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(Musa acuminata) at the Sapecho Experimental Station
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La descontaminacién de los explantes es un requisito para la eficiencia de introduccidn y establecimiento de los explantes in vitro de
banano (Musa acuminata). El trabajo fue realizado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Estacidon Experimental Sapecho,
situada en el municipio de Palos Blancos del departamento de La Paz, con el objetivo de evaluar la eficiencia de tres antibidticos y
tres fungicidas, en la introduccion y establecimiento del cultivo de banano (Musa acuminata) variedad Grand Nain. Los antibidticos
utilizados fueron Eritromicina, Tetraciclina y Cloranfenicol, mientras que los fungicidas utilizados fueron, Benlate, Ridomil y Cuprocol
en diferentes dosis, Los tres antibidticos se adicionaron al medio de cultivo de introduccion, mientras que los fungicidas se aplicaron
por sumersion de los explantes antes de la siembra en el medio de cultivo, para el andlisis de los datos se utilizé un Disefio
Completamente al azar (DCA), con nueve tratamientos y tres repeticiones. Para la comparacién de medias se aplicé la prueba de
Fisher al 5% de probabilidad. Las variables evaluadas fueron: Contaminacion total y Sobrevivencia de los explantes. Después de 45
dias de cultivo in vitro, hubo efectos altamente significativos en la contaminacién flingica (media 33,3%) y la contaminacion
bacteriana (48,1%). En la variable sobrevivencia (media 46%) se presentaron diferencias significativas en la interaccion de fungicidas
x antibioticos. El uso del antibidtico Eritromicina en combinacion con el fungicida Cuprocol en la introduccion y establecimiento de
banano, permite reducir las pérdidas por contaminacidn bacteriana y fliingica, ademas que, de acuerdo a los resultados observados,
los tratamientos T1 y T4 presentaron el mayor porcentaje de contaminacion (77,8%), ademas que el tratamiento que tuvo mayor
porcentaje de sobrevivencia fue el T6 (100%).

Banano, Antibioticos, Fungicidas, Establecimiento, in vitro.

Decontamination of explants is a requirement for the efficiency of introduction and establishment of in vitro banana (Musa
acuminata) explants. 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 efficiency of three antibiotics
and three fungicides in the introduction and establishment of the banana (Musa acuminata) Grand Nain variety. The antibiotics used
were Erythromycin, Tetracycline and Chloramphenicol, while the fungicides used were Benlate, Ridomil and Cuprocol in different
doses. The three antibiotics were added to the introduction culture medium, while the fungicides were applied by submerging the
explants before planting in the culture medium. For data analysis, a completely randomized design (CRD) was used, with nine
treatments and three replicates. For the comparison of means, Fisher's test was applied at 5% probability. The variables evaluated
were: total contamination and explant survival. After 45 days of in vitro culture, there were highly significant effects on fungal
contamination (mean 33.3%) and bacterial contamination (48.1%). In the survival variable (mean 46%), there were significant
differences in the fungicide x antibiotic interaction. The use of the antibiotic Erythromycin in combination with the fungicide Cuprocol
in the introduction and establishment of banana allows the reduction of losses due to bacterial and fungal contamination. In addition,
according to the results observed, treatments T1 and T4 presented the highest percentage of contamination (77.8%), and the
treatment with the highest percentage of survival was T6 (100%).

Banana, Antibiotics, Fungicides, Establishment, in vitro.
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INTRODUCCION

El banano 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 asidtico e
Indochina (FAOSTAT, 2016) y es en esta regidén donde
se lo domestico, mas no se conoce con precision
cuando comenzé la siembra comercial de banano en
América, sin embargo, existe evidencia de que
ocurrié en Jamaica y Panama, antes de 1866.es de
gran importancia alimentaria y econémica a nivel
mundial (Soto, 1990).

El banano es uno de los cultivos mas
importantesy sin embargo, menos estudiadas a nivel
mundial, es el alimento basico de millones de
personas en los paises tropicales en vias de
desarrollo y una importante fuente de ingresos para
los mercados locales e internacionales (Frison vy
Shorrck, 2000).

En Bolivia, el drea cultivada se estima en
20010 hectareas 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 los Yungas Caranavi y
Alto Beni de La Paz (Soto A., 2010).

El banano es una fruta de importancia
econémica en el departamento de La Paz, y las
variedades mas difundidas de este cultivo son: el
guayaquil, el gran enano cavendish (huataco), el
guineo y la seda guayaquil (Loayza, 2002).

La zona de Alto Beni se caracteriza por su
excelente produccion de banano, pero esta
producciéon disminuye afio tras afio (el peso
promedio de un racimo alcanza los 20 kilos en la
primera cosecha, 5 afios después éste llega apenas a
13 kilos (Loayza, 2002).

La mejora genética de los productos
agricolas, lo que ahora llamamos la "biotecnologia",
no es nada nuevo, es posible que sea una de las
actividades mads antiguas del ser humano. En Bolivia
el desarrollo de esta disciplina ha mostrado
importantes avances, los mismos agrupan diferentes
areas en donde se aplican técnicas biotecnoldgicas,
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como es el caso de salud, industrial, animal y vegetal,
es un desafio que permite mostrar el crecimiento
gue cada una de ellas ha tenido y su contribucion
significativa al desarrollo del pais (FAO, 2009).

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

La introduccion de material a condiciones in
vitro depende de muchos factores entre ellas la
desinfeccion y los productos que se utiliza para este
procedimiento, manipulacion del material y el medio
de cultivo adecuado para el establecimiento
(Sandoval et al., 1991). Sin embargo, en la etapa de
establecimiento de cultivo in vitro, es frecuente la
presencia de microorganismos que provocan la
muerte de los explantes introducidos, oxidacion
fendlica de los tejidos, entre otros, por lo que se hace
necesario la realizacion de pretratamientos en las
plantas para disminuir la contaminacién y mejorar el
establecimiento de los explantes (Ramirez et al.,
2008).

Entre los contaminantes microbianos, las
bacterias y hongos causan pérdidas elevadas en el
cultivo in vitro de plantas (Leifert y Waites, 1992). El
uso de antibidticos y fungicidas incorporados al
medio de cultivo es una de las alternativas para
disminuirlas sobre el material vegetal (Robert et al.,
2006; Fang y Hsu, 2012; Mbah y Wakil, 2012; Sabale
et al., 2015).

La contaminacién microbiana puede ocurrir
debido a una desinfestacién ineficiente o inadecuada
del material vegetal, los materiales utilizados y/o el
medio de cultivo. Sin embargo, cuando la aparicion
de estos microorganismos no es el resultado de estos
errores, esta contaminacion se denomina enddgena
(Esposito-Polesi et al., 2017).

Los fungicidas constituyen una herramienta
valiosa en un programa de manejo de los cultivos,
aplicados en los esquejes antes de la siembra de los
explantes (Yossen et al., 2010).

Dada la importancia que el banano tiene y
gue no existen muchos estudios en Bolivia en cuanto
a la produccion de plantas in vitro y a los agentes de
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control de microorganismos que provocan
contaminaciéon en condiciones de laboratorio
producidas por bacteria y hongos fitopatogenos, se
considera apropiado generar dicha informacién. Con
base en la problematica antes descrita, se planted
como objetivo evaluar el efecto del uso del
antibidticos y fungicidas en el controlin vitro de
bacterias enddégenas en yemas apicales de banano
(Musa acuminata AAA) var. Gran naine.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion

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

Recoleccién del material vegetal de campo.
La planta seleccionada fue de tamafio mediano, con
buena calidad de racimo y aparentemente sanas
(libres de enfermedades), se considerd la muestra, se
escogid a los hijos espada de 20-30 cm con un
pedicelo (o pediculo) de 5 a 10 cm de didmetro. La
muestra tuvo un meristemo viable. Todos los hijuelos
(cormos) seleccionados fueron extraidos e
identificados

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

Medios de cultivo. El medio de cultivo sélido
que se utilizdé se describe en la Tabla 1. Estos se
distribuyeron a 10 ml en cada envase de vidrio (75
mm de largo x 45 mm de didmetro). Posteriormente
se procedio a su esterilizacion en autoclave durante
15 min a 15 PSl de presiony 121 °C.

Tabla 1. Medios de cultivo (Medina et al. 2015) para la
introducciéon de yemas apicales de banano (Musa
acuminata) en la fase de establecimiento in vitro.

Elementos Cantidad

Murashige and Skoog 100%

ANA 0,5 mg L

IBA 0,5 mg L

BAP 0,5 mg L

Tiamina 4mglL?t

Carbén Activado 1glL?

Sacarosa 30gL?

Agar 5glL?

Desinfeccion del material vegetal. Se

utilizaron cormos de tamafio de 10 cm, cortadas de
forma cuadrada, se procedio al lavado de los cormos
con aguay detergente, se desinfestaron en alcohol al
70% durante 5 minutos para luego colocarlos en
hipoclorito de sodio (NaClO) al 5, 5% durante 15
minutos. (Ortega et al, 2011) para todos los
tratamientos.

a) Preparacion y adicién de bactericidas

Se procedid a preparar los antibidticos
pesando la Tetraciclinay Eritromicina en una relacion
de 500 mg L. y el cloranfenicol en una relaciéon de 1
ml L't de medio de cultivo.

En la camara de flujo laminar se colocaron
los antibidticos en los medios de cultivo previamente
esterilizados en los matraces Erlenmeyer, una vez
gue este medio de cultivo se encuentre a
temperatura de 37°C se adiciond los antibioticos
para cada tratamiento removiendo constantemente
para obtener una mezcla homogénea, con la ayuda
de una pipeta colocamos (dispensamos) en los
recipientes de vidrio el medio de cultivo sellandolos
con papel aluminio para su posterior utilizacién.
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b) Preparacion de los fungicidas

Los fungicidas se prepararon en 3 vasos de
precipitados, para esto se procedio al pesaje de los
fungicidas Ridomil y Cuprofol en un pesode 5 gLty
medir el fungicida Benlate a 2 ml L? para luego
disolverlos en agua destilada estéril y llevarlos a la
camara de flujo laminar sumergiendo los explantes
30 segundos en los diferentes fungicidas segun los
tratamientos, para luego sembrar las yemas de
banano en los medios de cultivo.

Establecimiento. Dentro la camara de flujo
laminar, los hijuelos fueron reducidos a un tamafio
de 3 cm vy se dejd en hipoclorito de sodio (NaClO) al
5% durante 10 min, luego se procedio a realizar tres
enjuagues en agua destilada estéril posteriormente
seredujeronalcmy fueron depositados en solucién
de 4cido citrico 100 mg L, por 10 s (Ortega et al.,
2011).

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 coloco
los explantes en los frascos de vidrio con medio de
cultivo previamente esterilizado.

Pard el establecimiento, se dejé en
cuarentena (5 dias), con ausencia de luz total para
reducir el proceso de oxidacién. Una vez cicatrizadas
las heridas se evalud el porcentaje de contaminacion
de hongos y bacterias, el mismo fue evaluado
mediante observacidn directa, cada cinco dias
durante 45 dias, evaluando la presencia de
contaminantes causado por hongos en base a la
identificacion visual del micelio generalmente
saliendo del meristemo del explante y de la
presencia de bacterias que 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
arreglo bifactorial de 3x3 (3 tipos de bactericidas por
3 tipos de fungicidas) con nueve tratamientos y tres
repeticiones. Los tratamientos fueron los siguientes:

Tabla 2. Tratamientos con sus respectivos factores.
Tratamiento

Bactericidas x Fungicidas

T1 Tetraciclina x Ridomil
T2 Tetraciclina x Benlate
T3 Tetraciclina x Cuprocol
T4 Eritromicina x Ridomil
T5 Eritromicina x Benlate
T6 Eritromicina x Cuprocol
T7 Cloranfenicol x Ridomil
T8 Cloranfenicol x Benlate
T9 Cloranfenicol x Cuprocol

Andlisis estadistico. Se realizaron anélisis de
varianza de un grado de libertad previa verificacion
de normalidad y homogeneidad de las variables. Las
comparaciones de medias fueron realizadas a una
P<0.05 de probabilidad, mediante la prueba de
Fisher (InfoStat v.11).

RESULTADOS Y DISCUSION
Porcentaje de contaminacion total

El analisis de varianza del porcentaje de
contaminacion, muestra que existe diferencias
altamente significativas entre los tres tipos de
antibidticos utilizados, tres tipos de fungicidas y la
interaccion de las mismas, obteniendo un coeficiente
de variacion de 3,05%, lo cual indica que los datos
obtenidos en la investigacion fueron llevados
correctamente.

Tabla 3. Analisis de varianza para el porcentaje de contaminacién total.

F.V. SC gl CM F cal. Probabilidad Significancia
Tipo de Antibiotico (A) 0,06257 2 0,03128  11,63116 0,00057 *x
Tipo de Fungicida (B) 0,11477 2 0,05738  21,33529 0,00002 *x
(AxB) 0,14335 4 0,03584  13,32467 0,00003 *x
Error 0,04841 18 0,00269
Total 0,36909 26

C.V. =3,05%; ** = Altamente Significativo; * = Significativo; NS = No Significativo.

Realizada la prueba de Fisher se obtuvo que
existen diferencias altamente significativas entre los

antibioticos, entre los fungicidas utilizados y la
interaccion de ambos productos, el antibidtico mas
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efectivo que obtuvo 0% de contaminacién fue la
Eritromicina, seguido de los tratamientos donde se

T9

T8

T7
T6
T5
T4

— 0%

utilizé Tetraciclina y finalmente los tratamientos que
utilizamos Cloranfenicol (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje de contaminacion total 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 la importancia de obtener un material
vegetal adecuado para usarlo como explante
(Mroginski, Roca, 1991).

Recalde y Bastidas (2007), indican que la
contaminacién, mds que matar a los explantes
directamente, invade el cultivo haciendo que el
explante no sea apto para su micropropagacion.
Kumar et al. (2007) indica que los fungicidas cupricos
como el oxicloruro de cobre (Cuprocol), por su
mecanismo de accion multisitio no especifico poseen
bajo riesgo para el desarrollo de resistencia.

Brandao (2011) en trabajos realizados indica
que el uso de fungicida derosal (5 mL L ) asociado a
los antibidticos cloranfenicol (500 mg L1) vy
ampicilina (500 mg L), provocaron en promedio
hasta un 86% de explantes contaminados por
hongos. Galéon (2017), obtuvo un alto promedio de
contaminacion al someter explantes a inmersion en
cloranfenicol (10 pL), indicando también Ia

ineficiencia de este método en el control de

bacterias enddgenas.

Santana (2011), indica que la efectividad de
los antibidticos presenta diferentes resultados, estos
pueden explicarse por el hecho de que cada
antibidtico genera un tipo de defensa, que depende
de la composicion quimica y la forma en que acttan
sobre la bacteria. Lattuada (2010), menciona que la
inmersion de explantes en wuna solucion que
contenga 200 mg L *del antibidtico tetraciclina,
promueve la ausencia de contaminacion bacteriana
y fungica.

Porcentaje de sobrevivencia

Realizado el anadlisis de varianza del
porcentaje de sobrevivencia, sefiala que no existe
diferencia significativa entre los tipos de antibioticos
utilizados, pero si existe diferencias altamente
significativas entre los tipos de fungicidas y se
presenta una diferencia significativa en la interaccion
de ambos productos, para la introduccién de banano
a condiciones in vitro en la fase de establecimiento,
obteniendo un coeficiente de variacion de 4,97%, lo
cual indica que los datos obtenidos en la
investigacion fueron llevados correctamente.

Tabla 4. Analisis de varianza para el porcentaje de sobrevivencia.

F.V. SC gl CM F p-valor Columna?7
Tipo de Antibiotico (A) 0,03917 2 0,01958 2,89087 0,081519 NS
Tipo de Fungicida (B) 0,13439 2 0,06719 9,91762 0,001248  **
(AxB) 0,08011 4 0,02002 2,95605 0,048536  *
Error 0,12195 18 0,00677
Total 0,37563 26

C.V.=4,97 %; ** = Altamente Significativo; * = Significativo; NS = No Significativo.
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A través de la prueba de Fisher se identifico
promedios altos de sobrevivencia de los explantes en
el tratamiento 6 con 0% de contaminacién, también
en los tratamientos T8 y T5 con 44 % de

contaminacién y finalmente los tratamientos T1y T4
donde se presentaron mayor contaminacion 77,8 %
(Figura 2).
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Figura 2. Porcentaje de sobrevivencia en la fase de establecimiento in vitro de banano (Musa acuminata).

Niubd et al., (2004), mencionan que con el
cultivo in vitro se obtienen cultivos asépticos que
favorecen su propagacion. Pero si se tiene en cuenta
gue los tejidos de los cuales se parte para iniciar el

cultivo provienen del campo entonces, la
probabilidad de la contaminacidon por virus,
bacterias, levaduras y hongos filamentosos, es
elevada.

Sabale et al. (2015) con la incorporacién al
medio de cultivo de cefotaxima 1000 mg I-1
alcanzaron un control efectivo de la contaminacién
bacteriana en la micropropagacién de banano cv.
‘Grande naine’ (Musa AAA) sin fitotoxicidad.

de diferentes estudios
demostraron que el empleo de métodos de
desinfeccion superficial del material vegetal
procedente de plantaciones establecidas, no
garantiza la eliminacién de los contaminantes
bacterianos y fungicos asociadas a plantas y como
contaminantes de diferentes cultivos propagados in
vitro (Leifert y Waites, 1992; Reed et el, 1995; Asif et
al., 2013).

Los resultados

A pesar de esto, existen pocos informes de
estudios que confirmen el uso aislado de antibidticos
para reducir la contaminacion fungica, por lo que se
recomienda realizar experimentos evaluando
diferentes tipos de antibidticos y fungicidas para
cada especie, con el fin de obtener la maxima
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eficiencia de descontaminacién y alta supervivencia
de los explantes.

CONCLUSIONES

Con respecto a la contaminacion tanto por
hongos, bacterias y oxidacién, en la fase de
establecimiento del cultivo son las principales causas
de pérdida de material vegetal, por lo que se debe
utilizar algunos productos para la desinfeccién de los
explantes, ademds de realizar una buena
desinfeccion superficial.

El uso del antibidtico Eritromicina en
combinacién con el fungicida Cuprocol en la
introduccién y establecimiento de banano, permite
reducir las pérdidas por contaminacion bacteriana y
fungica.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el
trabajo, también se pueden utilizar el Benlate
(fungicida) y la tetraciclina (antibidtico) para la fase
de introduccién y establecimiento de banano a
condiciones in vitro.

La efectividad de estos productos
(antibidticos y fungicidas), dependen de Ila
concentracion utilizada y la forma de aplicacién que
puede ser en el medio de cultivo, como también de
forma externa en forma de sumersién en los
productos.
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