Influencia del Tamano de Explante en la Propagacion in vitro
de Cuatro Cultivares de Musa’

ABSTRACT

The research was carried oot using four sizes of explants,
with an initial length of 1, 2, 5 and 10 mm and an average
fresh weight of 3, 9, 15 and 60 mg respectively. As explant,
the apical bud of the corm was used. Theinfluence of the size
of the cxplant on increase in fongitudinal growth and fresh
weight was evatuated, as well as the degree of phenolic oxida-
tion and percentige of survival, The most appropriate lenpth
for culture inithation was found to be 5 mm. Observations
revealed that larper explants had a lower rate of survival and
stronger phendolic oxidation.

INTRODUCCION

1 banano (Musa AAA) y el plitano (Musa AAB)

9 son [rutos de gran aceptacidn en mercados inter-
b nacionales y constituyen también una fuente
alimenticia muy impartantc cn los pafses ropicales. Su
exportacion contribuye a I caplacion de divisas v a la
generacion de cimpleo

La propagacion comercial de tos tipos comestibles
esasexual, ya que no producen semillas y si las poscen
generalmenic no son viables. Los hijuclos del cormo
madre son separados para ulilizarios como propdgulos.
Sin embargo, ka tasa de multiplicacion es baja cuando
se utilizan métodos de propagacicn convencional  Sc
han realizado varios intentos para aumentar la tasa de
multiplicacidn (2, 10, 20). Actealmente, la alencion
estd centrada on las ventajas del uso de la
micropropagacion in vitre, por medio del cultivo de
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COMPENDIO

Seinvestigaron cualre explantes de I mm, 2 mm, Smmy
10 mm dc fongitud, con un peso inicial promedio de 3 mg, 9
myg, 15 mg ¥ 60 mg, respectivamente. La parte de la planta
utilizada como explante fue la yema apical del cormo. Se
refaciond el tamafio del explante con cl crecimiento fon-
gitudinal, sumento de peso fresco, grado deoxidacion fendlica
y poreenlije de supervivenein., Seencontrd que el tamaiio de
dpice mils apropiade para ¢l cultive fue ln dimension lon-
gitudinal correspondiente a § milimetros. Ademais, con un
tamaiio mayoer del explante, el porcentaje de supervivencia
fue menor y o incremento de la oxidacion fendlica mayor.

Paiabras claves: Muse, micropropagacién, tamafio de ex-
planfe.

tejidos (9, 14, 18, 24, 26). En csta téenica, la parte de
la plania utilizada para iniciar un cuilivo ¢s lo gue se
conoce como cxplante, ¢l cual debe poseer un tamario
inicial optimo (11}, Durzan (6) menciona que la
viabilidad del explante y el potencial de organogénesis
se conocen en muchas especies, pero no en todas, Asi,
¢l crecimiento de un explante puede presentar diferen-
1os comportamicnios del de otra especie, inclusive de
otro clon de I misma especie. El mismo autor sefiala
que para fograr ¢l éxito en un cultivo se deben con-
siderar los siguicntes {actores: fuenic del indeulo,
tamafio y patrdn de crecimiento de la planta madre,
edad del explante ademds de la posicion del explante
enclmediode cultive, microambicnle y lotipolcncia de
fas céiulas.

Hu y Wang (11) indicaron que la presercia de
primordios foliares determina la capacidad de desarrol-
lo del explante.  El lento crecimicnto de explanies
constituidos tnicamente por ¢l domo apical {meris-
tema) sugicre una dependencia de la regulacion hor-
monal cxacta. Segun Kassanisy Varma (17), los meris-
temas de papa (Selanunt sp.) de 0.1 mm con un primor-
dio lohar mucstran un mejor crecimiento que cuando
se cultive ¢l meristerna sin presencia del primordio.
Kartha y Gamborg (16) cultivaron merisiemas de yuca
{Manihot $p.} y cacontraron que cuando la dimensidn
del explante cra mayor que 0.2 min, se lograba la
diferenciacidn de una planta completa. Con lamafios
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inferiores 4 0.2 mm, la respuesta consistio linicamente
en la formacidn de calio o rizogénesis.

Caplin (3) sefiald que cxplantes grandes pueden
producir mas cantidad de tejido nuevo en un licmpo
determinado, debido a que ¢l contenido de reservas es
mayor quc ¢l encontrado en un explante pequciio. Para
el caso especifico de Muya, Jarret, Rodriguez y
Femdnder (13) utilizaron dpices con una dimension de
aproximadamente de 2 mm a 3 mm de didmetro y
obtuvicron resultados satisfactorios. Estos autores in-
formaron que a las cuatro semanas de permanencia en
el medio de iniciacidn, los explantes incrementaron su
lamafio de tres a cinco veces en relacidn con el tamario
inicial,

De Guzmdn, Decena y Ubalde (5) investigaron en
Musa la obtencién de mutanies por medio de la
irmadiacién de tejidos in vitro, Emplearon diversos
tipos de explante y para cf cultivo de dpices usaron un
tamaiio igual a cinco milimetros. Banerjee y De Lan-
ghe (1), al iniciar el cultivo de malerial que posterior-
mente {uc conservado in viere con condiciones de
lemperatura relativamenic baja, usaron un amaio de
explante de 2 mm a 3 mm de largo con dos a tres
primordios foliares aproximadamenic.

Mg y Shii (19) lograron en banano una rdpida
multiplicacion clonal al cultivar dpices vegetativos de
5 mm de longitud por 3 mm de didmetro.

Vuylsteke y De Langhe (23) utilizaron dpices de
mm a 2 mm, ¢ informaron que iales tamafios poseen
uno & tres primordios [oliarcs. MNovak ef al. (22) cul-
tivaron dpices con didmetro basal de 2 mm a 3 mm, con
unio a cuatro primordios [oliares aproximadamente.

Esevidente que el amadio del explante es uno de los
factores que determina cl éxito de la micropropagacion.
En Musa, la falta de una investigacion detallada vy
concordante ha motivado la realizacion del presente
trabajo, con ¢l obictivo de determinar ¢l tamafio de
explantc (dpice vegelativo) mds adecuado para su
propagacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Cormos de Curraré {AAB), Dominico (AAB),
Valery (AAA) y Gran Enano (AAA) se extrajeron de
plantas cultivadas cn campo. Sec climinaron las partes
¢xternas del cormo y vaipas foliares hasta obtener
secciones de aproximadamente 5 ¢m de largo y
didmetro, que contenian ¢l dpice vegetativo.  Este
material {uc sometido a una primera desinfeccidn con
hipoclorito de sodio (blanqucador comercial Ajax
Cloro) sin diluir, durante 20 min, scguido por dos

lavados de cinco minutos cada uno con HaO estéril. En
condiciones asépticas, se redujo el tamafio del material
atm mds hasta 2 cm aproximadamente. Este explanie
consistio cn ung parte del cormo y varias vainas foliares
envolvenies del meristema.

Scguidamente, se realiz6 una segunda desinfeccion
por espacio de 10 min con hipoclorito de sodio (blan-
queador Ajax Cloro) al 10% (v/v) mds dos gotas de
Tween 20 por cada 100 ml de solucidn desinfectante.
Se practicaron dos lavados de 3 min cada uno con agua
destilada csterilizada y sc procedié en condiciones
estériles a reducir el tamafio de los dpices hasla cl
requerido para el experimento.  Estos tamafios fueron
de 1 mm, 2 mm, 5 mmy 10 mm de longitud, y sc varid
el didgmeuo de la base de acuerdo con la longitud. El
peso inicial promedio fue de 3 mg, 9 mg, 15 mg y 60
mg, respectivamente (Fig 1), Para cada cultivar y
famaiio sc usaron 20 repeticiones.

i.eyenda:
1 = longitud 1 mm y peso 3 mg; 2 = longitud 2 mm y
pese 9 mg: 5 = longitud 5 mm y peso 15 mg; 10 =
longid 10 mm y peso 60 miligmmos

Fig. 1 Representacion esquemndtica de las medidas iniciales de
los explantes de Musa

Antes de su inoculacidn, los explantes fueron some-
tidos a un tratamicnlo antioxidante medianie la per-
manencia, durante 10 min, en yna solucidn acuosa
estéril de cisteina-HCY (50 mg 17°).

Los explanics se cultivaron en ¢l medio inorganico
de Murashige y Skoog (21) suplcmcmacllo con:
sacarosa, 30 g 17; mio-inositol, 100 g 17; 4eidp
nicotinico, 0.5 mg 1t piridoxina-HCI, 0.5 mg 17';
6-bencilaminopurina (BA), 1 mg 1 y Bacto Agar
(Difco), 7g 1"l El pH del medio se ajustd a 5.7 con
NaQH 0.1 N antes de colocar alicuotas de 10 ml en
tubos de vidrio de 11 cm x 2.5 centimetros. La
esterilizacidn sc realizd en autoclave a una presion de
1.05 kgfemz durante 15 minutos,
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L.os cultivos se incubaron a 27°C + 2°C y 70% de
humedad relativa, bajo un loloperiodo de 16/8 horas,
Como fuente de luz sirvieron Kmparas fluorescentes
del tipo "luz de dia", que emitian una iluminancia de
2.500 fux al nivel de los cultivos. El periodo de
incubacidn fue de dos mescs, durante los cuales se
realizaron cuatro lecturas de crecimiento longitudinal
con regla miliméirica, a intervalos de 15 d cada una,
Ademds se relaciond ¢l iamafio del explante con la tasa
(%) dc supervivencia y s¢ estimd visualmente con
escala relativa el grado de oxidacidn de los explantes.
Para determinar la razon del aumenio cn peso en
relacion con cl peso fresco inicial, se utilizo la siguiente
formula:

Tasa de creci-=  peso fresco final - peso fresco inicial
mtiento relativo

peso fresco iicial

Las determinaciones de peso se realizaron ca una
balanza clectronica (Mettier PE 360) cn condiciones
asépticas. Los datos fucron somctidos al anakisis de
variancia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los aumentos do tamafio aparceen cn la Fig. 2 para
cada dimension de explante inicial y para cada cullivar
investigado,

Sc observa una correlacidn positiva entre el
crecimicnto del explante v el tamafio inicial, a
excepcion del correspondicnte a 10 mm, en el cual el
crecimienlo longiludinal fue muy bajo.  En cste
tamafio, los explantes mostraron mas bien un aumento
de grosor desproporcionado cn fa parte basal, y en la
mayoria de los casos no s¢ observe crecimiento apical
pronunciado. La mayor respucsta en cuanto a
crecimicnio se dio con cl tamano de 5 mm para los
cuatro cultivares analizados, y s¢ obtuvo luiego una
diferenciacion de plintufas completas,

Los wmafios de 1 mm y 2 mm mostraron un rdpido
crecimicnlo inicial hasta cumplir ues semanas. Sin
embargo, posteriormentc no crocieron mads, ni en sen-
tido longitudinal ni radial. Cabe destacar que aunque
el dpice presentaba un buen aspeclo, no se logré a
formacidn de plantulas completas con tamados de ex-
planic menores que dos milimetros.

Los cultivares Curraré {(AAB) y Dominico (AAB)
presentaron un porte de crecimiento muy similar, y los
cultivares Valery (AAA) y Gran Enanc (AAA)
difiricron. Ademads s cvidente que ¢l crechimienio lon-

T

N

Leyenda:
1,2,5, 10=1amafioinicial deJosexplantes ¢n milimelros

Fig. 2 Crecimicento longitudinal de los explantes de Musa a los
60d de culiivo para los cuftivares Currard (C), Dominico
(1), Valery {V)} y Gran Enano (GE).

gitudinal fue mayor en los bananos (AAA} que en los
plitanos (AAB) para la dimensidn inicial correspon-
diente a 5 mm (Fig. 2).

Las rclaciones de awmento de peso s¢ muestran en
¢l Cuadro 1. Existc una estrecha relacion entre aumen-
to de peso y crecimiento en longiwd (Cuadro 1y Fig.
2). La ganancia de peso tendid a disminuir con{forme
se incrementaba ¢l peso fresco inicial del explante.
Resultados similares fucron informados por Gadgil y
Das (7) al wrabajar con Althaea rosea. En el Cuadro 1
se evidencia que los lamafios mas pequefios lograron
una proporeicn de masa similar, Se observa también
una clara supremacia de ganancia de peso para ¢l
1amafio de 5 milimetros. El tamafio de 10 mm aumentd
considerablemente su masa; sinembargo, longiludinal-
mente, crecio muy poco (Cuadro 1y Fig. 2).

En ¢l cullivo in vitre de Musa es frecuente la
aparicién de coloraciones oscuras en ¢l medio de cul-
tivo. Tales tonalidades se deben a la presencia de
sustancias fendlicas y polifendlicas en ¢l explante que
sc difunden hacia el medio, especialmente si se cultivan
secciones de frutos o dpices (5). Los productos de
oxidacién do cstas sustancias generalmente inhiben el
crecimicnto y con frecuencia son responsables de la
mucrte de los explantes. Los resuliados en cuanto & la
severidad de la oxidacidn de estas sustancias fendlicas
en los diversos lamafios de explante sc indican en el
Cuadro 2.

En ¢ste experimento se observé un incremento ¢n la
intensidad de oxidacidn fendlica del explante a medida
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Cuadre 1. Promedio de peso inicial, final y sumeats de peso a los 60 dias de cultivo para cada tamaiio de explante y tasa

de crecimiento relativa.

Cultivar Tamaiio inicie Peso inicial Peso final Aumento Tasa de
del explante {mm) (mg) (myp) de peso (mg) crecimiento relative
Curraré 1 3 32 28 97
2 G 56 47 52
5 14 133 119 B &
10 62 159 97 16
Deminico 1 3 30 ) 9.0
2 9 55 46 51
5 15 125 110 73
10 60 152 92 15
Valery i 3 49 46 153
2 8 105 Q7 12.1
5 15 127 112 75
10 60 145 85 1.4
Gran Enano i 3 33 30 10.0
2 10 99 89 39
5 15 125 110 73
10 61 160 99 16

Cuadro 2. Grado de oxidacién fendlics relacionada con ¢l
tamaio del explante, 8 los 60 dins de cultivo,

Tamaiio Curraré Dominico Valery Gran
explante {mm) Enano
1 1 i 2 2
2 2 1 2 2
5 2 2 2 2
10 3 3 3 3
Notas;

1 Sin oxidacién
2 Oxidacidn leve
3 Oxidacién fuerte.

que aumento su tamafio,  Fue cvidente en el medio
gelificado la aparicién de tonalidades café, casi negruz-
cas, como consccuencia de la dilusidn de estas sustan-
cias. Al uabajar con explantes relativamente grandes,
se estd manipulando un volumen mayor que, al ser
inoculado, presenta mds cantidad de compuestos en
oxidar, Se determing que ¢f grado de oxidacion fue
mayor para los gendtipos Valery y Gran Enano (AAA)
en comparacion con los plitanos Curraré y Dominico
{AAB). Esto concucrdacon lo indicado por Simmonds
(23), quien manifestd que {recucntemente la oxidacion
fendlica es mas inlensa en los cullivares con genoma
AAA que en los de genoma AAB y ABB.

Varios autores (8, 12, 13} informaron que ¢l tamafio
del explanie determina la supervivencia, crecimiento y
tasa de muliiplicacién de los cultivos. En el Cuadro 3
se cuantifica Ia tasa de supervivencia versus pérdidas
por contaminacidn, relacionadas con el tamafio del
explantc. Sc nota que los tamafios de I mm,2mmy 35
mm preseriaron poca contaminacion. La tasa mas baja
de supervivencia sc presentd en el tamailo de 10
milimetros. Estos resultados difieren de los obtenidos
por Dale (4), quicn al cultivar dpices de varias
gramincas, encontré una correlacion positiva entre el
tamanio dcl dpice y el porcentaje de supervivencia.

Este autor concluyd que a mayor tamafo del dpice
¢s menor {a posibilidad de montalidad.  Sin embargo,

Cuadro 3. Porcentaje de supervivencia de los explantes
con respecto a la pérdida por tontaminacidn,

Cultivar Tamasio del explante (mm)

1 2 5 i0
Vaiery 90 65 70 55
Gran Enano 95 85 100 40
Curraré 95 100 80 70
Dominico 100 100 100 90
Promedio a5 88 88 64
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segiin George y Sherrington (8), explantes grandes
pueden preseniar problemas de desinfeccidn y tornarse
menos manipulables. En los casos en que se observo
contaminacion, la causa fuc la presencia de bacterias
gue lucgo indujeron una pulrefaccidn acuosa de los
explantes, lo cual provoco que cf medio de cultivo se
tomara amarillento v gue despuds ocurriera la muerte
de los cxplantes.

CONCLUSIONES

Basados en las condiciones de Ia presenle
mvestigacion, y de acuerdo on los resultados obtenidos,
se puede concluir o siguientc:

~ Bl lamafio de dpice mds apropiado para ¢l cultivo in
vitro cn los cuatro cullivares cstudiados fue cf cor-
respondicnte a § milimetros.

— Hubo una tendencia a una menor probabilidad de
supervivencia del material conforme aumentd ol
tamailo del explante.

- Alutilizar tamanios de explanics pequedios ( mm), se
minimiza el problema de la desinfeccion y
contaminacion del medio con productoes de
oxidacion del material; sin cmbargo, despugs de que
el explante adquicre clerto desarrollo, detiene su
crecimiento sia diferenciarse en la planta
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