiones celulares derivadas de
apices cultivados in vitro de los cultivares de Musa ‘Saba’ y ‘Pelipita’ (ABB), quienes
lograron estructuras similares a los embriones, sin llegar a la regeneracion de plantas por
embriogénesis somaética tipica. Los primeros ensayos exitosos se lograron cuando se
usaron embriones cigoéticos inmaduros, para inducir el proceso embriogénico de cultivares
diploides de Musa (Escalant y Teisson, 1989). Desafortunadamente, este tipo de explante
solamente esta disponible para especies silvestres de Musa y no para cultivares de
importancia econdmica, en los cuales la produccion de semilla botanica es erratica
(Dhed’a et al., 1991).

Fuentes de explantes parainduccién de callos embriogénicos

La seleccion del explante podria ser el factor clave que determina el éxito o no de un
protocolo de embriogénesis somatica (Krishnaraj y Vasil, 1995). Vasil (1985), sefial6 que
en la mayoria de las monocotiledoneas herbaceas se utilizan los explantes que contengan
células meristematicas o indiferenciadas; como las de tejidos foliares o del rizoma en
cultivares de bananos diploides o triploides. Independientemente del tipo de explante
utilizado, la edad de este tiene un rol importante en la determinacion de la respuesta in
vitro, muy viejos y muy jévenes no son apropiados. De manera, que los apices han sido
ampliamente utilizados con buenos resultados en varias especies de plantas (Krikorian y
Scott, 1995).

Los embriones sométicos pueden ser obtenidos desde varias fuentes de cultivos tales
como: hojas jovenes, hojas inmaduras, inflorescencias, peciolos, entre otros. La reaccion
del explante para la embriogénesis esta determinada por la edad de este, asi como la
concentracion de auxina empleada. Una fuerte correlacion ha sido establecida entre el
estado de desarrollo del explante inicial y la concentracion de acido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D) en el proceso de desdiferenciacion y diferenciacion in vitro
(Denchev et al., 1990).

e Inflorescencias inmaduras masculinas

A partir de inflorescencias masculinas inmaduras, Ma (1991) obtuvo embriogénesis
somatica, la cual fue generalizada por Escalant et al. (1994). Estos Ultimos autores, a
través del uso del Sistema de Inmersion Temporal (SIT) tipo RITA, lograron aumentar el
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porcentaje de los embriones soméaticos germinados; mientras que Cote et al. (1996) y
Grapin et al. (1996), obtuvieron suspensiones celulares con adecuadas tasas de
regeneracion, al utilizarse este mismo tipo de explante Gomez et al. (2002), mejoraron
esta metodologia a través de la multiplicacion de los embriones somaticos en
biorreactores en el cv. de Musa ‘FHIA-18 (AAAB), donde obtuvieron 89,3% de
germinacion de los embriones sométicos en un mes de cultivo. La limitante de este
método estd dada porque soOlo puede utilizarse en genotipos que poseen las
inflorescencias masculinas persistentes, presentes en la gran mayoria de los platanos
frutas. Para minimizar este problema, Grapin et al. (2000), utilizaron inflorescencias
femeninas inmaduras, de los cuales obtuvieron embriogénesis somatica. Aunque los
autores anteriores sefialaron que la utilizacion de este tipo de explante permite generalizar
Su uso a todos los genotipos de Musa spp, Lopez (1999), sd6lo obtuvo 2,0% de respuesta
embriogénica al emplearlo, en el cv. de Musa ‘Navolean’ (ABB). Los resultados
alcanzados indicaron que no es factible su generalizacion, producto de las limitaciones
practicas que posee; primero hay que decapitar la planta antes de la cosecha del fruto y
segundo, por los bajos porcentajes que se obtienen de formacién de callos con
estructuras embriogénicas.

e Yemas axilares

Segln Ziv et al. (1998), el uso de ancimidol (ANC) en el medio de cultivo de
multiplicacién, permite un incremento significativo del nimero de brotes axilares,
fundamentalmente porque inhibe la biosintesis de giberelinas y con ello reprime el
crecimiento y dominancia de la yema apical, lo cual favorece o estimula a la brotacion de
yemas axilares. Lorenzo et al. (1998) también sefialan, que esto sucede debido a que
todos los nutrientes del medio de cultivo son aprovechados para la formacion de nuevos
brotes y no para la elongacién de tallos y hojas.

Albany (2001), sefialé que la adicién de 2,5 mg L de ANC en el medio de cultivo durante
la multiplicacién en el SIT de cv. de Musa ‘Gran Enano’ (AAA), redujo el tamafio de los
brotes, con un aumento en el nimero de brotes/explante.

Dhed’a et al. (1991), desarrollaron una metodologia a partir de yemas adventicias, de las
cuales extrajo los meristemos proliferantes in vitro (“scalps”) parte superior de 4-5 mm de
diametro para el establecimiento de las suspensiones celulares embriogénicas en el cv.

de Musa ‘Bluggoe’ (ABB), la misma fue mejorada y generalizada a otros genotipos por
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Schoofs (1997). Sin embargo, cuando se utiliz6 la metodologia anterior en cultivares
donde se incrementa la presencia del genoma de Acuminata (A), fue necesario realizar
multiples subcultivos (5-14 meses), con altas concentraciones de 6-BAP, para obtener los
scalps como fuente de explante para establecer las suspensiones celulares
embriogénicas (Strosse et al., 2004).

2.4.3 Influencia de los reguladores del crecimiento en la forma de regeneracion de
los explantes in vitro

Una relacion baja auxina/citocinina favorece la formacion de brotes vegetativos
(caulogénesis), mientras que una relacion contraria, favorable a las auxinas, inducira la
formacion de raices (rizogénesis). Esta teoria fue propuesta por Skoog (1957), y en la
actualidad, es la mas aceptada para explicar el control hormonal de la organogénesis
(Ying-Hua et al., 2011).

El papel fundamental que ejercen las citoquininas sintéticas (6-BAP, benciladenina, TDZ,
kinetina, zeatina, etc.), es romper la dominancia apical gobernada por las auxinas,
liberando asi las yemas o meristemos laterales de la dormancia. Por lo tanto, el
incremento de las citoquininas da inicio a un sinnUmero de eventos en cadena que
conllevan a una mayor actividad celular de los meristemos, incrementando la tasa de
division celular que da origen a la regeneracion de nuevos puntos meristematicos, ya sea
por organogénesis directa (yemas adventicias) o via organogénesis indirecta (callos)
(Mdller y Leyser, 2011). Por otra parte, se ha reportado mayor formacién de puntos
meristematicos, yemas adventicias y callos en explantes de banano y platano, con adicion
de citoquininas sintéticas (Dharaneeswara et al., 2014); pues existe una influencia de las
concentraciones de citoquininas en el desarrollo de los explantes debido a que aumentan
los niveles de citoquininas endégenas (Peres y Kerbauy, 1999), las cuales se encuentran
en una alta concentracion sobre todo en la zona basal del explante (Zaffari et al., 2000).

Existen pruebas de la formacién de novo de yemas adventicias en la superficie de tejidos
de cormo mantenidos en un medio con alto contenido de citoquininas (Novak et al., 1990).
Este fendmeno puede deberse a un efecto de habituacion de los tejidos al crecimiento en
medios de cultivos ricos en citoquininas (Daniels, 1999) y al parecer estos tejidos
comienzan también a producir sus propias citoquininas en estas condiciones (Zaffari et al.,
2000). Lo anteriormente expuesto se evidencia en el estudio realizado por Cedefo-Garcia
et al. (2016) que independientemente de la concentracion de 6-BAP utilizada, su

influencia sobre la mayor tasa de multiplicacion con respecto al tratamiento control, quizas
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estuvo en funcion del contenido endégeno de citoquininas que alcanzaron los cormos
tratados con 6-BAP, lo cual resultd en un balance hormonal favorable a la citocinina.
Aunque existen especies gque pueden ser establecidas sin citoquininas, al parecer porque
hay suficiente cantidad enddgena de este regulador del crecimiento en los explantes
(Jiménez, 1998).

Las auxinas exodgenas no promueven la formacion de brotes, sin embargo, el crecimiento
del cultivo in vitro puede ser mejorado por su presencia. Durante la fase de implantacion
de yemas y meristemos es necesaria la presencia de auxinas exdgenas debido a que
estos explantes no producen (o retienen) suficientes auxinas enddgenas para el
crecimiento de los renuevos (Ramirez, 1995).

Segun Cedefo-Garcia et al. (2016) los probables sintomas de anormalidad encontrados
en callos y plantulas, se deban a la alta concentracion de 6-BAP,considerando por
anormalidades a sintomas de hiperhidricidad (hojas y tallos gruesos y quebradizos), que
es muy frecuente en cultivo in vitro de banano; sintomas de necrosis en callos,
amarillamiento y decoloracion en las hojas; callos y plantulas con forma de roseta y
plantulas con tallos y hojas retorcidas y lanceoladas, lo cual ha sido reportado en banano
y platano micropropagado (Bairu et al., 2008). Otra factor que influye en la formacion de
plantulas anormales, es el efecto de variaciones genéticas (variacion somaclonal) donde
se ha empleado altas concentraciones de citoquininas (Vasane et al., 2009, Bibadabi et
al., 2010).

Estudios recientes demuestran que los mejores resultados en la obtencion de yemas
adventicias se obtuvieron al combinar mas de una citoquinina (Cedefio-Garcia et al.,
2016). Estos autores combinaron 6-BAP y TDZ, similares a los referidos por Pereira et al.
(2001) quienes obtuvieron mayor numero de brotes por explante y menor tiempo de
brotacion al combinar dichas hormonas en el cv. de Musa ‘Maca’ (AAB) de banano. Asi
mismo, Langford et al. (2012) y Msogoya y Mwakisitu (2014) refieren un efecto
significativo del 6-BAP y TDZ a bajas concentraciones, sobre la brotacion y nimero de
brotes por explante en cultivares de banano y platano.
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3. Materiales y métodos

La presente investigacion se realizd en el Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP),
adscrito a la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas (UCLV), Santa Clara,
(Cuba), en el periodo desde enero de 2016 hasta mayo de 2017.

Material vegetal

Se utilizaron apices de los cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros Michel’ (AAA),
obtenidos de hijos tipo espada con un tamafio aproximado de 50 a 100 cm de altura que
fueron establecidos in vitro de acuerdo a la metodologia propuesta por Orellana (1994).

Procedimientos generales

Los medios de cultivo utilizados se especifican posteriormente en la descripcion de cada
experimento. El pH de los diferentes medios de cultivo fue ajustado a 5,8 con NaOH (1,0
N) y HCI (1,0 N) antes de la esterilizacion en autoclave, a una temperatura de 121 °C y
1,2 kg cm? de presion, durante 20 minutos. Como agente gelificante de los diferentes
medios de cultivo se empled Gelrite 2,0 g L*. Fueron empleados frascos de vidrio de 250

mL de volumen total con 30 mL de medio de cultivo cada uno.

El instrumental (bisturies y pinzas) se desinfectd en un esterilizador eléctrico aleméan
modelo DENT-EQ que estuvo dentro de la cabina de flujo laminar horizontal todo el
tiempo, donde se realizé toda la manipulacién del material vegetal en condiciones de
esterilidad. Los platos metélicos para el trabajo, fueron esterilizados en la estufa a 180 °C
durante 2 horas.

Condiciones de incubacion.

Todo el material vegetal se incub6 en el laboratorio entre los meses de Octubre de 2016
hasta Abril de 2017, en condiciones de luz solar en camaras de cultivo, con una densidad
de flujo de fotones fotosintéticos que oscil6 entre 48,0-62,5 1 mol. m2. s, y con un
fotoperiodo en dependencia de la época del afio. En el periodo de invierno de Octubre-
Febrero con una duraciéon méaxima y minima del periodo luminoso de 13h y 34 minutos y
10h y 41 minutos. En el caso del verano de Marzo-Septiembre el fotoperiodo fue de 16/8h
luz/oscuridad. Con una temperatura de 27+2°C.
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Andlisis estadisticos.

El disefio experimental empleado fue totalmente aleatorizado, todos los experimentos se
repitieron dos veces. Para el analisis estadistico se utiliz6 el paquete de programas SPSS
para Windows version 21,0 del 2012. Para el andlisis de la normalidad de las variables se
utilizé la prueba de Shapiro Wilk, para la comparacion entre las medias se aplico la
alternativa no paramétrica del Analisis de Varianzas, la prueba de Kruskal-Wallis o Tukey
y para la comparacion entre parejas de grupos se utilizé la prueba no paramétrica de
Mann-W hitney. En todos los experimentos se utilizaron cinco frascos de cultivo con cinco

explantes cada uno. En todos los casos las diferencias se establecieron para p<0,05.

3.1 Determinacién del efecto de diferentes combinaciones de 6-BAP y TDZ en la

formacion de yemas adventicias in vitro

Con el objetivo de estudiar la influencia de la combinacién de las citoquininas 6-BAP vy
TDZ en la induccion de yemas adventicias, se colocaron brotes provenientes del medio de
cultivo de establecimiento in vitro, segun metodologia propuesta por Orellana (1994), en el
medio de cultivo de multiplicaciéon compuesto por: Sales MS 4,3 g L?, vitaminas MS 10 mL
L1, AIA 0,2 mg L?, Acido Ascorbico 10 mg L%, Sacarosa 30 g L y Gelrite 2,0 g L. Se
evaluaron nueve combinaciones de 6-BAP y TDZ, basadas en los criterios emitidos por
Garcia et al., (2006) y Sadik et al., (2007) en la formacion de yemas adventicias. Ademas
dos controles, uno solamente con 6-BAP (LOpez et al., 2000) y otro con TDZ (Sadik et al.,
2007). Siendo estos los medios de cultivo usualmente empleados en la formacion de
yemas adventicias in vitro en bananos y platanos. Las concentraciones de las citoquininas

de los 11 tratamientos aparecen en la Tabla .
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Tabla I. Concentraciones de las citoquininas empleadas en el medio de cultivo para la
formacion de las yemas adventicias in vitro en los cvs. de Musa ‘Gros Michel’ (AAA) y
‘Manzano’ (AAB)

Tratamientos Concentracion citoquininas (mg L)
6-BAP TDZ
1 2,0 0,6
2 4,0 0,6
3 6,0 0,6
4 2,0 0,8
5 4,0 0,8
6 6,0 0,8
7 2,0 1,0
8 4,0 1,0
9 6,0 1,0
10 (Control) 22,5 -
11 (Control) - 2,0

A los 30 dias de cultivo se evaluo el nimero de yemas adventicias y brotes por explantes.

Asi como el porcentaje de formacion de yemas adventicias y brotes por cada tratamiento.

Para el andlisis estadistico se utilizé el paquete de programas SPSS para Windows
version 21,0 del 2012. Para el andlisis de la normalidad de las variables, nUmero de
yemas adventicias y el nimero de brotes por explante, se utilizé la prueba de Shapiro
Wilk, para la comparacion entre las medias se aplicé la alternativa no paramétrica del
Andlisis de Varianzas, la prueba de Kruskal-Wallis y para la comparacion entre parejas de
grupos se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. En todos los experimentos
se utilizaron cinco frascos de cultivo con cinco explantes cada uno. En todos los casos las
diferencias se establecieron para p<0,05.

En el presente trabajo se denominaron yemas adventicias a estructuras bulbosas blancas
de 2 a 5 mm de diametro ocasionalmente rodeadas por primordios de hojas verdes. Esas
pequefias estructuras se desarrollan hacia dos o diez diminutos meristemos dispersos
sobre la superficie del explante (INIBAP, 1996) (Fig. 1).
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Figura 1: Yemas adventicias en Musa

3.2 Efecto del numero de subcultivos en la multiplicacion y regeneracion de las
yemas adventicias in vitro

3.2.1 Multiplicacion de las yemas adventicias

Con el objetivo de estudiar la influencia del numero de subcultivos en la multiplicaciéon de
las yemas adventicias se colocaron las estructuras formadas en el experimento anterior,
en los medios de cultivos que contenian las combinaciones de citoquininas que
estimularon el desarrollo de dichas estructuras.

Los subcultivos se realizaron cada 30 dias, evaluandose el nUumero de yemas adventicias
y el nimero de brotes por explante. Se realizaron hasta cuatro subcultivos para alcanzar
los objetivos propuestos en cada cultivar. Las condiciones de cultivo fueron similares al

experimento anterior.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el paquete de programas SPSS para Windows
version 21,0 del 2012. Para el analisis de la normalidad de las variables, nimero de
yemas adventicias y el nimero de brotes por explante, se utilizé la prueba de Shapiro
Wilk, para la comparacion entre las medias se aplicé la alternativa no paramétrica del
Andlisis de Varianzas, la prueba de Tukey y para la comparacion entre parejas de grupos
se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney. En todos los experimentos se
utilizaron cinco frascos de cultivo con cinco explantes cada uno. En todos los casos las

diferencias se establecieron para p<0,05.
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3.2.2 Estudios histolégicos de la formaciéon de las yemas adventicias in vitro

Con el objetivo de caracterizar el origen de las yemas adventicias desarrolladas en los
cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros Michel (AAA), se realizaron cortes
histol6gicos en cinco explantes, de cada variedad, provenientes del medio de cultivo de
multiplicacién suplementado con la mejor combinacién de citoquininas y subcultivo

seleccionado.

Las yemas adventicias se colocaron durante 24 horas en una solucion de fijacién que
contenia formaldehido al 37% (v/v), acido acético glacial al 100% (v/v) y alcohol etilico al
70% (v/v), en una proporcion 1:1:18. La deshidratacion progresiva de las muestras se
realizé en soluciones de etanol de graduacion creciente comenzando con etanol al 70%
(v/v) hasta llegar al etanol absoluto y la inclusion se realizé en bloques de parafina (Kraus
y Arduin, 1997). Se realizaron cortes de 10 ym en un micrétomo rotatorio Heidelberg HM
320 (Alemania) y posteriormente la tincién se realiz6 con safranina 0,1% (p/v) para el
examen general del tejido (Jensen, 1962).

Las muestras fueron observadas con un microscopio Olympus SZX7 (Japon) con un
objetivo 40X y fotografiadas con una camara Canon (Power Shot A 630, Japdn). Se
determind los tipos de células presentes en las yemas adventicias.

3.2.3 Regeneracion de las yemas adventicias

El objetivo de este experimento fue estudiar el efecto del nimero de subcultivos sobre la
regeneracion de las yemas adventicias de las mejores combinaciones de reguladores del
crecimiento obtenidos del experimento anterior. Se colocaron dichas estructuras de
ambos cultivares, en un medio de cultivo de regeneracion libre de reguladores del

crecimiento, que contenia: Sales MS 4,3 g L%, Tiamina 1,0 mg L' y Sacarosa 20 g L*
(Garcia et al., 2006).

Se utilizaron cinco frascos de cultivo con cinco explantes cada uno. A los 30 dias de
cultivo se evalu6 el nimero de brotes regenerados por yema adventicia, altura del brote
(cm), el nimero de hojas emitidas/brote, asi como el porcentaje de plantas fuera de tipo

por cada tratamiento. Las condiciones de cultivo fueron similares al experimento anterior.

Para el analisis estadistico se utilizd el paquete de programas SPSS para Windows
version 21,0 del 2012. Para el andlisis de la normalidad de las variables, nimero de botes
regenerados por yema adventicia, tamafio del brote y nimero de hojas emitidas por brote,

se utilizo la prueba de Shapiro Wilk, para la comparacién entre las medias se aplico la
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alternativa no paramétrica del Andlisis de Varianzas, la prueba de Kruskal-Wallis y para la
comparacion entre parejas de grupos se utilizo la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney. En todos los experimentos se utilizaron cinco frascos de cultivo con cinco
explantes cada uno. En todos los casos las diferencias se establecieron para p<0,05.
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4. Resultados

4.1 Efecto de diferentes combinaciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de yemas

adventicias in vitro

Al analizar el porcentaje de explantes que formaron yemas adventicias se pudo apreciar
gue en todas las combinaciones de las citoquininas estudiadas (6-BAP y TDZ) se observo
formacion de las mismas a los 60 dias de cultivo (segundo subcultivo) (Fig. 2y 4). En el
tratamiento siete, en el cultivar de Musa ‘Gros Michel' (AAA) donde se emple6 2,0 mg L*
de 6-BAP + 1,0 mg L' de TDZ, se obtuvo el mayor porcentaje, con el 80% de los
explantes con formacién de yemas adventicias, resultados muy superiores a los
alcanzados por los controles y demas combinaciones estudiadas y solamente un 44% de

formacion de brotes por explante (Fig. 2).
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Tratamientos: 1) 2,0 mg L™ de 6-BAP + 0,6 mg L de TDZ; 2) 4,0 mg L de 6-BAP + 0,6 mg L™ de
TDZ; 3) 6,0 mg L de 6-BAP + 0,6 mg L™ de TDZ; 4) 2,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 5)
4,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 6) 6,0 mg L™ de 6-BAP + 0,8 mg L' de TDZ; 7) 2,0 mg L
1 de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ 8) 4,0 mg L de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ 9) 6,0 mg L de 6-
BAP + 1,0 mg L' de TDZ; 10) 22,5 mg L de 6-BAP; 11) 2,0 mg L de TDZ

Figura 2. Porcentaje de explantes que formaron yemas adventicias y brotes in vitro de

banano cv. ‘Gros Michel' (AAA) a los 60 dias de cultivo

Al evaluar el nimero de yemas adventicias/explante, se pudo apreciar que los mejores
resultados, en el cultivar de Musa ‘Gros Michel' (AAA), se alcanzaron en el tratamiento

siete con 2,0 mg L de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ, con diferencias estadisticas con los
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controles donde se emplean 22,5 mg L* de 6-BAP y 2,0 mg L de TDZ y el resto de los
tratamientos estudiados. Con este tratamiento se logr6 como promedio 2,72 yemas
adventicias/explante con la menor cantidad de brotes por explante (1,24) a los 60 dias de

cultivo (Tabla Il y Fig. 3).

Tabla Il. Efecto de las diferentes concentraciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de

yemas adventicias in vitro de banano cv. ‘Gros Michel’ (AAA) a los 60 dias de cultivo

Tratamientos Yemas adventicias/explante Brotes/explante
Media real Media de Media real Media de

rango rango
1 0,94 b 25,47 2,84 ab 26,47
2 0,48 c 20,24 1,60 b 19,48
3 0,66 c 20,63 3,08 a 22,67
4 1,16 b 23,10 2,84 ab 22,32
5 1,43 b 21,52 321 a 22,61
6 1,08 b 22,80 1,52 b 19,38
7 2,72 a 27,04 1,24 b 18,62
8 1,32 b 20,98 1,68 b 20,98
9 0,52 c 20,79 2,04 ab 21,81
10 1,56 b 23,36 1,92 b 20,04
11 0,40 c 19,52 3,88 a 24,80

Tratamientos: 1) 2,0 mg L™ de 6-BAP + 0,6 mg L de TDZ 2) 4,0 mg L de 6-BAP + 0,6 mg L* de
TDZ; 3) 6,0 mg L™ de 6-BAP + 0,6 mg L™ de TDZ; 4) 2,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 5)
4,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L1 de TDZ; 6) 6,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 7)2,0mg L
1 de 6-BAP + 1,0 mg L' de TDZ; 8) 4,0 mg L' de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ 9) 6,0 mg L' de 6-
BAP + 1,0 mg L™ de TDZ; 10) 22,5 mg L™ de 6-BAP; 11) 2,0 mg L™ de TDZ

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para p<0,05 segin la

)w W -:. : ¥ e ‘:_\-
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prueba de Kruskall Wallis/Mann Whitney.

Figura 3. Efecto de las diferentes concentraciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de
yemas adventicias in vitro de banano cv. ‘Gros Michel' (AAA) a los 60 dias de cultivo. A)
2,0mg L' de 6-BAP + 1,0 mg L'* de TDZ; B) 22,5 mg L de 6-BAP; C) 2,0 mg L* de TDZ
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En el caso del cultivar de Musa ‘Manzano’ (AAB), el tratamiento que tuvo el mayor
porcentaje de formacion de yemas adventicias fue el seis, donde se empled una
concentracion de 6,0 mg L* de 6-BAP y 0,8 mg L* de TDZ alcanzandose el 72%, con
relacion al resto de los tratamientos. Sin embargo, se logré en este tratamiento un 64% de

formacion de brotes por explante (Fig. 4).
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Tratamientos H Yemas adventicias ™ Brotes

Tratamientos: 1) 2,0 mg L™ de 6-BAP + 0,6 mg L de TDZ 2) 4,0 mg L de 6-BAP + 0,6 mg L de
TDZ; 3) 6,0 mg L™ de 6-BAP + 0,6 mg L de TDZ; 4) 2,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 5)
4,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 6) 6,0 mg L' de 6-BAP + 0,8 mg L: de TDZ; 7) 2,0 mg L°
! de 6-BAP + 1,0 mg L™ de TDZ; 8) 4,0 mg L de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ; 9) 6,0 mg L de 6-
BAP + 1,0 mg L' de TDZ; 10) 22,5 mg L de 6-BAP; 11) 2,0 mg L de TDZ

Figura 4. Porcentaje de explantes que formaron yemas adventicias y brotes in vitro de

banano cv. ‘Manzano’ (AAB) a los 60 dias de cultivo

Los mejores resultados al combinar ambos reguladores del crecimiento en el cultivar de
Musa ‘Manzano’ (AAB) se alcanzaron en el tratamiento seis (6,0 mg L* de 6-BAP + 0,8 mg
Lt de TDZ), con diferencias significativas con el resto de los tratamientos en que se
combinan estos y con el tratamiento 11 (control) donde se emple6 2,0 mg L' de TDZ; pero
sin diferencias estadisticas con el tratamiento 10 (control) donde se utilizé 22,5 mg L* de
6-BAP. Con esta combinacion de regulador del crecimiento se logré como promedio 4,92

yemas adventicias/explante y 1,28 de brotes/explante (Tabla lll y Fig. 5).
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Tabla lll. Efecto de las diferentes concentraciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de

yemas adventicias in vitro de banano cv. ‘Manzano’ (AAB) a los 60 dias de cultivo

Tratamientos Yemas adventicias/explante Brotes/explante
Media real Media de Media real Media de

rango rango
1 0,12 e 18,04 1,68 a 18,04
2 1,12 d 20,78 2,04 a 20,78
3 2,16 cd 22,04 1,60 ab 22,04
4 2,84 c 24,36 1,28 bc 24,36
5 1,13 d 15,63 1,13 bc 15,63
6 492 Db 27,54 1,28 bc 27,54
7 3,84 c 23,76 0,92 bc 23,76
8 3,24 ¢ 23,42 1,08 bc 32,96
9 345¢c 25,18 1,36 bc 25,18
10 5,80 b 27,32 0,80 bc 27,32
11 11,12 a 29,24 0,36 c 29,24

Tratamientos: 1) 2,0 mg L™ de 6-BAP + 0,6 mg L™ de TDZ; 2) 4,0 mg L de 6-BAP + 0,6 mg L™ de
TDZ 3) 6,0 mg Lt de 6-BAP + 0,6 mg L™ de TDZ; 4) 2,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 5)
4,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L de TDZ; 6) 6,0 mg L™ de 6-BAP + 0,8 mg L™ de TDZ; 7) 2,0 mg L-
! de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ; 8) 4,0 mg L de 6-BAP + 1,0 mg L! de TDZ; 9) 6,0 mg L de 6-
BAP + 1,0 mg L't de TDZ; 10) 22,5 mg L™ de 6-BAP; 11) 2,0 mg L' de TDZ

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para p<0,05 segun la

prueba de Kruskall Wallis/Mann Whitney

Figura 5. Efecto de las diferentes concentraciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de
yemas adventicias in vitro de banano cv. ‘Manzano’ (AAB) a los 60 dias de cultivo. A) 6,0
mg L* de 6-BAP + 0,8 mg Lt de TDZ; B) 22,5 mg L de 6-BAP; C) 2,0 mg L* de TDZ
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4.2 Efecto del numero de subcultivos en la multiplicacion y regeneracion de las

yemas adventicias in vitro
4.2.1 Multiplicacién de yemas adventicias

Al analizar el efecto del nimero de subcultivos en la multiplicacién de yemas adventicias
por explante se pudo apreciar que fue aumentando a medida que aumentaron los
subcultivos para los tratamientos estudiados (seis y siete) de ambos cultivares. Mientras
gue la formacion de brotes por explante disminuyd a medida que aumentaron los
subcultivos para dichos tratamientos de manera general (Fig. 6y 7).

Al evaluar el nimero de yemas adventicias y brotes/explante se pudo apreciar que en el
primer subcultivo para el cv. de Musa ‘Gros Michel' (AAA) no existieron diferencias
significativas con los controles. A partir del segundo subcultivo asi como en el tercero
aparecieron diferencias estadisticas en ambas variables evaluadas con respecto al control
11. Al evaluarse el cuarto subcultivo estas diferencias estadisticas desaparecieron (Fig. 6 A
y B). Por lo que se decidi6é seleccionar el cuarto subcultivo para multiplicar las yemas

adventicias después de combinar las citoquininas estudiadas.
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Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para p<0,05 segun la
prueba de Tukey
Figura 6. Efecto del numero de subcultivos en la formacion de yemas adventicias (A) y

brotes por explante (B) en el cultivar de Musa ‘Gros Michel’ (AAA)
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En el cultivar de Musa ‘Manzano’ (AAB) al analizar la variable yemas adventicias/explante
se pudo apreciar que en todos los tratamientos aumento6 en la medida que aumentaron los
subcultivos. En los subcultivos dos y tres el tratamiento seis no mostrd diferencias
estadisticas con el control 10, no siendo asi con el control 11 que alcanz6 valores muy

superiores hasta el tercer subcultivo (Fig. 7A).

Al evaluar la formacion de brotes/explante en el segundo subcultivo el tratamiento seis y
el control 10 no mostraron diferencias estadisticas. Sin embargo, con respecto al control
11, el tratamiento seis mostrd diferencias estadisticas. Estas diferencias desaparecieron
en el tercer subcultivo (Fig. 7B), por lo que se selecciona el tercer subcultivo para
multiplicar las yemas adventicias después de emplear las citoquininas combinadas a

menores concentraciones.
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prueba de Tukey
Figura 7: Efecto del nimero de subcultivos en la formacion de yemas adventicias y brotes

por explante en el cultivar de Musa ‘Manzano’ (AAB)
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4.2.2 Estudios histolégicos de la formacién de las yemas adventicias in vitro

En las muestras obtenidas desde las yemas adventicias se observo en la superficie del

tejido, pequefias ondulaciones que eran evidencia de la formacién de nuevas yemas,

confirméandose el origen adventicio de estas estructuras para ambos cultivares (Figura 8 A
yB).

Figura 8: Estudios histoldgicos realizados a yemas adventicias obtenidas en el medio de
cultivo con las combinaciones de citoquininas para cada cultivar en estudio. Las flechas
indican el desarrollo de ondulaciones en la superficie meristematica del explante

mostrando la formacion de las yemas adventicias. (A) Yemas adventicias en el cultivar de
Musa ‘Gros Michel’ (AAA); (B) Yemas adventicias en el cultivar de Musa ‘Manzano’ (AAB)

4.2.3 Regeneracion de yemas adventicias

Al analizar el porcentaje de explantes que regeneraron brotes in vitro de ambos cultivares,
se aprecio que tanto para ‘Gros Michel'’ (AAA) como para ‘Manzano’ (AAB) a los 30 dias
de cultivo ya se habian logrado la regeneracion de brotes a partir de las yemas adventicias

multiplicadas hasta el cuarto y tercer subcultivo, respectivamente.

En el caso del cv. de Musa ‘Gros Michel’ (AAA) la regeneracion ocurrié en casi la totalidad
de los explantes (Fig. 9) alcanzandose en el tratamiento siete donde se combinaron el 6-

BAP y el TDZ, un 92% de explantes regenerados a los 30 dias de cultivo.
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Tratamientos

Tratamientos: 7) 2,0 mg L™ de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ; 10) 22,5 mg L de 6-BAP y 11) 2,0 mg

L de TDZ

Figura 9. Porcentaje de explantes que regeneraron brotes in vitro de banano cv. de Musa
‘Gros Michel’ (AAA) a los 30 dias de cultivo

Al analizar el nimero de brotes por explante y el nimero de hojas por brote en el cv. de
Musa ‘Gros Michel' (AAA) se pudo apreciar que no existieron diferencias significativas
entre el tratamiento estudiado (siete) y los tratamientos controles. En el caso de la variable
altura del brote, el tratamiento siete alcanzé los valores mayores con respecto a ambos
controles (Tabla V). El 100% de las plantas regeneradas presentaron un aspecto normal
tipico de plantas obtenidas in vitro tanto para los brotes regenerados a partir de las yemas

adventicias provenientes del tratamiento siete como de ambos controles (Fig.10)

Tabla IV: Efecto del medio de cultivo libre de reguladores del crecimiento en la altura de
los brotes regenerados en el cv. de Musa ‘Gros Michel (AAA) a partir de yemas

adventicias a los 30 dias de cultivo

Tratamientos Altura de los brotes regenerados/explante
Media real Media de rango

7 1,48 a 88,69

10 (Control) 1,16 b 70,13

11 (Control) 0,99 b 57,37

Tratamientos: 7) 2,0 mg L™ de 6-BAP + 1,0 mg L de TDZ; 22,5 mg L de 6-BAP; 11) 2,0 mg L de
TDZ

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para p<0,05 segln la

prueba de Kruskall Wallis/Mann Whitney
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Figura 10. Plantas normales regeneradas a partir de yemas adventicias en un medio libre
de reguladores del crecimiento en el cv. de Musa ‘Gros Michel’ (AAA). A) 2,0 mgL? de 6-

BAP + 1,0 mgL'de TDZ B) 22,5 mgL* de 6-BAP; C) 2,0 mgL* de TDZ

En el cv. de Musa ‘Manzano’ (AAB) el porcentaje de regeneracion fue relativamente bajo
(Fig. 11) donde el tratamiento seis y once solo alcanzaron un 16% de brotes regenerados,

a diferencia del tratamiento diez que alcanz6 un 64%.
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Tratamientos: 6) 6,0 mg L de 6-BAP + 0,8 mg L! de TDZ; 10) 22,5 mg L1 de 6-BAP y 11) 2,0 mg
L1 de TDZ

Figura 11. Porcentaje de explantes que regeneraron brotes in vitro de banano cv. de Musa
‘Manzano’ (AAB) a los 30 dias de cultivo

En el caso del cv. de Musa ‘Manzano’ (AAB) al analizar el nimero de brotes por explante,
la altura de los brotes y el nUmero de hojas por brote se pudo apreciar que entre el
tratamiento seis y los controles existieron diferencias estadisticas para las tres variables
evaluadas (Tabla V). En el tratamiento en que se combinaron ambas citoquininas, se
alcanzaron los menores valores sin embargo, el 100% de las plantas regeneradas

mostraron un aspecto normal, tipico de plantas regeneradas in vitro. En ambos controles
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se observd la presencia de plantas fuera de tipo, con aspecto de roseta y hojas
deformadas. En el control 10 el porcentaje de plantas fuera de tipo fue de un 75% con
presencia de brotes en forma de roseta (Fig. 12A) y en el caso del control 11 fue de un

100% de plantas con hojas deformadas (Fig. 12B).

Tabla VI. Efecto del medio de cultivo libre de reguladores del crecimiento en la
regeneracion de plantas del cv. de Musa ‘Manzano’ (AAB) a partir de yemas adventicias a

los 30 dias de cultivo

Tratam. Brotes/explantes Tamafo/brote Hojas/brote
Media Media de Media Media de Media  Media
real rango real rango real de

rango
6 0,24 b 19,84 0,16 b 23,56 0,29 b 21,72
10 (Cont.) 1,16 a 31,16 0,54 a 41,05 1,62 a 42,29
11 (Cont)  0,20b 25,42 0,07 b 26,13 057b 27,02

Tratamientos: 6) 6,0 mg L™ de 6-BAP + 0,8 mg L™ de TDZ; 22,5 mg L™ de 6-BAP; 11) 2,0 mg L™ de
TDZ

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas para p<0,05 segun la

prueba de Kruskall Wallis/Mann Whitney

Figura 12: Plantas deformadas regeneradas a partir de yemas adventicias en un medio
libre de reguladores del crecimiento en el cv. de Musa ‘Manzano’ (AAB). (A) Plantas en
forma de roseta en el Control 10 (22,5 mg L' de 6-BAP) y (B) Brotes con hojas
deformadas en el Control 11 (2,0 mg L* de TD2)
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5. Discusién

5.1 Efecto de diferentes combinaciones de 6-BAP y TDZ en la formacion de yemas

adventicias in vitro

Los resultados alcanzados en el presente estudio demostraron el efecto del uso
combinado de las citoquininas empleadas (6-BAP y TDZ) en la formacion de yemas
adventicias en los cultivares de Musa ‘Gros Michel' (AAA) y ‘Manzano’ (AAB), lo cual
permitié la seleccién de los mejores tratamiento. EI empleo combinado de las dos
citoquininas en el medio de cultivo parece haber influido en la asimilacion de estos
reguladores del crecimiento por los tejidos vegetales que probablemente caus6 un efecto
aditivo lo cual estimul6 la formacion de las yemas adventicias. En el cv. ‘Gros Michel
(AAA) la mejor combinacion fue 2,0 mg L* de 6-BAP + 1,0 mg L* de TDZ (tratamiento
siete) y en el caso de ‘Manzano’ (AAB) fue 6,0 mg L* de 6-BAP + 0,8 mg L* de TDZ
(tratamiento seis), pues se logro la formacion de las yemas adventicias y la disminucion de
la formacion de los brotes; con la consiguiente disminucion de las concentraciones de
citoquininas empleadas tradicionalmente en la formacion de dichas estructuras en bananos
y platanos (22,5 mg L de 6-BAP y 2,0 mgL* de TDZ). L6pez et al. (2000) en los cultivares
de Musa ‘Zanzibar’ (AAB) y ‘Navolean’ (AAB) con concentraciones de 6-BAP de 22,5 mg L
1y cuatro subcultivos para la formacion de yemas adventicias lograron el establecimiento
de suspensiones celulares. Asi mismo, Sadik et al. (2007) utilizando 2,2 mg L* de TDZ
como control lograron la formacion de los “scalps” en seis subcultivos, en los cultivares de
Musa ‘Musakala’ (EA-AAA), ‘Kibuzi’ (EA-AAA), ‘Mbwazirume’ (EA-AAA) y ‘Lwadungu’ (EA-
AAA),

Resultados similares a los obtenidos en esta investigacion fueron alcanzados por Sadik et
al. (2007) en la proliferacion de yemas adventicias mostrando que una combinacion de 6-
BAP y TDZ, a bajas concentraciones de 2,9 mg L'y 1,0 mg L* respectivamente, fueron
capaces de inducir la formaciébn de yemas adventicias para obtener meristemos
proliferantes o “scalps”. Cuando se emplearon separadas ambas citoquininas se requerian
concentraciones mayores o iguales a 23,8 mg L (Schoofs et al., 1998) y mayores o
iguales a 2,2 mg L* (Nahamya, 2000), respectivamente, para inducir la formacion de

meristemos proliferantes. Lee (2001) evalu6 el efecto del TDZ en la multiplicacion de
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yemas adventicias en cultivares de bananos adicionando desde 0,002 mg L hasta 2,0 mg
L1. Con una concentraciéon de 0,2 mg L* logré el mayor numero de yemas formadas, sin
embargo, altas concentraciones inhibieron la elongaciéon de las yemas y aparecio en la
base de estas, grupos de pequefias estructuras globulares.

Datos similares fueron reportados por Sadik et al. (2015) donde la formacion de yemas
adventicias fue significativamente mayor en un medio de cultivo que contenia una
combinacion de TDZ y N-(2-cloro-4-piridil)-N-fenilurea (4-CPPU) de 2,88 mg L* y 3,25 mg
L1, respectivamente, al compararlos con los medios de cultivo donde ambas citoquininas
se pusieron independientemente a una concentracion de 5,77 mg L'y 6,50 mg L.

La interaccién de TDZ y 4-CPPU indujo mayor proliferacién de yemas adventicias cuando
se usO en combinacion a bajas concentraciones comparado a cuando fue utilizado
independientemente a mayores concentraciones, sugiriendo un sinergismo y efecto aditivo
entre ambos, demostrando que deben evitarse altos niveles de cada uno por separado
(Sadik et al., 2015). El empleo de bajas concentraciones de TDZ y 4-CPPU podria ser
ventajoso para reducir la variacion somaclonal op. cit. En bananos, la variacion somaclonal
ha sido frecuente por el empleo de altas concentraciones de hormonas del crecimiento
como 6-BAP y dicamba (Leela et al., 2003).

En el caso de la multiplicacion de yemas adventicias, Strosse et al. (2008) constataron que
el 6-BAP es la mas eficiente a altas concentraciones. Sin embargo, el TDZ puede ser
aplicado a bajas concentraciones pues Huetteman y Preece (1993) establecieron que este
regulador del crecimiento puede inhibir la elongacion de las yemas. Por su parte, Lee
(2001) observé que altas concentraciones de TDZ inhibieron la elongacién de las yemas y
aparecieron grandes grupos globulares de yemas en la base del explante.

En los cultivares empleados en esta investigacion se logré aumentar la formacion de
yemas adventicias unido a la disminucion en la formacién de brotes/explante, parAmetro
muy positivo ya que el objetivo principal de la investigacion fue lograr la mayor cantidad de
yemas adventicias para iniciar el proceso de formacion de callos embriogénicos y posterior
establecimiento de las suspensiones celulares embriogénicas, para ser empleadas en los
Programas de Mejoramiento Genético en ambos cultivares. Por lo que se seleccionaron los
tratamientos anteriormente mencionados como los mejores para la formacion de yemas

adventicias en banano cvs. de Musa ‘Gros Michel y ‘Manzano’, ya que se logré disminuir
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los niveles de 6-BAP y de TDZ que tienen efectos negativos en la posterior regeneracion

de plantas.

5.2 Efecto del niumero de subcultivos para lograr la multiplicacion de las yemas

adventicias in vitro
5.2.1 Multiplicacién de yemas adventicias

Segun los resultados de la presente investigacion para el cultivar de Musa ‘Gros Michel’
(AAA) fueron necesarios cuatro subcultivos y en el caso del cultivar ‘Manzano’ (AAB)
solamente tres se requirieron para lograr formar yemas adventicias en la superficie de los
explantes. Datos muy positivos ya que se redujo el tiempo necesario para obtener las
yemas adventicias. Segun Sadik (2013), un impedimento al usar el método de las yemas
adventicias para generar callos en bananas del este de Africa (EA-AAA) ha sido el largo
tiempo requerido para formar las yemas adventicias ideales para tales propdsitos.

La diferencia en el nimero de subcultivos entre ambas cultivares pudo deberse a que
difieren en su constitucién gendémica siendo el cv. de Musa ‘Gros Michel' (AAA) mientras
que el cv. de Musa ‘Manzano’ (AAB). Una fuerte correlacién se encontré por INIBAP
(1996) entre la constitucion genodmica de los cultivares (el porcentaje del genoma B), la
dominancia apical in vitro y el nimero de subcultivos en el medio de cultivo de
multiplicacién necesarios para sobreponer la dominancia apical. Clones con genoma BB y
ABB tienen una baja dominancia y en relativamente bajas concentraciones de citoquininas
pueden multiplicarse eficazmente, mientras que los cultivares AAA requieren hasta nueve

subcultivos en el medio de cultivo antes de que la dominancia apical se elimine.

Roux et al. (2001) obtuvieron yemas adventicias del cultivar de Musa ‘Grande naine’
(AAA) en el sexto subcultivo con 4,5 mg L de 6-BAP, pero un largo tiempo de subcultivo
puede ser la causa de variacion somaclonal. La edad del cultivo realza la variabilidad
entre las plantas regeneradas (Leela et al., 2003) pues las condiciones del cultivo in vitro y
la rapida multiplicacion de un tejido afecta la estabilidad genética e incrementa las
mutaciones lo cual conlleva a variacion somaclonal (Duncan, 1997). Este mismo
fenédmeno también se observo en bananos (El-Dougdoug et al., 2007).

Segun Sadik et al. (2015) en cultivares de banano donde predominaba el genoma AAA,
las yemas adventicias se obtuvieron en todas las combinaciones de TDZ y 4-CPPU en el

cuarto subcultivo.
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5.2.2 Estudios histolégicos de la formacidon de las yemas adventicias in vitro

Las concentraciones de 6-BAP y TDZ y el numero de subcultivos empleados en la
presente investigacion pudieron haber estimulado la division celular en los puntos
meristematicos de crecimiento, observandose la accion morfogénica de ambos
reguladores del crecimiento. La formacién adventicia comenzé fuera de la regién vascular
central, en las células del parénquima por debajo de la epidermis. El diametro de las
células aumento y el crecimiento de estas secciones predominantemente resulté una alta

actividad meristematica en esta zona (Garcia et al., 2006)

Estos resultados corroboran lo planteado por Novak et al. (1990) quienes encontraron dos
tipos de yemas durante la proliferacion de apices irradiados de bananos: los primordios
meristematicos que emergieron de la zona relacionada con los primordios foliares tuvieron
un origen axilar, mientras que las yemas desarrolladas en la zona del cormo tuvieron un
origen adventicio y diferenciaron a partir de una o pocas células superficiales.

En estudios realizados por Banerjee et al. (1986) se demostrd el origen adventicio de
nuevos brotes por la presencia de citoquininas en el medio de cultivo. Se observo en el
cv. de Musa 'Bluggoe’ (ABB) una rapida expansion de la base del explante debido a que
las células superficiales del domo meristematico se dividieron rapidamente y comenzo la
formacion de nuevas yemas con el desarrollo de los primordios de hojas en cada nuevo
apice formado. Los brotes adventicios tienen su origen en la formacién de tejido
meristematico y la posterior diferenciacién de &pices, ya sea directamente o partir de
callos originados también del explante (Villalobos y Thorpe, 1993).

5.2.3 Regeneracion de yemas adventicias

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion altas concentraciones de
reguladores del crecimiento produjo brotes regenerados fuera de tipo; pues el efecto de
los reguladores del crecimiento vegetal sobre los tejidos posee un efecto aditivo (Sadik et
al., 2007) y un alto numero de subcultivos con una elevada concentracion de citoquinina
produce yemas adventicias y brotes en Musa fuera de tipo (Cedefio-Garcia et al., 2016).

La regeneracion de las yemas adventicias en el caso del cultivar de Musa ‘Gros Michel
(AAA) fue de un 92% de plantas regeneradas mostrando un aspecto normal, tipico de
plantas regeneradas in vitro tanto para las yemas adventicias provenientes del tratamiento
siete como ambos controles. Por tanto, la seleccion del tratamiento siete con cuatro
subcultivos no produjo hasta este momento de la micropropagacion plantas fuera de tipo.
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En el caso del cv. de Musa ‘Manzano’ (AAB) al tercer subcultivo el tratamiento seis (6,0
mg L de 6-BAP y 0,8 mg L* de TDZ) no presento plantas fuera de tipo. A diferencia de
los controles 10 (22,5 mg L* de 6-BAP) y 11 (2,0 mg L de TDZ) con un 75% y 100% de
plantas fuera de tipo, respectivamente. Estos resultados evidenciaron el efecto negativo
de altas concentraciones de citoquininas en la regeneracién de plantas. Similares
resultados obtuvieron Bairu et al. (2008) al emplear altas concentraciones de 6-BAP lo
cual inhibio el crecimiento de las yemas y provocé la aparicion de plantas fuera de tipo en
forma de roseta en banano. En este aspecto hay numerosos informes los cuales muestran
las diferencias de usar altos niveles de citoquininas que produce efectos negativos en la
regeneracion de plantas (Martin et al., 2006, Shirani et al., 2009).

Farahani et al. (2008) refirieron que con altas concentraciones de TDZ el nimero de
yemas normales se redujo y aparecieron en un nimero elevado yemas fuera de tipo.

Todo lo anterior confirma que la utilizacién de concentraciones mas bajas de reguladores
del crecimiento y en un menor nimero de subcultivos brinda mayores posibilidades para
la formacion de yemas adventicias, su multiplicacién y posterior regeneracion para su

empleo en los Programas de Mejora Genética.

Andlisis de los costos de aplicacion del tratamiento

El 6-BAP y el TDZ fueron los dos Reguladores del Crecimiento (RC) utilizados en la
realizacion de los experimentos anteriormente descriptos, para obtener las yemas
adventicias que se utilizardn en los Programas de Mejoramiento Genético del Instituto de
Biotecnologia de las Plantas (IBP). Dicho centro de investigaciones adquiere estos RC en
el mercado internacional a precios elevados que encarecen los costos de las
investigaciones.

Uno de los paises proveedores de estos productos es Holanda, mediante la compafiia
Duchefa, donde los precios para el 6-BAP por cada frasco de 25 mg es de 107 euros y en
el caso de TDZ segun la Compaiiia Sigma Aldrich por cada frasco de 25 mg son 131,50
USD. Precios que en caso de adquirirse por esta Ultima compafiia que tiene sede de sus
Oficinas Centrales en Misuri, Estados Unidos ascienden grandemente; pues tienen que
adquirirse por terceros paises por el bloqueo econémico a que esta sujeto nuestro

territorio nacional.

Usualmente para la formacion de las yemas adventicias se utiliza el medio de cultivo P4,
como se ha mencionado anteriormente que necesita 22,5 mg L* de 6-BAP, pero la
combinacion de ambos RC propuestos por la presente investigacion no solo reduce la
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posibilidad de regenerar plantas fuera de tipo sino también el tiempo de subcultivo asi

como los costos de las investigaciones.

Por ejemplo, cada 10 L de medio de cultivo de multiplicacion se utilizarian de 6-BAP, 225
mg, 0 sea, 963 euros.

De acuerdo a las combinaciones seleccionadas en este trabajo serian necesarios por
cada 10 L 40 mg de 6-BAP y 9,0 mg de TDZ, o sea, 171,20 euros y 47,34 USD,
respectivamente para un total de 218,54 CUC (proponiendo una tasa de cambio de uno
por uno, de ambas monedas extranjeras al CUC) (Fig. 12).

1200
1000 963
800
600

400

218.54

Medio de cultivo P4  Combinacién de RC (6-BAP
+TDZ)

I Precios en CUC Exponencial (Precios en CUC)

200

Figura 12. Costos en la realizacion del medio de cultivo de formacion de yemas
adventicias en cultivares de Musa

De acuerdo a los Lineamiento del Sexto Congreso del PCC que plantean la disminucion
de las importaciones, la presente investigacion logré disminuir los gastos por concepto de
compra de estos Reguladores de Crecimiento en un 77, 31% que es lo mismo que 744,46
CUC o 17 867,04 CUP para la formacién de yemas adventicias en los cultivares
‘Manzano’ y ‘Gros Michel’, cada 10 L de medio de cultivo de formacion de yemas

adventicias.
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6. Conclusiones

1. La mejor combinacion de 6-BAP y TDZ en la formacion de yemas adventicias in vitro de
los cultivares de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros Michel’ (AAA), resulté ser 6,0 mg L de 6-
BAPy 0,8 mgL*de TDZy 2,0 mg L* de 6-BAP y 1,0 mg L de TDZ, respectivamente.

2. Se logr6 la multiplicacion y regeneracion de yemas adventicias in vitro de los cultivares
de Musa ‘Manzano’ (AAB) y ‘Gros Michel’ (AAA) con tres y cuatro subcultivos
respectivamente.

3. Se comprobo el origen de las yemas adventicias en los cultivares de Musa ‘Manzano’
(AAB) y ‘Gros Michel (AAA).
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7. Recomendaciones

1. Estandarizar los protocolos empleados para formar yemas adventicias en otros
cultivares de Musa.

2. Emplear las yemas adventicias en los programas de mejora genética por biotecnologia.
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