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Determinacion del medio de cultivo para el establecimiento in vitro de banano
(Musa acuminata) en la Estacion Experimental Sapecho — Alto Beni
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Determination of the culture medium for the in vitro establishment of banana
(Musa acuminata) at the Sapecho Experimental Station - Alto Beni
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El banano es un cultivo de importancia alimenticia debido a su gran contenido de vitaminas y minerales, la utilizacién del banano
como alimento ha venido incrementando su valor econdémico, lo que implica la necesidad de mejorar sus rendimientos, calidad y
fomentar su rapida multiplicacion mediante el desarrollo y transformacion de tecnologias. La Musa acuminata AAA tradicionalmente
se propaga en forma vegetativa por cormos. Uno de los principales problemas que presenta al propagarlo de manera convencional
es que la tasa de multiplicacion es baja. El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Estacion
Experimental Sapecho, situada en el municipio de Palos Blancos del departamento de La Paz, con el objetivo de evaluar el medio mas
favorable para el establecimiento in vitro de banano (Musa acuminata AAA) Var. Gran Naine. Los medios evaluados fueron los de
CATIE (2016), Ubilla (2016) y Medina et al. (2015), para el analisis de los datos se utilizé un Disefio Completamente al azar (DCA), con
tres tratamientos y tres repeticiones y 15 unidades experimentales por repeticion. Para la comparacion de medias se aplicé la prueba
de Fisher al 5% de probabilidad. Las variables evaluadas fueron: Sobrevivencia de los explantes, donde se observé la contaminacion
y oxidacion. Los resultados mostraron que, en la primera fase de establecimiento, la mejor respuesta para la sobrevivencia de los
explantes de banano (Musa acuminata AAA), fue con el medio de cultivo propuesto por Medina et al. (2015) compuesto por M.S. al
100%, Acido Naftal acético 0,5 mg L, Acido Indol Butirico 0,5 mg L?, Bencil Amino purina 0,5 mg L%, Tiamina 4 mg L?, Carbén
Activado 1 g L, Sacarosa 30 g L%, Agar Agar 5 g L, donde se obtuvo un menor porcentaje de oxidacion (8%) y menor contaminacion
de explantes que fue de 15%.

Banano, cormos, establecimiento, Gran naine, in vitro.

Banana is an important food crop due to its high content of vitamins and minerals, the use of bananas as food has been increasing
its economic value, which implies the need to improve its yields, quality and promote its rapid multiplication through the
development and transformation of technologies. Musa acuminata AAA is traditionally propagated vegetatively by corms. One of
the main problems with conventional propagation is that the multiplication rate is low. The work was carried out at the Plant
Biotechnology Laboratory of the Sapecho Experimental Station, located in the municipality of Palos Blancos in the department of La
Paz, with the objective of evaluating the most favorable medium for the in vitro establishment of banana (Musa acuminata AAA) Var.
Gran Naine. The means evaluated were those of CATIE (2016), Ubilla (2016) and Medina et al. (2015), for data analysis a Completely
Randomized Design (CRD) was used, with three treatments and three replications and 15 experimental units per replication. For the
comparison of means, Fisher's test was applied at 5% probability. The variables evaluated were: survival of explants, where
contamination and oxidation were observed. The results showed that, in the first establishment phase, the best response for the
survival of banana explants (Musa acuminata AAA), was with the culture medium proposed by Medina et al. (2015) composed of
M.S. 100%, Naftal Acetic Acid 0.5 mg L-1, Indole Butyric Acid 0.5 mg L-1, Benzyl Amino purine 0.5 mg L-1, Thiamine 4 mg L-1, Activated
Charcoal 1 g L-1, Sucrose 30 g L-1, Agar Agar 5 g L-1, where a lower percentage of oxidation (8%) and lower explant contamination
was obtained, which was 15%.

Banana, corms, establishment, Gran naine, in vitro.
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INTRODUCCION

El banano pertenece a la familia de las
musdceas, y representa uno de los cultivos mas
importantes en el mundo entero. Mas de 400
millones de persona de las zonas tropicales vy
subtropicales de los paises en via desarrollo depende
de la produccién de este cultivo, siendo una fruta
originaria del sureste del continente asiatico, es de
gran importancia alimentaria y econémica a nivel
mundial. (FAOSTAT, 2016).

En Bolivia, el drea cultivada se estima en
20010 hectdreas de banano, con una produccion
aproximada de 301.162 t, datos preliminares al 2020
(INE, 2021), que se cultivan en la zona oriental, en
Chapare de Cochabamba, en Alto Beni, en los Yungas
y Caranavi de La Paz (Soto, A. 2010).

Las variedades de banano comercial mas
utilizadas en la actualidad, no producen semilla, es
decir son triploides estériles, que solamente se
pueden propagar por via asexual por medio de
brotes o “hijuelos” de la planta, este tipo de
propagacion es lenta y la taza de multiplicacion es
relativamente baja, esto ayuda la diseminacion de
enfermedades y plagas a los nuevos cultivos.
(Garrido, et al.,, 2011).

La micropropagacion in vitro es una técnica
gue permite la reproduccidén masiva de plantas libres
de organismo fitopatdgenos y se constituye en una
herramienta para el mejoramiento genético (Roux et
al., 2002).

Para mejorar la produccion de plantas se
aprovecha las caracteristicas que tiene la célula
vegetal nucleada con la capacidad de desarrollar un
nuevo individuo sin la necesidad de la totipotencia
celular, dando lugar directamente a dérganos o
embriones somaticos (organogénesis o
embriogénesis directa) (Aguilar et al. 2008).

La totipotencia celular se define una
alternativa biotecnoldgica, dentro la técnica de
cultivo in vitro de tejidos vegetales, que permite la
propagacion masiva de muchas especies vegetales,
libre de enfermedades permitiendo realizar
selecciones clénales de genotipo sobresalientes, sus
caracteristicas agrondmicas, organolépticas vy
de adaptacion a ambiente especificos, resistentes a
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estrés biodticos y abidticos. (Ortega, et al., N. 2010).

La introduccion de material a condiciones in
vitro depende de muchos factores entre ellas el
medio de cultivo adecuado para el establecimiento,
el mismo al ser un medio nutritivo permite el
crecimiento del explante, que es una pequefia parte
de la planta y se cultiva en condiciones asépticas,
este medio de cultivo, formado por macronutrientes,
micronutrientes, carbohidratos, vitaminas,
reguladores de crecimiento y a veces aminoacidos,
todo esto debe estar bajo ambiente controlado
(Sandoval, et al., 1991).

Sin embargo, en la etapa de establecimiento
de cultivo in vitro, es frecuente la presencia de
microorganismos, oxidacion fendlica de los tejidos,
entre otros, por lo que se hace necesario la
realizacion de pretratamientos a las plantas madres
para disminuir la contaminacion y mejorar el
establecimiento de los explantes (Ramirez et al.
2008).

El objetivo de la investigacion esta referido al
establecimiento del medio de cultivo adecuado para
el cultivo de banano (Musa acuminata AAA) var.
Gran naine, y lograr una adecuada sobrevivencia de
los explantes.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

La investigacion fue desarrollada en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Estacién
Experimental Sapecho, dependiente de la Facultad
de Agronomia — UMSA, , ubicado a 2 km de la
localidad de Sapecho a una distancia de 276 km de
la ciudad de La Paz, Provincia Sud Yungas,
municipio de Palos Blancos, altitud de 430
m.s.n.m., latitud Sur 15° 33' 27.59", longitud Oeste
67° 20' 05.10", con temperaturas media anual de
28°C y una precipitacién anual promedio de 1800
mm. (PDM Palos Blancos, 2012).

Metodologia

Material biolégico. Se utilizaron hijuelos de
banano como material bioldgico de
aproximadamente 20 cm de largo recolectados de
la Estacion Experimental Sapecho de la Facultad de
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Agronomia - UMSA.

Recoleccion del material vegetal de campo. La
planta seleccionada de tamafio mediano, con buena
calidad de racimo y aparentemente sanas (libres de

enfermedades), se considerd la muestra, se escogié
a los hijos espada de 20-30 cm con un pedicelo (o
pediculo) de 5a 10 cm de didmetro. La muestra tuvo
un meristemo viable. Todos los hijuelos (cormos)
seleccionados fueron extraidos e identificados.

Figura 1. A. Hihuelos de banano; B. Limpieza de los cormos.

Cultivo in vitro de banano (Musa acuminata)
en la fase de establecimiento. Para evaluar los medios
de cultivo en la fase de establecimiento para la
propagacién in vitro del banano se siguieron los
siguientes pasos: a) preparacion de los medios de
cultivo, b) desinfeccién del material vegetal y c)
establecimiento del cultivo de banano.

T
- \ .

i 3

b

Figura 2. A. Medio de cultivo 1; B. Medio de cultivo 2; C. Medio de cultivo 3

Desinfeccion del material vegetal. Se
utilizaron cormos de tamafio de 10 cm de forma
cuadrada, se procedié al vado de los cormos con
agua y detergente, se desinfestaron en alcohol al
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Medios de cultivo. La comparacion de los
medios de cultivo solidos utilizados se describen en
la Tabla 1. Estos se distribuyeron a 10 ml en cada
copa de vidrio ensayos (75 mm de largo x 45 mm de
didametro). Posteriormente, las copas se esterilizaron
en autoclave durante 15 min a 15 PSI de presién y
121°C.

Yy “"’l

70% durante 5 minutos para luego colocarlos en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 5, 5% durante 15
minutos. (Ortega et al., 2010).
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Figura 3. A. Limpieza de explante; B.

Establecimiento. Dentro la camara de flujo
laminar, los hijuelos fueron reducidos a un tamafio
de 3 cm vy se dejé en hipoclorito de sodio (NaClO) al
6% durante 10 min, luego se procedio a realizar tres

Desinfestacion de explantes

enjuagues en agua destilada estéril posteriormente
seredujeron a1 cmy fueron depositados en solucién
de &cido citrico 100 mg L-1, por 10 s (Ortega et al.,
2010).

Figura 4. A. Diseccion de explante de banano; B. Siembra de explante

La siembra de los explantes se realizd bajo
condiciones asépticas en la cdmara de flujo laminary
con la ayuda de pinzas y bisturi estériles. Se colocd
los explantes en copas de vidrio con medio de cultivo
previamente esterilizado. Para el establecimiento, se
dejé en cuarenta (5 dias), con ausencia de luz total
para reducir el proceso de oxidacion. Una vez
cicatrizadas las heridas se evalué el grado de
Oxidacion, el porcentaje de contaminacion de
hongos y bacterias, el mismo fue evaluado mediante
observacion directa, cada cinco dias durante 30 dias,
también se determind la presencia de contaminantes
causado por hongos en base a la identificacion visual
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del micelio generalmente saliendo del meristemo
del explante, las bacterias se identificaron por su
apariencia lechosa y su color blanquecino vy
amarillo/anaranjado las cuales se manifestaron
dentro del medio de cultivo o alrededor el explante
en contacto con el medio de cultivo. (Ancasi et al.,
2016)

La investigacidn fue realizada bajo un disefio
experimental completamente aleatorio (DCA) con
tres tratamientos. Los tratamientos fueron los
siguientes: 1) CATIE (2016), 2) Ubilla (2016) y 3)
Medina et al. (2015).
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Tabla 1. Medios de cultivo para la introduccion de cormos de banano (Musa acuminata) en la fase de establecimiento in vitro.

Medio 1 (CIAT, 2016)

Medio 2 (Ubilla, 2016)

Medio 3 (Medina et al. 2015)

Elementos Cantidad Elementos Cantidad Elementos Cantidad
Murashige and Skoog 100% Murashige and Skoog 100% Murashige and Skoog  100%
BAP 5mglLt BAP 5mglLt ANA 0,5mg Lt
AIA 0,2mgl?!  Tiamina 1mglL? IBA 0,5mglL?
Glicina 2mgl? mioinositol 100 mg Lt BAP 0,5mglL?
Acido nicotinico 0,50 mgL? L-Cisteina 60 mg L? Tiamina 4mglL?
Piridoxina 0,50 mg L~ Acido ascérbico 100 mg L Carbén Activado 1glL?
Tiamina 0,10 mglL! Pantotenatodecalcio 1mgL? Sacarosa 30glL?
Mio inositol 100 mgL!  Biotina 0,01 mglL? Agar SglL?
Sacarosa 30glL? Sacarosa 40g Lt
Agar 7glt Agar S5glLt
Andlisis estadistico. Se realizaron andlisis de 100
varianza de un grado de libertad previa verificacién S @
de normalidad y homogeneidad de las variables. Las g 80 a b
comparaciones de medias fueron realizadas a una Z 60 %
P<0.05 de probabilidad, mediante la prueba de § 40 75 @
Fisher (InfoStat v.11). Eé 64 53
20
2l B N
RESULTADOS Y DISCUSION 0
Medios de  Medios de  Medios de
cultivo 3 cultivo 2 cultivo 1

Porcentaje de sobrevivencia

Realizado el analisis de varianza del
porcentaje de sobrevivencia, sefiala que no existe
diferencia significativa entre los medios de cultivo
para la introduccion de banano a condiciones in vitro
en la fase de establecimiento, obteniendo un
coeficiente de variacion de 8,2%, lo cual indica que
los datos obtenidos en la investigacion fueron
llevados correctamente.

A través de la prueba de Fisher se
identificd que no existieron diferencias estadisticas
entre los medios de cultivo utilizados en la
investigacion, donde hubo promedios altos de
sobrevivencia de los explantes fue en el medio de
cultivo 3 con 75%, medio de cultivo 2 con 64% vy
finalmente el medio de cultivo 1 que causo
menor porcentaje de sobrevivencia del 53%.
(Figura 5).
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MEDIOS DE CULTIVO

Figura 5. Porcentaje de sobrevivencia en la fase de
establecimiento in vitro de banano (Musa acuminata)

Al respecto Aguirre et al. (2016) indican que
con el uso de alcohol al 70% en tiempos cortos ayuda
en la eliminacién de grasas que facilitan Ia
penetraciéon del desinfectante en los explantes.
Gomes (2018), realizd una investigacién similar
obteniendo el 100% de supervivencia del material
vegetal, utilizd alcohol al 70% por 1 minuto e
hipoclorito de sodio al 2% durante 6 a 8 minutos.

Porcentaje de contaminacién

El analisis de varianza del porcentaje de
contaminacion sefiala que no existe diferencia
significativa entre los medios de cultivo, obteniendo
un coeficiente de variacion de 9,4%, lo cual indica
que los datos obtenidos en la investigacion fueron
llevados correctamente.
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Figura 6. A. Contaminacion por hongos; B. Contaminacién por bacteria

Realizada la prueba de Fisher se obtuvo que
no existieron diferencias estadisticas en los medios
de cultivo, el medio de cultivo 3 es el que tiene
menor porcentaje de contaminacién con 15%,
seguido del medio de cultivo 1 con 16,9% vy
finalmente | medio de cultivo 2 que registré un 17,2%
de contaminacion de explantes. (Figura 7).
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Figura 7. Porcentaje de contaminacién en la fase de
establecimiento in vitro de banano

La presencia de agentes contaminantes ya
sean bacterias u hongos en los cultivos in vitro se

debe a varios factores, entre los que sobresalen la
asociacion del explante a su medio, las condiciones
de la introduccién y la fuente origen del material
vegetal; de ahi laimportancia de obtener un material
vegetal adecuado para usarlo como explante
(Mroginski, Roca, 1991).

Esto fue evidente, donde se pudo observar
que cuando se introdujo material proveniente de
campo, hubo altos porcentajes de contaminacién
gue no permitieron el establecimiento in vitro.

Recalde y Bastidas (2007), menciona que la
contaminacién, mds que matar a los explantes
directamente, invade el cultivo haciendo que el
explante no sea apto para su micropropagacion.

Porcentaje de oxidacion. El andlisis de
varianza (ANVA) mostro un coeficiente de variacion
de 8,6% (Tabla 2); segiin el modelo estadistico hubo
un 95% de variacién. Por lo que, el modelo fue
apropiado para explicar la variacién existente en los
datos. Por otra parte, el C.V. fue inferior al 30%; lo
cual, significa que las transformaciones realizadas
homogeneizaron adecuadamente los datos.

Tabla 2. Analisis de varianza para el porcentaje de oxidacion

F.V. SC gl CM Fc Ft (5%) Significancia
Medios de cultivo 0,38 2 0,19 9 0,00195 **
Error 0,37 18 0,02
Total 1,88 26
CV.=8,6%

Igualmente, el ANVA para el porcentaje de
oxidacion por efecto de fenolizacidon presentd que
hubo diferencias altamente significativas entre los
medios de cultivo (p <0.01).
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Realizada la comparacién de medias se
obtuvo que los medios de cultivo 2 y 3 obtuvieron
bajos porcentajes de oxidacion (8%). En cambio, la
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oxidacién del medio de cultivo 1 fue superior (33%)
(Figura 8).
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Figura 8. Porcentaje de oxidacion en la fase de
establecimiento in vitro de banano (Musa acuminata)

Segun (Sandoval, et. al, 1991), indican que la
oxidacién fendlica para el cultivar Gran nain en la
fase de establecimiento presentd mayor porcentaje
con respecto al cultivar Dominico, una de las causas
se debe a las heridas debidas a la manipulacién de
los explantes, y otra, a que el cultivar Gran nain
fue mds propenso a la oxidacién, al respecto
Mroginski y Roca (1991), menciona que el control
mas efectivo de esta oxidacién son los subcultivos
frecuentes y la eliminacién de tejidos senescentes de
la base de los brotes.

CONCLUSIONES

La multiplicacién in vitro acompafiada de una
buena seleccién del material en campo, permite
disponer de mayor cantidad de plantas con
excelentes condiciones fitosanitarias. Con respecto a
la oxidacion de los explantes y la contaminacion en la
fase de establecimiento del cultivo son las principales
causas de pérdida de material vegetal que se puede
controlar con una buena desinfeccién y reduciendo
la oxidacion con carbon activado u otros agentes
antioxidantes. Para el establecimiento in vitro de
banano variedad Gran nain es favorable usar el
medio de Medina et al. (2015).
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