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Resumen

El platano es un rubro alimenticio de gran importancia econémica en el pais, considerado como alimento de
elevado consumo nacional. Uno de los fines fundamentales del cultivo in vitro -aplicado a la agricultura- es generar
aumentos sustanciales en la produccion y/o rendimiento de este rubro, a través de nuevos enfoques, permitiendo
la expansion de la superficie sembrada. El objetivo principal de la investigacion fue establecer un protocolo de
micro propagacion de platano enano, usando manos de flores masculinas inmaduras con miras a la reduccién de
costos de produccion in vitro.

La investigacion inicialmente se llevaria a cabo en dos etapas, pero al final solo se realizé la etapa de establecimiento
in vitro (desinfeccion superficial), debido a que se determiné que de la Musa spp. (Platano variedad Enano),
no es posible obtener plantas a través de inflorescencia masculinas. Esto se debid, en parte, a que los agentes
desinfectantes no permitieron obtener explantes libres de contaminantes de patégenos; ademas de la accion de las
polifenoxidasas, las cuales no expresaron la potencialidad de los explantes utilizados para el desarrollo de callos
embriogénicos.
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Abstract

The plantain is a food industry that has a great economic importance in our country; it is considered as a national
high consumed food. One of the fundamental purposes of the in vitro farming applied to agriculture - is to
increase the production and / or the performance of this industry through the new approaches, allowing the
expansion of the sown field. The main objective of this research was to establish a protocol of micro propagation
of the Dwarf Cavendish Banana using handful immature male flowers with the purpose of reducing the in vitro
production costs

Initially, this research was going to be carried out in two stages, but at the end it was done only the in vitro stage
(superficial disinfection) because it was determined from Musa spp (Dwarf Cavendish banana) that it was not
possible to get plants through the male inflorescence. This was because, somehow, that the disinfected agents did
not allow to get explant free from pollutant pathogens; in addition to the action of the polyphenol oxidases, that
did not show the potentiality of the explants used for the development of the embryogenic calli.

Key words: Micropropagation, dwarf Cavendish banana, immature male flowers, phenolization, disinfected
agents.
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1. Introduccion

El cultivo de musaceas es de gran importan-
cia debido a su valor nutritivo. En ellas se des-
taca el contenido de carbohidratos (35%), que
en buena parte son transformados en gluco-
sa, sacarosa y fructosa durante la maduracion
(6-7% de fibra), (1-2% de proteina, potasio,
magnesio, fésforo, calcio, hierro y vitaminas
Ay C). Todos estos componentes logran cu-
brir las necesidades requeridas en la dieta
basica de la poblaciéon. Asimismo, su produc-
cion es de suma importancia econémica para
El Salvador, ya que gracias a ella se genera un
aproximado de 24,790Tm anualmente (Aré-
valo, 2007). Todo esto la convierte en una es-
pecie que sumamente explotada por su valor
comercial, que va en aumento a fin de repre-

sentar una alternativa de dieta alimentaria.

La micropropagacion o propagacion clonal es
una de las aplicaciones mas generalizadas del
cultivo in vitro, el cual se realiza a través de
la micropropagacion de un fragmento de una
planta madre llamado explante. Con este pro-
cedimiento se obtiene una descendencia uni-
forme, es decir, plantas genéticamente idénti-

cas, a las cuales se les denominada clones.

El explante mas utilizado para los procesos
de propagacion in vitro son las yemas apica-
les vegetativas de las plantas (Castillo, 2004).
Aunque diferentes explantes han sido utili-
zados para la propagacion de platano, en el

proceso in vitro, el cultivo de meristemos

apicales ha funcionado para muchas especies
comerciales. Pero también la inflorescencia
masculina presenta un potencial como ex-
plante regenerable para dicho fin (Kulkarni
et al., 2004, 2006). Para ello se ha empleado
la técnica de embriogénesis somatica, donde
la iniciacién de los cultivos embriogénicos se
realiza en diferentes partes de la planta como
explantes: inflorescencias (flores masculinas
y femeninas inmaduras), bases de las hojas
jovenes, fragmentos del rizoma (cormo) sin
primordios meristematicos, secciones de fru-
tos, apices florales y microcormos de plantas
in vitro (Grapin et al., 1998; Schoofs et al.,
1999; Trujillo y Garcia, 1999).

El objetivo de este trabajo fue determinar la
viabilidad de micropropagacion de platano
enano, usando manos de flores masculinas
inmaduras con miras a la reduccion de cos-
tos de produccién de plantulas in vitro. Esto
no se establecié debido a que la inflorescencia
inmadura masculina en este cultivar, no fue
lo suficientemente perdurable, haciendo que
los poco explantes obtenidos sufriera fenoli-
zacion y se contaminaran, perdiendo su via-

bilidad para generar nuevas plantulas.
2. Materiales y métodos

El trabajo se efectud en el drea de cultivo de
tejidos del laboratorio de biotecnologia ubi-
cados en las instalaciones de CENTA, EI Sal-
vador. Se dividié en dos etapas: la primera

estuvo relacionada con el establecimiento in
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vitro, el cual permitiria la obtencién de em-
briones viables para la fase de crecimiento; la
segunda consistio en la regeneracion de estos

embriones en brotes.

Para la ejecucion de la primera fase se utili-
zaron las manos de flores masculinas inma-
duras, obtenidas de pichotas vigorosas pro-
venientes de una parcela establecida, ubicada
detras de los invernaderos del laboratorio.
Con ello se garantizd la pureza genética y fi-

tosanitaria del material empleado.
2.1 Etapa 1: Establecimiento in vitro

Esta etapa incluyé la desinfecciéon superfi-
cial del material considerado como explante.
Para ello se utilizaron dos concentraciones
(%V/V) de cloro comercial, evaludndose la

solucion de mayor efectividad.

Las flores inmaduras masculinas se obtuvie-
ron de inflorescencias masculinas reducidas a
15cm. Luego, estas se redujeron a un tamafio
inicial de 2.5cm aproximadamente, a fin de
efectuar el tratamiento de desinfeccion. Este
se realizo a través de un lavado con jabén
bactericida comercial durante 5min; seguido
de un lavado con alcohol 70% (v/v) durante
un minuto. También se utiliz6 la concentra-
cion de cloro comercial a evaluar (Tratamien-
tos), con la cual se lavd durante 10 minutos.
Finalmente se procedié a aislar el explante
con ayuda de un microscopio estereoscopi-
co. Todo esto se llevé a cabo bajo condiciones

asépticas (camara de flujo laminar).
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Al finalizar cada tratamiento de desinfec-
cion, las muestras cada una de las muestras
se lavo tres veces con agua destilada estéril; y
se mantuvieron en una solucién antioxidan-
te (cisteina: 60 mg.L! + acido ascdrbico: 100
mg.L") hasta el momento de extraccién de los
explantes. Posteriormente, estas se cortaron
longitudinalmente -a través del eje floral- en
cuatro segmentos mas o menos iguales. A su
vez, cada segmento se dividié transversal-
mente en cinco secciones: cuatro secciones
de aproximadamente Imm de ancho y una de
5mm de ancho. Esta tltima corresponde a la

parte mas apical de la pichota (Figuras 1y 2).

Muestra del procedimiento de colecta

de material

Figura 1. Muestra de Musa spp. Establecimiento
in vitro (2013).
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Muestra de Musa spp

Figura 2. Material vegetal de Musa spp listo para
utilizarse como explante. Establecimiento in

vitro (2014).
2.2 Variables estudiadas en la etapa 1

Viabilidad. Se determin6 mediante la inspec-

cion de los explantes que presentaron signos

2.3 Descripcion de tratamientos

de necrosis, y aquellos que mostraron tejidos
sanos. Se evalud a cada uno de forma indi-
vidual, durante cada semana a partir de su

siembra, por un periodo de tres meses.

Tiempo de respuesta. Se revis6 de forma dia-
ria mediante una tabulacion, a partir del dia
después de la siembra, en el que los explantes

mostraron cambios significativos.

Contaminacidon. Se registraron a aquellos
frascos que no presentaron contaminacién
(con un valor de 0), y los que se encontraron
contaminados (con un valor de 1). Se evalu6
cada una de las unidades experimentales a lo
largo de cada semana, a partir de su siembra,

por un periodo de tres meses.

Nimero de T1 T2 T3 T4 T5
tratamiento
2.0 % 2.0 % 2.5 % 2.5%
Descripcién de cloro de cloro de cloro de cloro .
P comercial + | comercial + | comercial + | comercial + Tri?;?;z?to
2.0mg/lde | 40mg/lde | 2.0 mg/lde | 4.0 mg/lde
2,4-D 2,4-D 2,4-D 2,4-D

Disefio experimental: Se efectué completamente al azar, en arreglo factorial 2x2 con seis ob-

servaciones por tratamiento.

Unidad experimental: Se colocé un explante dentro de una caja petri con su respectivo medio

de cultivo.

Analisis estadistico: Es decir, el andlisis de varianza.

Analisis econédmico con presupuesto parcial

Tiempo del estudio: 15 meses
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3. Resultados y discusion

Finalizada la etapa 1, durante la Micropro-
pagacion de platano enano (Musa spp), uti-
lizando manos de flores masculinas inmadu-
ras, no se logro la obtencion de embriones a
regenerar dentro de la etapa 2; debido a que
la pichota no perdura en su totalidad para la
variedad enano (Figura 3). Por esta razon, los
numerosos cortes que realizaron en los ex-
plantes para su iniciacion in vitro, conlleva-
ron oxidaciones fendlicas e inhibicion en el
crecimiento de los mismos, perdiéndose su
viabilidad (Figura 4).

Pasos del proceso de iniciacion in vitro

Figura 3. Explante inicial, Resultados y dis-

cusion. CENTA (2013).

Muestra de explante en iniciacion in vitro

Figura 4. Vista panoramica de los explantes en
camara de crecimiento, Resultados y discusion.

CENTA (2013).
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Ante este fenomeno, se cultivaron los explan-
tes en la oscuridad para reducir drasticamen-
te su proceso de oxidacion. Pero por tener
una gran cantidad de compuestos fenoélicos
y de agentes desinfectantes, no se logré de-
tener la perdida de estos explantes. Tal como
lo mencionan Ramirez (1998); Anderson y
Ievinsh (2002), la oxidacion fendlica provoca
un fendmeno de ennegrecimiento que ocurre
por accién de enzimas tipo polifenoloxidasas
y tirosinasas, las cuales se liberan o sintetizan
cuando los tejidos sufren heridas muy pareci-
das a las realizadas por los cortes para extraer

los explantes (Figura 5).

Muestras de oxidacion en explantes

Figura 5. Oxidacion fenolica de los explantes
como resultado del proceso de desinfeccion su-

perficial. CENTA (2013).
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El método de manos florales inmaduras mas-
culinas es aplicable a la mayoria de los cul-
tivares de Musa que producen flores mascu-
linas (Strosse et al., 2006). Sin embargo, esta
condicién excluye a los nuevos clones que
se encuentran en cantidades limitadas en el
germoplasma de Musa. De estos ultimos, se

dispone de poco material vegetal en el campo.

En el caso particular del cultivo de tejidos
in vitro, los procesos de oxidaciéon son cau-
sados principalmente por el efecto abrasivo
del agente desinfectante, aplicado durante la
asepsia del explante; los cortes realizados, la
composicion del medio de cultivo, el volu-
men Y la calidad del frasco de cultivo (Geor-
ge1993, Tabiyeh et al. 2006, Van Staden et al.
2006, Abdelwahd et al. 2008). Por todo esto,
la célula sufre algtin tipo de dafio, estrés o
se encuentra senescente y, generalmente, da
como resultado la muerte del explante (Bhat
y Chandel 1991, George, 1996, Vatanpour-
Azghandiet al. 2002, Tang y Newton, 2004,
Gratdo et al. 2005, Pompeu et al. 2008).

La oxidacion fenolica provoca un fenémeno
de ennegrecimiento que ocurre por accion de
enzimas tipo polifenoloxidasas y tirosinasas
que se liberan o se sintetizan cuando los teji-
dos sufren heridas, iguales a las ocasionadas
durante la realizacion de los cortes para ex-
traer los explantes (Ramirez, 1998; Anderson
y levinsh, 2002). Esto explica las oxidaciones

fendlicas fuertes, debido a los numerosos

cortes que deben realizarse en los explantes
para su iniciacion in vitro. Esto inhibe el cre-
cimiento de los mismos y hace que se pierda

su viabilidad.

En sus investigaciones, Escalant y Sandoval
(1989) senalaron que la respuesta embriogé-
nica depende del tipo de explante, destacan-
do la utilidad de las inflorescencias masculi-
nas como fuente de callos embriogénicos. Ese
fenomeno concuerda con esta investigacion
dentro de la variedad enano, pues no se ob-
tuvo mayor respuesta embriogénica por parte
de los explantes, ya que la inflorescencia mas-

culina solo permanece en algunos cultivares.

Con respecto al registro de contaminacion,
se logré establecer al menos un 40% de los
explantes (Figuras 6), ya que existio presen-
cia de agentes contaminantes como hongos
y bacterias propios del proceso de fenoliza-
cion. Los explantes en los cuales si se logro
controlar la contaminacidn, se mantuvieron
en el medio de cultivo por un tiempo aproxi-
mado de 6 meses, sin subcultivo en el cuarto
de crecimiento, en espera de la formacién de
embriones (cambios morfogénicos). No obs-
tante, la liberacion de fenoles no se detuvo,

perdiéndose siempre el explante.
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Muestras de contaminacion bacteriana en

explantes

Figura 6. Contaminacion bacteriana en manos
de flores masculinas inmaduras de platano ena-

no. CENTA (2013).

Todos los explantes somaticos empiezan por
producir glébulos meristematicos, también
denominados callos nodulares. Estos globu-
los meristematicos no son embriogénicos,
pero pueden desarrollar estructuras embrio-
génicas o formar un callo blanco traslicido,
en donde se forman después de un tiempo de
cultivo prolongado (Escalant et al., 1994). Sin
embargo, la misma contaminaciéon endégena
del material no logré controlarse, al mismo
tiempo que el proceso de fenolizacion hizo

perder los explantes aun viables.

El grado de oxidacion fue en aumento, al gra-
do de generarse la liberacion de exudados,

los cuales terminaron por causar un dafio
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mayor a los explantes. Este dato es un punto
de partida muy importante para buscar ex-
plantes que se formen a partir de una o pocas
células como los embriones somaticos (Lee
et al., 1997); y yemas adventicias (Vuylsteke
et al., 1997). No obstante, ello dependera de
la variedad de musa a investigar, ya que en
el guineo del tipo “majoncho’, la yema floral
perdura, a tal grado de permitir extraer ex-
plantes de forma viable mediante esta técnica

(Figuras 9y 10).

Muestra de yemas de guineo majoncho

Figura 7. Yemas provenientes de inflorescencia

masculina de guineo majoncho. CENTA (2013).

A partir de flores masculinas se han propa-
gado plantas por embriogénesis somatica
en guineo Enano (Escalant etal., 1994), asi
como otros tipos de bananos. No obstante, el

porcentaje de yemas masculinas que forman
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callos embriogénicos depende del genotipo
(Grapin etal., 1998). Cuando no es posible
obtener flores masculinas, como en el caso
de los platanos, el cultivo de apices caulinares
es una opcién para inducir la embriogénesis
somatica (Schoofs, 1999) o el cultivo de flores
femeninas. Por ello se sugiere profundizar en

esta metodologia.
4. Conclusiones

La Micropropagacion de platano enano
(Musa spp) utilizando manos de flores mas-
culinas inmaduras con diferentes concen-
traciones de desinfectantes y reguladores de
crecimiento no es viable. Se comprobd que
la utilizacion de diferentes concentraciones
de agentes desinfectantes no permitié la ob-
tencion de explantes libres de contaminantes

patégenos. Ademas, por la accion de las poli-
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