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LISTADO DE FORMULAS Y ABREVIATURAS

Formula/Abreviatura

Definicién

(NH4), SO,
CaC|2.2H20
COC|2
CuS0,4.5H,0
FeS0,.7H,0
H3BO3
KH,PO4

Kl

KNO3
MgS04.7H,0
MnSO4.H,O
Na,EDTA
NazMOO4.2H20
NH4sNO3
ZnS04.7H,0
2,4-D

ANA

BAP

AFA

Sulfato de amonio

Cloruro de calcio dihidratado
Cloruro de cobalto

Sulfato de cobre pentahidratado
Sulfato ferroso heptahidratado
Acido borico

Fosfato de potasio monobasico
Yoduro de potasio

Nitrato de potasio

Sulfato de magnesio heptahidratado
Sulfato de manganeso hidratado
Sodio del acido etilendiamino tetra acético
Molibdato sdédico dihidratado

Nitrato de amonio

Sulfato de zinc heptahidratado
Acido diclorofenoxiacético

Acido naftalenacético
6-benzilaminopurina

Acido fenilacético




l. INTRODUCCION

Las musaceas, especialmente el Género (Musa sp.), son originarias de las
regiones del Sudeste de Asia y del Pacifico, en cuyos bosques de vegetacion
natural pueden encontrarse todavia ejemplares ancestrales diploides, no
comestibles y con semillas. A través de los afios estos ejemplares se cruzaron de
forma espontanea dando lugar a numerosos hibridos interespecificos. Algunos de
ellos con genoma triploide, eran partenocarpicos y poseian esterilidad femenina.
Los pobladores descubrieron que tales plantas tenian frutos comestibles y podian
ser propagadas vegetativamente por retofios y de esta manera se seleccionaron
cruces superiores comestibles que luego fueron cultivados, propagados y

distribuidos como cultivo de subsistencia (John C. y Galan V., 2012).

Segun la FAO (2004), el cultivo de banano es de gran importancia para los
paises que lo producen, ya que gran cantidad de éste se comercializa en
mercados locales e internacionales, dandole un valor significativo en su
economia; ademas, de los beneficios econdmicos que se derivan de la actividad
bananera como es la generacion de divisas, fuentes de trabajo e ingresos

fiscales.

Segun Heslop Harrison y Schwarzacher (2007), citado por Manzo G. et al.,
(2016), varias especies de banano y planato se cultivan en mas de 120 paises,
las cuales producen cerca de 100 millones de toneladas anualmente,
constituyendo el principal alimento de al menos 400 millones de personas, ya que

cuenta con un gran contenido de carbohidratos, vitaminas y minerales.

La FAO (2004), menciona que en los afios 1998-2000, a nivel mundial se



cultivd una superficie de alrededor de 9 millones de hectareas y con una
produccion de 92 millones de toneladas anuales y para el 2001 se estimo6 en 99
millones de toneladas. De esto, casi el 85 por ciento, procede de paises en
desarrollo, donde algunos la destinan al autoconsumo o se exporta al mercado

mundial, desempefiando asi una funcién esencial en la seguridad alimentaria.

Manzo G. et al., (2016) mencionan que los paises de América Latina son
los principales exportadores de fruta fresca hacia los Estados Unidos y Europa.
Sin embargo, en estos paises se exporta solo el 15 % de la produccion y el resto

se destina al consumo local e industrializacion.

En Ecuador, de acuerdo a la informacién de MAGAP (2015), citado por
PRO-ECUADOR (2016), existen 162,039 hectareas establecidas de banano,
distribuidas en las provincias de Manabi, Los Rios, Guayas, El Oro, y

Esmeraldas.

Martinez et al., (2004) citado por Tandazo, et al., (2014) mencionan que el
cultivo de banano en el Ecuador posee una gran importancia economica y
significativa para la actividad agroalimentaria, constituyéndose en un
componente basico en la dieta de gran parte de la poblacion; ademas, es una de
las actividades que proporcionan a las familias campesinas ingresos regulares

durante todo el ano.

Para el establecimiento de éste cultivo, es necesario utilizar material
genético libre de plagas y enfermedades. Existen varias formas de propagacion
gue se utilizan en muséaceas; sin embargo, Tandazo et al., (2014) asevera que el
banano y el platano se caracterizan por la dificultad de reproducirse a través de la

via sexual, por lo que se hace necesario emplear otras técnicas que permitan su
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propagacion.

El cultivo de tejidos vegetales in vitro ha sido considerado como una
técnica alternativa para la propagacion masiva de plantas y una de las mas
utiizadas en la propagacion de especies que tienen dificultades en su
propagacion, con ella se logra aumentar la cantidad de material vegetal,
obteniendo un gran nimero de plantulas en espacios reducidos, a partir de un
solo explante (meristemo), consiguiendo que este material esté libre de
enfermedades, y reduciendo los costos de produccién (Tandazo et al., 2014). En
el Ecuador, para las renovaciones de plantaciones de banano, en la ultima
década se utiliza material genético proveniente laboratorio locales, propagadas in

vitro.

Sharry S.; Adema M. y Abedini W. (2015) mencionan que en el cultivo de
tejidos in vitro pueden presentarse algunos problemas dependiendo del cultivo o
de la variedad con la que se trabaje. Uno de los problemas cuando se establece
el cultivo en condiciones in vitro, es la llamada oxidacion o ennegrecimiento que
se manifiesta como un oscurecimiento del tejido vegetal. Esto ocurre por la
oxidacion de radicales libres de diferentes componentes celulares, generando
dafo, inhibicion del crecimiento y en los casos graves, incluso la necrosis y
muerte del tejido, esto puede ocurrir por no realizar subcultivos con frecuencia o
no utilizar antioxidantes. Ademas, la contaminacion es otro de los problemas

frecuente que se presentan en esta técnica.

El Laboratorio de Biotecnologia de la FACIAG-UTB, lleva a cabo
experimentos relacionados a la bioprospeccion, introduccion y mantenimiento de

colecciones in vitro de muséaceas, por lo que es de mucha importancia conocer el
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potencial de propagacion in vitro que poseen algunas muséaceas.

Objetivo general

e Estimar el potencial de propagacion in vitro via organogénesis directa de 20

musaceas AA, AAA, AAAB, AAB, ABB.

Objetivos especificos

e Propagar 20 accesiones de musaceas AA, AAA, AAAB, AAB, ABB via
organogénesis directa.

e Determinar la tasa de proliferacion in vitro de los apices meristematicos.



. REVISION DE LITERATURA

2.1.0rigen de las muséceas

El area de origen de las muséceas es en la region indoimalaya. En ella se
encuentran ain muchos tipos silvestres y, debido a las condiciones primitivas del
cultivo, se conservan numerosas variantes. En el centro de esa region, son
predominantes los tipos de M. acuminata, que crecen en areas con alta
humedad. En cambio hacia la periferia, en India, son mas comunes los hibridos
triploides de M. balbisiana, que se adaptan mejor en zonas mas secas. Se han
considerado a India y Filipinas como subcentros activos de domesticacion. Los
bananos y los platanos se extendieron por toda Africa y es posible que los tipos
introducidos a las islas Canarias y luego a América procedieran de Guinea, en

Africa occidental (Le6n J. 1968).

El Género Musa es un cultivo de mucha importancia en el tropico
americano y en otras zonas tropicales del mundo. En 1516, los europeos lo
introdujeron en América y las Antillas. En la actualidad es un cultivo de amplia
distribucion por su adaptacion, tanto en los trépicos como subtropicos. Sin
embargo; las mayores plantaciones comerciales se encuentran en los trépicos

hamedos (Rodriguez M. y Guerrero M. 2002).

2.2.Clasificacion taxondmica de las musaceas

Segun Mohammad Z., y Saleha A. (2011), las musaceas pertenecen al
Reino: Plantae, Division: Magnoliophyta, Clase: Liliopsida, Orden: Zingiberales,

Familia: Musaceae, Género: Musa, Especies: paradisiaca y sapientum.



2.3.Descripcion de las musaceas

Ledn J. (1968) menciona que las musaceas son herbaceas de gran altura
con bases foliares unidas, que forman un pseudotallo. La hoja es una lamina muy
grande, con nervio central muy desarrollado y los secundarios en posicion
pinnada. Inflorescencias grandes, con bracteas vistosas; flores fértiles, uno de
ellos a menudo convertido en estaminodio. El fruto es una baya o capsula muy

carnosa, sin semillas.

Segun John C. y Galan V., (2012) las musaceas se las describe como
plantas herbaceas monocotiledoneas, perennes. Se las considera porque
después de la cosecha, la parte aérea muere y no tiene componentes lefiosos. Es
perenne porque los hijos emergen de la planta madre para reemplazar las partes

aéreas muertas.

De los tallos subterraneos, brotan pseudotallos aéreos, formados por las
bases envolventes de las hojas, por cuyo centro crecen los ejes florales. El tallo
subterrdneo se compone de cormo o rizomas cortos de crecimiento apical. El
primer cormo desarrolla un pseudotallo aéreo y un eje floral, vy
subterraneoneamente una 0 mas yemas, que a su vez se desarrollan en cormos.
La planta crece asi en sentido longitudinal o radial, de modo que entorno al primer
pseudotallo, hay varios hijos o brotes, de diversas formas y edades. Uno 0 mas
de ellos produciran flores cuando el primer tallo se seque y se desintegre, otros se
mantendran sin desarrollarse como los denominados “hijos de agua”, que se

eliminan en el cultivo (Leon J. 1968).



2.4. Propagacion de las musaceas, métodos convencionales y cultivo in

vitro de tejidos.

Sandoval J. (1991) la mayoria de las especies comestibles del género
Musa son partenocérpicas, no producen semillas y para su propagacion se
separan los hijuelos del cormo madre; por lo tanto, la tasa de propagacion que se
logra a partir de este método, es muy baja, ademas el riesgo de diseminacion de

plagas y enfermedades es mayor.

Martinez et al., (2004) citado por Tandazo, et al., (2014) menciona que el
banano se caracteriza por la dificultad de reproducirse a través de la via sexual,
por lo que se hace necesario emplear otras técnicas que permitan su

propagacion.

La biotecnologia puede definirse como el uso integrado de la genética
molecular, bioquimica, microbiologia y tecnologia de procesos, con el fin de
suministrar bienes y servicios. Es el uso de microorganismos, células, partes de
células o tejidos de organismos superiores para generar productos o técnicas
nuevas o existentes con mayor eficiencia (Camarena F.; Chura J. y Blas R.,

2014).

Sharry S.; Adema M. y Abedini W. (2015) mencionan que el término cultivo
de tejidos vegetales involucra diferentes técnicas. Consiste en regenerar plantas
a partir de explantes (apices de raices o de tallos, primordios de hojas, primordios
0 partes inmaduras de flores, frutos inmaduros, 6rganos aislados, embriones

maduros o inmaduros, segmentos de organos de tallo o de hojas, ovarios, évulos,
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anteras y polen) cultivados en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica.

Segun Aguilar et al. (2008) citado por Medina M.; Medina C.; y Medina L.,
(2015), para mejorar la produccién de plantas, se hace uso de las caracteristicas
gue tienen la células vegetales nucleadas de estar en capacidad de desarrollar un
nuevo individuo sin que sea necesaria la fusion previa de gametos o totipotencia
celular, dando lugar a una respuesta morfogenética formando directamente

organos o embriones somaticos (organogénesis o embriogénesis directa).

Segun Angarita y Pérez (1984) citado por Medina M. et al. (2015)
haciendo uso de la totipotencia celular se ha definido una alternativa
biotecnoldgica, la técnica de cultivo in vitro de tejidos vegetales, que permite la
propagacién masiva de muchas especies vegetales, entre ellas plantas musaceas
libres de enfermedades, que permiten se realicen selecciones clonales de
genotipos sobresalientes, sus caracteristicas agronémicas, organolépticas y de
adaptaciéon a ambientes especificos, resistentes a estrés bidtico y abibtico;
ademas, de que puede ocurrir durante todo el afio por ser realizado en

condiciones controladas de laboratorio.

Tandazo et al., (2014) menciona que con la técnica cultivo in vitro se logra
aumentar la cantidad de material vegetal, obteniendo un gran nuamero de
plantulas en espacios reducidos, a partir de un solo explante (meristemo),
consiguiendo que este material esté libre de enfermedades, y reduciendo los

costos de produccion.

El fundamento del cultivo de tejido vegetal, se basa en la teoria de la
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totipotencialidad celular que constituye el principio rector de estas técnicas. Esta
teoria sostiene la posibilidad de obtener una planta entera a partir de cualquier
célula viva, bajo condiciones controladas de cultivo. Primero se debe lograr la
desdiferenciacion previa de la célula inicial, induciendo la pérdida de las
caracteristicas de especializacion de dicha célula hasta un estado de
desdiferenciacién meristematica. Posteriormente, se busca la rediferenciacion de
esta célula de partida, para lograr varias respuestas morfogenéticas tales como la
obtencion de un callo, la regeneracion de brotes o primordios de raiz (Sharry S. et

al. 2015).

Camarena F. et al., (2014) menciona que los principales usos de cultivo in
vitro de tejido son: Incremento de la variabilidad genética, obtencion de plantas
libres de patégenos, propagacion de plantas, conservacion e intercambio de

germoplasma, mejoramiento genético y transferencias de genes.

Davila I.; Pastora R. y Dens K. (2000) mencionan que un aspecto del
cultivo in vitro de tejidos es el mantenimiento de la estabilidad genética. Esta
técnica utiliza explantes que puedan diferenciarse en condiciones determinadas
de nutricién, reguladores de crecimiento y asepsia. La estimulacién de mdltiples
brotes o formacion de yemas se logra cultivando los explantes en medios de
cultivos con alto niveles de citocininas, que reduce la dominancia apical del
meristemo con la formacidén de yemas axilares o adventicias a partir del explante.
En la propagacion in vitro se obtienen clones, es decir plantas genéticamente

idénticas a la planta madre e idénticas entre si.



Segun Sandoval J. (1991) la aplicacion de la técnica de cultivo in vitro de
tejidos en musaceas consiste en cultivar asépticamente apices provenientes de
hijuelos, en un medio nutritivo. Luego, mediante la adicion de reguladores de
crecimiento al medio de cultivo, se estimula la multiplicacién y la obtencién de
plantas completas, debido a la totipotencia inherente de las células vegetales.
Mediante esta metodologia se puede obtener altas tasas de multiplicacion libres

de patégenos.

Canchignia et al. (2008) mencionan que la reproduccién in vitro es un
método adecuado para la propagacion masiva de plantas, esta técnica permite y
garantiza una efectividad para la explotacion comercial de genotipos

seleccionados de musaceas como es el caso de banano y platano.

Segun lzco, (1997) citado por Canchignia et al. (2008), entre los métodos
mas utilizados en la regeneracion de plantas mediante la técnica de cultivo in vitro
se encuentran la organogénesis y embriogénesis que es un evento morfolégico
gue se caracteriza por su desarrollo unipolar; en otras palabras es la formacién de
un primordio unipolar a partir de una yema con el subsecuente desarrollo de esta
en un brote vegetativo, existiendo siempre una conexion entre los nuevos brotes y

el tejido paterno.

Canchignia et al. (2008) mencionan gque la organogénesis se manifiesta
en forma directa e indirecta cuando los brotes se forman a partir de callos, que
son masas de células obtenidas indiferenciadas producto de un crecimiento
desorganizado de células obtenidas a partir de un determinado tejido directo
cuando los brotes se forman directamente del explante sin formar callos.
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FAO (2001) menciona que el uso de cultivos in vitro de tejidos permite a
los agricultores plantar material certificado como exento de plagas vy
enfermedades. Este procedimiento puede, en muchos casos, retrasar la
necesidad de utilizar medidas quimicas de lucha contra patdgenos. Ademas,
permite disponer del material de siembra en cualquier época del afio, multiplicar
aceleradamente genotipos deseables, transportar facilmente los propagulos y

uniformizar las plantaciones y cosecha.

2.5.Etapas del cultivo in vitro en muséaceas

Segun Murashige (1974; 1977) citado por Roca, W.; Mroginski, L. (1991)
el cultivo in vitro de meristemos, comprende las siguientes etapas: la primera
consiste en la iniciacion o de establecimiento, en el cual se establece el cultivo
inicial primario. La segunda, consiste de multiplicacion de brotes. La tercera
corresponde al enraizamiento o etapa de pretransplante; tienen como objetivo
producir una planta autotrofica que pueda sobrevivir en las condiciones del

transplante al suelo.

Sandoval J. (1991) menciona que la primera etapa de cultivo in vitro de
meristemos, consiste en seleccionar el material vegetal, luego pasa por un

proceso de desinfeccion, reduccion y etapa de iniciacion.

2.6. Seleccion de material vegetal

Levitus G. et al., (2010) mencionan que la planta donante debe elegirse en

base a una seleccion masal positiva para las caracteristicas agrondmicas
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deseables. Una vez seleccionados los individuos, es preciso definir el tipo de
explante a establecer en condiciones in vitro. En general, los érganos jévenes o
bien rejuvenecidos son los que tienen mejor respuesta en el establecimiento que

los obtenidos a partir de materiales adultos.

2.7.Desinfeccion del material vegetal seleccionado

Ortega D.F.; Tamayo A.C.; Calder6n J. y Galvan R. (2011), mencionan
que en la etapa de desinfeccion el material seleccionado debe enjuagarse con
agua y jabon liquido; ademas, debe ser tratado con hipoclorito de sodio (NaClO)
al4 % oal 15 %y Tween 80 en dosis de 4 mL/L, con 3 enjuagues con agua

destilada estéril.

Mientras se realiza la desinfeccion debe buscarse eliminar la totalidad de
microorganismos, sin afectar la integridad del explante y su viabilidad. No es
posible establecer un mismo protocolo de desinfeccion para cualquier explante de
cualquier especie, este debe ser disefiado en funcién de varios factores (Roca,

W.; Mroginski, L. 1991).

Sandoval J. (1991) menciona que se realiza una segunda desinfeccién por
intervalos de 10 minutos con hipoclorito de sodio al 10% mas 2 gotas del
surfactante Tween 20 por cada 100 mL de solucién desinfectante. Se practican
dos lavados de tres minutos cada uno con agua estéril y se procede a reducir el
tamafno hasta obtener un apice de aproximadamente 5 mm de longitud. Previo a
su transferencia al medio de iniciacion, el explante es sometido a un tratamiento

antioxidante mediante su inmersion, durante 10 minutos, en una solucién acuosa
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estéril preferiblemente de acido ascorbico.

Sandoval J. (1991) indica que los explantes previamente desinfectados y
reducidos a tamafios de 5mm, estos se cultivan en medios inorganicos de
Murashige. El pH del medio se ajusta generalmente a 5,8 con hidréxido de sodio
(NaOH-subir pH), o acido clorhidrico (HCL-bajar pH) 0,1 6 1N antes de
dispensar en los recipientes. Se debe colocar 25 mL de medio en los frascos, y
luego se deben esterilizar en autoclave a una temperatura de 121°C durante 15
minutos. Los &pices se cultivan en un medio de iniciacion durante 30 dias, estos
explantes no deben presentar heridas por su manipulacién con los instrumentos
de diseccion, para evitar oxidacion. Durante este periodo los explantes adquieren
coloracion verde, aumentando su didmetro en su parte basal y presentan

dominancia apical.

2.8. Multiplicacion del material vegetal

Cruz F. (2012) menciona que el objetivo de la multiplicacion es de
mantener y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de
multiplicacion. En este proceso de organogénesis esta involucrados una serie de
factor tales como los compuestos que forman parte del medio de -cultivo,

compuestos hormonales y sustancias propias de planta.

Sandoval J. (1991) menciona que una vez establecidos los explantes,
estos son transferidos al mismo medio de iniciacidn, pero se aumenta la
concentracion de citoquinina para estimular la formacion y multiplicacion de

brotes. El periodos de formacion de brotes laterales es de aproximadamente 45
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dias. Posteriormente, se pueden establecer ciclos de multiplicacion cada 22 dias.
Ademas, menciona que se debe considerar que la tasa de multiplicacion varia

dependiendo del genotipo.

Los medios de cultivo son soluciones acuosas donde se desarrollan células
0 tejidos vegetales. El desarrollo de éstos solo ocurre en presencia de los
nutrientes requeridos. La composicion del medio de cultivo garantiza que se le
suministren los nutrientes al tejido vegetal in vitro y debe ser muy parecido a las
condiciones nutricionales que ofrece el suelo a las plantas en su estado natural.
Los componentes principales del medio son: macronutrientes, micronutrientes,
vitaminas, amino&cidos, azucares, agentes gelificantes y hormonas o reguladores

de crecimiento (Perea y Tirado, 2011, citado por Sharry S. et al. 2015).

El medio de cultivo también es fuente de sustancias organicas en forma de
carbohidratos que reemplaza al carbono que las plantas toman del ambiente
como materia prima para iniciar la fotosintesis. La fuente de carbono es muy
importante porque escasos cultivos son autétrofos en condiciones in vitro, es por
ello que el medio de cultivo debe incluir una fuente de carbono como la sacarosa

o cualquier otro azucar (Roca y Mroginski, 1991).

En lo que se refiere al agente gelificante, la cantidad del mismo esta en
funcion de la clase de medio de cultivo que se desee preparar, usandose

concentraciones desde 0,6 % hasta 1 % (Roca y Mroginski, 1991).

Levitus G. et al., (2010) mencionan que los reguladores de crecimiento

mas comunmente usados son IBA, 2,4-D, AIA, ANA y picloram, y las citocininas
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BA, CIN, ZEA, 2ip y TDZ. El rango de concentracibn empleado varia con el
regulador del crecimiento, asi es que el 2,4-D, por ejemplo se utiliza en
concentraciones de 4-35 UM mientras que otra auxina como él IBA, tiene un

rango de 0,1 a 2 uM.

Existen ademas otros componentes que pueden o no incluirse en el medio
de cultivo, entre ellos se encuentran: el agua de coco, extracto de levadura,
extracto de tubérculos de pap4, glicina o cisteina como fuentes de nitrégeno, asi

como otros aminoéacidos (Roca y Mroginski, 1991).

2.9. Enraizamiento del material vegetal

INIAP, (1994) menciona que los brotes que tengan un tamafo aproximado
de 2cm, son separados individualmente y colocados en un medio de
enraizamiento, que permite la obtencion de plantas completas. Para esta fase se
suprime el BAP en el medio de cultivo y no es necesario inducir enraizamiento, ya
gue la emision radicular es espontanea, obteniéndose una planta completa en un

periodo de 25 a 30 dias.

INIAP, (1994) menciona que una vez que ocurre la formacion de raices y la
emision foliar, las plantas estan aptas para su transferencia a condiciones de
invernadero. Durante las tres etapas mencionadas, los cultivos se mantienen en
cuartos de incubacion con ambiente controlado a una temperatura de 27 + 2 oC,

de 16 horas diarias de luz y una humedad relativa entre 80 a 90%.
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2.10. Aclimatacion de plantulas

Sharry S.; Adema M. y Abedini W. (2015) mencionan que esta etapa es
conocida como de endurecimiento, se remueven las plantas del frasco de
cultivo y el residuo de gelificante adherido a las raices se lava con agua corriente;
luego, las plantas se siembran en recipientes plasticos o en bolsas de polietileno
de color negro, con suelo de adecuada textura, preferiblemente esterilizado.
Inicialmente, las plantas requieren de una alta humedad relativa y deben
colocarse durante las primeras tres semanas, en un ambiente himedo y con 75%

de sombra.

Sandoval J., (1991) menciona que en condiciones de invernadero, la hoja
ndamero uno inicia su emergencia ocho dias después de realizado el transplante.
El ritmo de emision foliar es de aproximadamente una hoja cada ocho dias. La
etapa de adaptacion en el invernadero se extiende hasta los 60 dias y las plantas
presentan una altura promedio 17 cm y 6 hojas en promedio. Una vez transcurrida
esta etapa, las plantas pueden trasladarse al lugar definitivo de siembra en el

campo.

2.11. Aplicacién del cultivo in vitro de tejidos

Fukuda et al. (1994) citado por Ibafiez M. (2013) mencionan que las
aplicaciones de las técnicas de cultivo de tejidos son muy amplias y estan
demostrando ser una herramienta indispensable en muchos campos. Desde un
punto de vista basico, el establecimiento de vegetales in vitro resulta apropiado

en estudios de diferenciacion celular o morfogénesis.
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Ganeshan et al., (1998) citado por Ibafiez M., (2013) menciona que, el
establecimiento de vegetales in vitro permite la obtencion de células y plantas
bajo presiones de seleccién experimentales, asi como el crecimiento de cultivos

con elevada produccion de metabolitos secundarios.

Segun Verpoorte et al. (1998) citado por Ibafiez M. (2013) la capacidad de
propagar y almacenar masivamente plantas in vitro se aplica a la conservacion de

la flora amenazada y la multiplicacién aséptica de germoplasma.
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién y descripcién del sitio experimental

El experimento se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Babahoyo;
ubicado en las coordenadas geograficas 79° 32’ longitud Oeste y 01° 49’ de
latitud Sur; en el Km 7,5 de la via Babahoyo — Montalvo, provincia de Los Rios; a
8.0 msnm, con una precipitacién promedio anual de 2329,8 mm; humedad relativa

de 82%; heliofania de 998.2 horas luz y temperatura de 25.6 °C."
3.2. Material genético

Se utilizaron apices meristematicos de 20 especies de musaceas AA, AAA,

AAAB, ABB, AAB.
3.3. Materiales y equipos

Los materiales y equipos que se utilizaron se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1 .Materiales y equipos utilizados en el ensayo.

Materiales Equipos
Tubos de ensayos Balanza
Vaso de precipitacion Plato agitador
Matraz Erlenmeyer pH-metro
Micro pipetas Destilador
Probetas Camara de flujo
Mechero Autoclave
Bisturi Estufa
Pizas Refrigeradora
Papel esteéril Reflector

! Datos obtenidos de la Estacién Agrometeoroldgica de la Universidad Técnica de Babahoyo.
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3.4. Factores estudiados

Respuesta morfogénica de 20 especies de musaceas AA (1), AAA (9),

AAAB (1), ABB (2), y AAB (7) propagadas in vitro bajo condiciones controladas.

3.5. Tratamientos en estudio

Los tratamientos en estudio que se utilizaron se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Variedades de Muséaceas utilizadas en el ensayo.

Numero Variedad Tipo Genotipo
1 Orito Banano AA
2 Gran Cavendish Banano AAA
3 Valery Banano AAA
4 Gros Michel Banano AAA
5 Gran Enano Banano AAA
6 Banano Rojo Banano AAA
7 Almendra Tailandesa  Banano AAA
8 Guineo Morado Banano AAA
9 Guineo Enano Banano AAA
10 Manzano Banano AAA
11 Cuatro Filos Banano de coccion ABB
12 Tres Filos Banano de coccion ABB
13 FHIA-21 Platano AAAB
14 Platano Enano Platano AAB
15 Dominico Platano AAB
16 Barraganete Platano AAB
17 Enano Hartén Platano AAB
18 Maqueiio Platano AAB
19 Platano Sin Tora Platano AAB
20 Limefio Platano AAB
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3.6. Métodos

Se utilizd los métodos: inductivos-deductivos, deductivos-inductivos y el

método experimental.

3.7. Disefio experimental y analisis estadistico

El experimento se dispuso en un Diseiio Completamente al Azar (DCA)
con desigual nimero de repeticiones. Las variables fueron analizadas por medio
de estadistica no paramétrica mediante la prueba de Tukey, utilizando el software
estadistico InfoStat. El andlisis estadistico para la prediccion del namero de
plantas al octavo repique, se utilizé el andlisis de regresion utilizando el modelo
Y=b(X), en donde Y = al nimero de brotes predecidos, b = coeficiente de
regresion y X = numero de repique a predecir. Los valores iniciales para la
aplicacion de la regresion, fueron los valores obtenidos en los tres repiques en
cada variedad. También fueron considerados los estadigrafos Media, Mediana,
Varianza de la muestra, Desviacion estandar, Error tipico, Rango Minimo vy

Maximo, Suma y Numero de datos.

Igualmente, para definir un modelo del incremento de los brotes en los
repiques, se utilizd el analisis de regresion utilizando el modelo Y=b(X), en donde
Y = al nimero de brotes (B) estimados al repique 3 (R3), b = coeficiente de
regresion y X = namero de brotes (B) de un valor redondeado del repique 2 (R2),
gue en este caso se considerd el valor de 10, definiéndose de esta manera la
siguiente regresion: BR3= 1,825 (10). Se consideré esta férmula ya que al realizar
el mismo analisis entre el repiqgue 2 versus el repique 1, los resultados

presentaron la misma tendencia.
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3.8. Manejo del experimento

El experimento consistié en inducir y multiplicar in vitro 20 accesiones de
musaceas de genotipos AA, AAA, AAAB, ABB, AAB. Se realizaron tres repiques
luego de romper dominancia apical, y se estimé el potencial de propagacion al
octavo repigue para conocer el potencial de propagacion de las especies en

estudio.

3.8.1. Preparacion de soluciones madres o stocks y medios de cultivo de

induccion y multiplicacion.

Se prepararon medios de cultivo para las fases de induccién y
multiplicacion, utilizando las soluciones stocks de acuerdo a la formulacion de MS
(Murashige y Skoog) modificada, adicionalmente los medios de cultivo fueron
suplementados con Benzylaminopurine (BAP) y &cido indol acético (AlA),
citocininas y auxinas (Tabla 3 y 4). Los medios de cultivo de cada etapa, fueron
esterilizados en autoclave y posteriormente dispensados en frascos estériles
dentro de la camara de flujo laminar, se mantuvieron en reposo por una semana y

luego se utilizaron para la siembra de los explantes.
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Tabla 3. Soluciones Stocks para la preparacién de los medios de cultivo de muséaceas.

STOCK 1 STOCK 2 STOCK 3 STOCK 4
Reactivo ‘antidad Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad Reactivo Cantidad
(g/L) (/L) (mg/L) (mg/L)
Myo-
NH4 NO3 2,5 NA- EDTA 73 H3BO; 620,0 Inositol 10000
KNO; 5,0 FesO, 7H,O ,78 MnSO, 4H,0 2230,0 Glicina 200
MgSO, Acido
7H,0 8,5 ZnS0O, 7H,0 860,0 Nicotinico 50
CaCl,2H,0 4 Kl 83,0 Piridoxina 50
KH,PO, 5 NaMoO, 2H,O0 25,0  Tiamina 10
CuSO, 5H,0 2,5
CoCl, 6H,0 2,5

Tabla 4. Medios de Cultivo para la propagacion in vitro de muséaceas.

Componente Induccion Multiplicacion

(aL) (1L)

Stock 1 20 mL 20 mL

Stock 2 10 mL 10 mL

Stock 3 10 mL 10 mL

Stock 4 10 mL 10 mL

BAP 6 mg (6 mL) 1 mg (1 mL)

AlA 0,dmg(1mL) 0,1mg(1mL)

Sacarosa 30g 30g

Phytagel 1,9 g 194

PR 57 5,7

3.8.2. Seleccién del material

Se procedio a seleccionar tres hijuelos sanos y vigorosos de cada variedad
de las muséceas en estudio. Estos tenian una altura de 1 a 1,5 m,
aproximadamente (Figura 1, A). Posterior a la seleccion, éstos fueron extraidos

de la planta madre con la ayuda de una palilla, se identificaron correctamente y
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luego fueron llevados al Laboratorio de Biotecnologia. Estos materiales se

colectaron en diferentes zonas de la provincia de Los Rios.

3.8.3. Extracciéon del cormo

A los hijuelos seleccionados se procedié a cortar las raices y las partes
aéreas (hojas y pseudotallos), hasta dejarlos de un tamafio de 10 cm (Figura 1, B
y C). Luego, el explante extraido se lo colocé en una solucion antioxidante, en

dosis de 200 mg de &cido Ascorbico /L agua (Figura 1, D).

Figura 1. Hijuelos seleccionados de una altura
aproximada de 1 a 1,5 m (A). Reduccién del cormo
hasta dejarlos de un tamafio de 10 cm
aproximadamente (B y C). Inmersién de los explantes
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3.8.4. Desinfecciéon del cormo

Dentro de la cdmara de flujo laminar, se procedio a realizar la desinfeccion
de los cormos reducidos. Esto consistio en retirarles la solucién antioxidante y
realizar la desinfecciébn en alcohol 70% por 10 segundos, posteriormente los
explantes fueron traspasados a una solucién de hipoclorito de sodio al 5% por 10
minutos y por ultimo se realizaron tres enjuagues agua destilada estéril con

intervalos de tiempo de 5 minutos cada uno (Figura 2).

Figura 2. Desinfeccién del explante inicial. Desinfeccion en
Alcohol 70% (A), en hipoclorito de sodio (B) y en agua
destilada estéril (C).

3.8.5. Extraccidén del apice meristeméatico

Este procedimiento se lo realiz6 en la camara de flujo laminar, que

consistié en extraer el 4pice meristemético utilizando pinzas y bisturies sobre una
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hoja de papel (reciclado) estéril. Se retiraron las vainas hasta dejar el meristemo
de aproximadamente 3 cm de longitud y 1 cm de base. Seguido, los explantes
fueron sumergidos en una solucion antioxidante estéril en dosis de 200 mg de

acido ascorbico /L agua, durante 5 minutos.

Figura 3. Corte de vainas y parte del cormo para la
extraccion del 4pice meristematico (A) y apice meristemético
listo para la siembra (B).

3.8.6. Siembra del &pice meristematico en medio de induccion vy

rompimiento de dormancia apical.

Se extrajeron los apices meristematicos contenidos en la parte central de
los cormos. Luego fueron sembrados en forma vertical sobre el medio de
induccion Murashige y Skoog (M&S) modificado (Tabla 4), contenido en tubos de

ensayo con tapas de algodon.

Al culminar la siembra in vitro, los tubos de ensayo fueron colocados en un
lugar oscuro por el lapso de 10 dias para estimular el crecimiento meristematico y
posteriormente se llevaron a las perchas acondicionadas con luz hasta completar

un promedio de 32 dias a partir de la siembra del explante. Transcurrido este
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tiempo se procedié a romper dominancia apical, tomando el apice y disectando
por la mitad en forma longitudinal; estos explantes fueron cultivados en medio de
multiplicacion, sembrando los explantes de manera que el corte realizado quede

en contacto con el medio para estimular los brotes laterales.

Figura 4. Siembra del apice meristematico en medio de

induccion (A y B) y mantenimiento de los explantes en
condiciones de oscuridad (C).

3.8.7. Multiplicacion

Luego de romper dominancia apical, a los 27 dias en promedio se realiz6

el primer repique cuando los explantes estaban cicatrizados y verdes, aunque
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algunos cultivares tomaron menos o mas dias. Se dividieron los explantes en
segmentos que incluyeron yemas apicales y/o laterales. Los explantes del primer
repiqgue fueron sembrados en tarrinas con 100 mL de medio MS fresco de
multiplicacion (Tabla 4). Los explantes del segundo y tercer repique fueron
subcultivados también en medio de multiplicacion, cuando los brotes estuvieron

verdes y sin emision de hojas.

3.9. Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron las siguientes:

3.9.1. Frecuencia de propagacion (Dias)

Se evaluaron los dias que transcurrieron desde la siembra del explante
inicial hasta el rompimiento de dormancia y cada intervalo de duracién entre
repiques (R1, R2, R3) para la multiplicacion de los explantes. Ademas, las
variedades en estudio fueron agrupadas para comparar los promedios de dias de
cada subcultivo entre los de genotipo Banano (AA, AAA) Banano de coccién

(ABB) y Platano (AAAB, AAB).

3.9.2. Numero de explantes/repiques/cultivar

Se evalu6 el numero de explantes que se obtuvieron en cada subcultivo a

partir de los meristemos sembrados de las musaceas en estudio.

3.9.3. Numero de brotes/explante/repique/cultivar

Se evalud el numero de yemas meristematicas o brotes que formaron
hasta el tercer subcultivo, sin embargo; se realizd6 también una prediccion del

namero de explantes que se obtendrian hasta una octava propagacion.
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Murashige (1974); Orellana (1995), citado por Stangers J. (2001), mencionan que
en banano, este es el patrén de propagacion, multiplicandose solo hasta el octavo
repique, por los problemas de variaciones somaclonales que presentan los
cultivares, cuando se excede el nUmero de repique a mas de ocho. Igualmente,
se realiz6 una grafica para diferenciar la respuesta de multiplicaciéon de las
musaceas de acuerdo a su genotipo, Banano (AA, AAA), Banano de coccidn

(ABB), Platanos (AAB, AAAB).
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IV. RESULTADOS

4.1. Frecuencia de propagacion (Dias)

Los dias transcurridos hasta el rompimiento de dormancia, se presentan en
el Gréfico 1. En este gréfico se muestra que los cultivares Gran Enano y Banano
Rojo registraron los mayores valores de dias, ambos con 38 dias. Los cultivares

Platano sin Tora y Platano Enano muestran menores dias para romper

dormancia.
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Grafico 1. Rompimiento de dormancia en dias de los cultivares en estudio.
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A . B

Figura 5. Rompimiento de dormancia de los &pices. Corte
longitudinal del &pice meristematico (A) y siembra de 4&pice
meristematico cortado en el medio de multiplicacion (B).

Los valores de frecuencia en dias del repique 1, se observan en el Grafico
2, donde el cultivar Cuatro Filos presentd el valor mas alto con 33 dias. Los
cultivares Platano sin Tora, Platano Enano y Tres Filos, presentaron los menores

valores al repique 1.
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Gréfico 2. Repique 1 en dias de los cultivares en estudio.
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En el repique 2, el mayor valor lo alcanzé el cultivar Cuatro Filos con 36
dias, los menores valores fueron observados por los cultivares Platano sin Tora,

Platano Enano y Tres Filos (Gréfico 3).
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Grafico 3. Repique 2 en dias de los cultivares en estudio.
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Los valores de frecuencia en dias del repique 3, muestran que el cultivar
Gran Cavendish alcanzé el mayor valor, realizandose a los 38 dias, como se
observa en el Grafico 4. Igualmente, se observa que los cultivares Platano sin

Tora, Platano Enano y Tres Filos presentan los menores valores en dias.
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Grafico 4. Repique 3 en dias de los cultivares en estudio.
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Las variedades del genotipo Banano (AA, AAA) mostraron un promedio de
34 dias desde la siembra del meristemo inicial al rompimiento de dormancia, en el
repique uno, presentaron un promedio de 26 dias, En el repique dos, un promedio
de 31 dias y en repique tres, un valor de 26 dias. Las variedades del genotipo
Banano de coccién (ABB, ABB) en el repique uno, mostraron un promedio de 25
dias, en el repique dos, un promedio 27 dias, en el repique tres 25 dias. Las
variedades del genotipo Platano (AAAB, AAB) presentaron 25, 23 y 23 dias en

repique 1, 2 y 3, respectivamente. Tal como se muestra en la tabla 5.

Tabla 5. Intervalos de dias al rompimiento de dormancia, repiques 1, 2 y 3 de las muséaceas en
estudios agrupadas por su genotipo.

Numero Variedad Tipo Genotipo DIAS - ROMP: D_IAS D_IAS D_IAS
DORMANCIA Repique1 Repique?2 Repique3
1 Orito Banano AA 37 25 34 25
2 Gran Cavendish Banano AAA 28 25 34 38
3 Valery Banano AAA 32 31 29 24
4 Gros Michel Banano AAA 35 27 32 25
5 Gran Enano Banano AAA 38 25 34 25
6 Banano Rojo Banano AAA 38 32 22 22
7 Almendra Tailandesa Banano AAA 36 26 33 29
8 Guineo Morado Banano AAA 29 28 35 26
9 Guineo Enano Banano AAA 36 26 28 23
10 Manzano Banano AAA 34 24 34 26
11 Cuatro Filos Banano de coccion  ABB 25 33 36 25
12 Tres Filos Banano de coccion  ABB 25 18 18 20
13 FHIA-21 Platano AAAB 31 32 34 29
14 Platano Enano Platano AAB 19 17 21 17
15 Dominico Platano AAB 29 26 32 19
16 Barraganete Platano AAB 37 26 24 26
17 Enano Harton Platano AAB 26 25 24 28
18 Maquefio Platano AAB 30 31 24 28
19 Platano Sin Tora Platano AAB 10 11 7 9
20 Limefo Platano AAB 35 28 21 28
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4.2. Namero de explantes/repique/cultivar

En el Gréfico 5, se reporta el nimero de explantes por repique/cultivar. Se
puede observar que en el repiqgue 1, se mantuvo el niumero de explantes sin
mucha variacion, observandose un incremento substancial en el repique 2 y
posteriormente en el repique 3, donde la mayor propagacion de explantes que se

obtuvo en el cultivar FHIA-21, seguido de Banano Rojo y Limefo.

90 ~
20 == EXPLANTES REPIQUE 1
70 - === EXPLANTES REPIQUE 2
60 | EXPLANTES REPIQUE 3
50
40 -
30
20
10 — T e ————"
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
O & & & © © & O O O & & v O O K& & © & w©
FITFT T EFFT IS TSI TFEES
© NS C LT I TP LE TS PFIFFE s
& CFF TS & Y S SRR R S
S & F ¥ &S &¥ F & &
& Q
=
?.

Grafico 5. NUmero de explantes por repique/cultivar.
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Figura 6. Repigues de explantes. Divisién de los explantes (A) y siembra
de los mismos en el medio de multiplicacion (B).

4.3. Numero de brotes/explante/repique/cultivar

Los promedios del nimero de brotes/explante en los repiques 1, 2y 3, se
presentan en la Tabla 5. El andlisis de varianza reporto diferencias significativas
en el repique 1 y diferencias altamente significativas en los repiques 2 y 3. Los

coeficientes de variacién fueron 24,33; 23,86 y 32,88 %, respectivamente.

En el repique 1 el valor sobresaliente fue el cultivar Barraganete con 19,3
brotes, estadisticamente igual a los cultivares Orito, Gran Cavendish, Valery, Gros
Michel, Gran Enano, Banano Rojo, Manzano, Cuatro Filos, Tres Filos, FHIA-21,
Platano Enano, Dominico, Enano Hartén, Maquefio, Platano Sin Tora, Limefio y
estadisticamente superiores a los demas cultivares, siendo el menor valor para

Guineo Enano que presento 8,0 brotes.

En el repique 2, se observé que el cultivar FHIA-21 mostré el mayor
promedio (81,0 brotes), estadisticamente igual al cultivar Banano Rojo y
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estadisticamente superiores a los demas cultivares, siendo el menor valor (13,3

brotes) para Platano Enano.

En el repique 3, se registr6 que el cultivar FHIA-21 registré el mayor

promedio con 174,0 brotes, estadisticamente igual a los cultivares Barraganete,

Banano Rojo y Limefio, y estadisticamente superiores al resto de cultivares,

siendo el menor promedio para Platano sin Tora con 20,6 brotes.

Los resultados obtenidos en la comparacion del repique 2 y 3, aplicando el

modelo de regresién fue, que por cada 10 brotes del repique 2 emergen 18 brotes

en el repique 3. La distribucion de los valores experimentales de la regresion

lineal y el modelos de regresion, se observan en el Grafico 6.
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Grafico 6. Comparaciéon entre brotes del repique 2 y 3 del

estudio.
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Tabla 6. Namero de brotes por repique en 20 cultivares de musaceas. FACIAG, UTB.2017.

NUumero de brotes

0 Cultivares
N Repique 1 Repique 2 Repique 3
1 Orito 12,3 ab 310 c 45,0 bc
2  Gran Cavendish 12,0 ab 240 c 50,0 bc
3 Valery 11,0 ab 35,0 c 73,0 bc
4  Gros Michel 11,3 ab 47,3 bc 62,3 bc
5 Gran Enano 13,7 ab 34,0 c 67,3 bc
6 Banano Rojo 17,0 ab 75,0 ab 113,0 ab
7  Almendra Tailandesa 83 Db 31,7 ¢ 44,7 bc
8 Guineo Morado 93 b 26,7 ¢ 40,0 bc
9 Guineo Enano 80 b 40,0 c 72,7 bc
10 Manzano 11,0 ab 39,7 ¢ 85,0 bc
11 Cuatro Filos 11,7 ab 24,0 c 60,0 bc
12  Tres Filos 10,50 ab 20,7 ¢ 25,5 bc
13 FHIA-21 10,3 ab 81,0 a 1740 a
14 Platano Enano 10 ab 133 c 23,3 C
15 Dominico 11,0 ab 49,0 bc 77,7 bc
16 Barraganete 19,3 a 42,7 c 109,0 ab
17 Enano Hartén 10,3 ab 37,0 c 46,0 bc
18 Maquefio 11,0 ab 310 c 45,0 bc
19 Platano Sin Tora 11 ab 15,3 bc 20,6 bc
20 Limeio 17,0 ab 43,3 bc 105,0 ab
Significancia estadistica * o o
Coeficiente de variacion 24,33 % 23,86 % 32,88 %

Promedios con la misma letra no difieren significativamente, segun la prueba de Tukey (p>0.005).
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En lo referente a la prediccion del ndamero de

brotes/explante/repique/cultivar, se determiné que el cultivar FHIA-21 presento el

mayor numero de brotes, seguido del cultivar Banano Rojo, Limefio
Barraganete, especialmente cuando se determind la prediccién en el repique

como se observa en el Gréfico 7.
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Grafico 7. Prediccién al octavo repique del namero de brotes por explante/repique/cultivar.

En el Grafico 8, se registra la respuesta de multiplicacion de brotes
expresados por genotipos, diferenciando los Bananos (AA, AAA), Bananos de
Coccion (ABB) y Platanos (AAB, AAAB). Se observa que los cultivares con
mayores valores de multiplicacion de brotes fueron cuando se agruparon los

cultivares de banano.
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Grafico 8. Diferenciacion de las muséceas de acuerdo a su genotipo.

Figura 7. Mantenimiento de una coleccidn in vitro de los 20 cultivares
de muséceas en estudio (Ay B).
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4.4. Estadigrafos

Los valores de medidas de tendencia central y de dispersién se reportan
en la Tabla 6. Se observa que los valores de varianza aumentan progresivamente

desde el explante inicial hasta el repique 8.

-40-



Tabla 7. Medidas de tendencia central y dispersidon de los cultivares en estudio, desde el explante inicial hasta el repique 8, en el ensayo:
“Potencial de propagacion in vitro de 20 musaceas (Musa AA, AAA, AAAB, AAB, ABB) via organogénesis directa”. FACIAG, UTB. 2017

Rompimiento

Numero de Brotes/Repiques

Numero de Brotes/Repiques

Estadigrafos E-xp-la.mte de Realizados Predecidos
inicial dormancia 1 2 3 4 5 6 7 8

Media 1,0 2,0 33,3 111,3 200,9 237,0 | 293,1 | 349,3 | 4054 | 4615
Mediana 1,0 2,0 33,0 103,5 183,5 198,0 2447 277,9 324,2 370,6
Varianza de la muestra 0,0 0,0 123,2 2640,1 12333,6 |16531,0 | 25914,9 | 37702,3 | 51908,8 | 68529,3
Desviacion estandar 0,0 0,0 11,1 51,4 1111 128,6 | 161,0 | 1942 | 227,8 | 261,8
Error tipico 0,0 0,0 2,5 11,5 24,8 28,7 36,0 43,4 50,9 58,5
Rango 0,0 0,0 47,0 203,0 460,2 512,8 | 641,0 | 769,2 | 897,4 | 1025,6
Minimo 1,0 2,0 11,0 40,0 61,8 82,4 103,0 | 123,6 | 144,2 | 164,8
Maximo 1,0 2,0 58,0 243,0 522,0 595,2 744,0 892,8 | 1041,6 | 1190,4
Suma 20,0 20,0 666,0 2225,0 4017,4 4740,5 | 5862,8 | 6985,1 | 8107,4 | 9229,7
Numero de datos 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
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V. DISCUSION

La propagacion in vitro de 20 musaceas (Musa AA, AAA, AAAB, AAB,
ABB) via organogénesis directa obtuvo buenos resultados. En este experimento
se observo un incremento sustancial de los brotes desde el primer hasta el tercer
repique de valores obtenidos e igualmente con los valores predecidos. Tandazo
et al., (2014) mencionan que con la técnica cultivo in vitro se logra aumentar la
cantidad de material vegetal, obteniendo un gran numero de plantulas en
espacios reducidos, a partir de un solo explante (meristemo), consiguiendo que
este material esté libre de enfermedades, y reduciendo los costos de produccion.
Ademés; Camarena F. et al., (2014) mencionan que los principales usos de
cultivo in vitro de tejido son: Incremento de la variabilidad genética, obtencion de
plantas libres de patdégenos, propagacion de plantas, conservacion e intercambio

de germoplasma, mejoramiento genético y transferencias de genes.

Los cultivares estudiados respondieron favorablemente a las técnicas in
vitro utilizadas, tal como sefiala Martinez et al., (2004) citado por Tandazo, et al.,
(2014) que el banano se caracteriza por la dificultad de reproducirse a través de
la via sexual, por lo que se hace necesario emplear otras técnicas que permitan
su propagacion. Sharry S.; Adema M. y Abedini W. (2015) indican que el término
cultivo de tejidos vegetales involucra diferentes técnicas. Consiste en regenerar
plantas a partir de explantes (apices de raices o de tallos, primordios de hojas,
primordios o partes inmaduras de flores, frutos inmaduros, 6rganos aislados,
embriones maduros o inmaduros, segmentos de organos de tallo o de hojas,
ovarios, ovulos, anteras y polen) cultivados en medios nutritivos adecuados y en

forma aséptica.
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El mayor nimero de brotes se obtuvo en el repique 3 en este experimento,
tal como lo indica Cruz F. (2012), que el objetivo de la multiplicacién es de
mantener y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de
multiplicacion. En este proceso de organogénesis estan involucrados una serie de
factores tales como los compuestos que forman parte del medio de cultivo,

compuestos hormonales y sustancias propias de planta.

En este experimento la mayor la respuesta de multiplicacion de brotes por
genotipo se reflejo en los cultivares de Banano (AA, AAA), seguidos de los
Platanos (AAB, AAAB), tal como lo mencionan Canchignia H., et al.,(2008), que
se obtiene una mayor respuesta de multiplicacibn de brotes en cultivares de

Banano y Platano aplicando la técnica de propagacion in vitro.
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VI. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

e El cultivar Gran Enano y Banano Rojo reportaron mayor frecuencia en dias al
rompimiento de dormancia, mientras que el cultivar Cuatro Filos reporto
mayor frecuencia en dias en el repique 1y 2 y Gran Cavendish en el repique
3.

e Las variedades del genotipo banano (AA, AAA), mostraron un promedio entre
los tres repiques de 27 dias de intervalos para realizar cada subcultivo.
Mientras que las variedades del genotipo banano de cocciéon (ABB, ABB),
mostraron un promedio entre los tres repiques de 25 dias, las variedades del

genotipo platano (AAAB, AAB), presentaron un promedio de 23 dias.

e El mayor numero de explantes por repique se obtuvieron en el cultivar FHIA-

21 en los repiques 1, 2 y 3, e incluso para los valores predecidos.

e Enlo referente a la diferenciacion de las musaceas de acuerdo a su genotipo,

la mayor respuesta de multiplicacion de brotes sobresalieron los cultivares de

Banano con genotipos AA y AAA.

e Lavarianza aumento progresivamente hasta el repique 8.

e Por cada 10 brotes del repique 2 emergen 18 brotes en el repique 3.
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VII.RECOMENDACION

Por lo expuesto se recomienda:

e Continuar investigaciones sobre potencial de propagacion in vitro de 20
musaceas via organogeénesis directa, ya que en este estudio solo se realizé
hasta el tercer repique, lo que sugiere llevar los 20 cultivares al octavo

repique para obtener los datos reales de la propagacion.
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VIIl. RESUMEN

El experimento se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Técnica de Babahoyo;
ubicado en las coordenadas geograficas 79° 32’ longitud Oeste y 01° 49’ de
latitud Sur; en el Km 7,5 de la via Babahoyo — Montalvo, provincia de Los Rios; a
8.0 msnm, con una precipitacion promedio anual de 2329,8 mm; humedad relativa

de 82%; heliofania de 998.2 horas luz y temperatura de 25.6 °C.

Se utilizaron apices meristematicos de 20 especies de musaceas AA, AAA,
AAAB, ABB, AAB. Los materiales y equipos que se utilizaron fueron: tubos de
ensayos, vaso de precipitacion, matraz erlenmeyer, micro pipetas, probetas,
mechero de alcohol, bisturi, pinzas, papel estéril, balanza, plato agitador, pH-
metro, destilador, cAmara de flujo laminar, autoclave, estufa, refrigeradora y

reflector.

Los tratamientos estudiados fueron los cultivares Orito, Gran Cavendish,
Valery, Gros Michel, Gran Enano, Banano Rojo, Almendra Tailandesa, Guineo
Morado, Guineo Enano, Manzano, Cuatro Filos, Tres Filos, FHIA-21, Platano
Enano, Dominico, Barraganete, Enano Harton, Maquefio, Platano sin Tora y

Limeno.

El experimento se dispuso en un Disefio Completamente al Azar (DCA)
con desigual nimero de repeticiones, utilizando el software estadistico InfoStat. El
analisis estadistico para la prediccion del nUmero de plantas al octavo repique, se

utilizé el analisis de regresion.

El experimento consistié en inducir y multiplicar in vitro 20 accesiones de
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musaceas. Se realizaron tres repiques luego de romper dominancia apical, y se
estimo el potencial de propagacién al octavo repique para conocer el potencial de
propagacion de las especies en estudio. Se efectuaron las labores de preparacion
de soluciones madres o stocks y medios de cultivo de induccién y multiplicacion;
seleccién del material; extraccion y desinfeccién del cormo; extraccion del apice
meristematico, siembra del &apice meristeméatico en medio de induccion y
rompimiento de dormancia apical y multiplicacién. Las variables evaluadas fueron:
Frecuencia de propagacion (Dias), Numero de explantes/ repiques/ cultivar y

Numero de brotes/ explante/ repique/ cultivar.

e Por los resultados obtenidos, se determind que el cultivar Gran Enano y
Banano Rojo, reportaron mayor frecuencia en dias para el rompimiento de
dormancia, ambos con 38 dias, mientras que el cultivar Cuatro Filos reporto
mayor frecuencia en el repique 1 y 2 y Gran Cavendish en el repique 3. Por
los resultados obtenidos, se determiné que el cultivar Gran Enano y Banano
Rojo, reportaron mayor frecuencia en dias para el rompimiento de dormancia,
ambos con 38 dias, mientras que el cultivar Cuatro Filos reportd mayor
frecuencia en el repique 1 y 2 y Gran Cavendish en el repique 3. Las
variedades del genotipo banano (AA, AAA), mostraron un promedio entre los
tres repiques de 27 dias de intervalos para realizar cada subcultivo. Mientras
que las variedades del genotipo banano de coccion (ABB, ABB), mostraron
un promedio entre los tres repiques de 25 dias, las variedades del genotipo
platano (AAAB, AAB), presentaron un promedio de 23 dias. El mayor numero
de explantes por repigue se obtuvieron en el cultivar FHIA-21 en los repiques

1, 2y 3, eincluso para los valores predecidos. En lo referente a la respuesta
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de multiplicacién de brotes por genotipos, los cultivares de Banano (AA, AAA),
presentaron los mayores valores de multiplicacion de brotes.; la varianza
aumento progresivamente hasta el repique 8 y por cada 10 brotes del repique

2 emergen 18 brotes del repique 3.
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IX. SUMMARY

The experiment was carried out in the Biotechnology Laboratory of the
Faculty of Agricultural Sciences of the Technical University of Babahoyo; Located
at the geographical coordinates 79° 32 'West longitude and 01° 49' south latitude;
at Km 7.5 of the Babahoyo - Montalvo road, in the province of Los Rios; at 8.0
msnm, with an annual precipitation average of 2329.8 mm; relative humidity 82%;

Heliophania of 998.2 light hours and temperature of 25.6 °C.

Meristematic apex of 20 species of musaceae AA, AAA, AAAB, ABB, AAB
were used. Materials and equipment were used such as test tubes, beaker, flask,
micro pipettes, test tubes, lighter, scalpel, scales, sterile paper, scale, agitator

plate, ph-meter, distiller, flow chamber, autoclave, stove, refrigerator and reflector.

The studied treatments were 20 cultivars of Musaceae such as: Orito, Gran
Cavendish, Valery, Gros Michel, Gran Enano, Banano Rojo, Almendra
Tailandesa, Guineo Morado, Guineo Enano, Manzano, Cuatro Filos, Tres Filos,
FHIA-21, Platano Enano, Dominico, Barraganete, Enano Hartén, Maquefio,

Platano sin Tora and Limefio.

The experiment was set up in a Completely Random Design (DCA) with
uneven number of replicates, using the statistical software InfoStat. Statistical
analysis for the prediction of plant numbers up to the eighth propagation for each,

regression analysis was used.

The experiment consisted in inducing and multiplying in vitro 20
accessions. Three propagations were conducted after breaking apical dominance

of the explant, and the potential of propagation up to the eighth times was
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predicted in the species under study. Preparation of stock solutions or stocks and
culture media of induction and multiplication, selection of material; extraction and
disinfection of corm; extraction of the meristematic apex, planting the meristematic
apex in an induction medium and rupture of apical dormancy and multiplication
was carried out. The evaluated variables were: Frequency of propagation (Days),
Number of explants / propagation / cultivar and Number of shoots / explant /

propagation / cultivar.

The obtained results it was determining that the cultivar Gran Enano and
Banano Rojo reported higher frequency in days up to dormancy breaking both
with 38 days, whereas the cultivar Cuatro Filos showed higher frequency in days
in the propagation 1 and 2 and Gran Cavendish in the propagation 3. Varieties of
banana genotype (AA, AAA) showed an average of 37 days of intervals to perform
each subculture. While varieties of the banana genotype (ABB, ABB) showed an
average of 25 days and varieties of the banana genotype (AAAB, AAB) showed
an average of 23 days.The highest number of explants per propagation was
obtained in the cultivar FHIA-21 in propagation number 1, 2 and 3, and even for
the predicted values. In relation to the response of multiplication of shoots by
genotypes the Banana cultivars (AA, AAA) presented higher shoot multiplication
values comparing with the others cultivars. The variance increased progressively
to peak 8 and for every 10 shoots of peak 2 there were 18 shoots in the

propagation 3.
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