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RESUMEN
ORGANOGENESIS DIRECTA DE NOVO Musa AAA ‘ENANO GIGANTE’ Y ‘FHIA
23’
ZEILA YANETH LOPEZ BARRIOS
Colegio de Postgraduados, 2010

Nuestro pais se encuentra entre las primeras 12 naciones productoras de banano
(Musa sp), y en el ambito nacional este cultivo ocupa el tercer lugar en importancia,
ademas de estar incluido dentro del rubro de frutas de exportacién, que lo convierte
en un cultivo altamente rentable. El banano tiene gran demanda en el mercado
nacional, con un consumo per capita de 23 kg anuales, debido a que se encuentra
disponible durante todo el afio (Daquita, 2006). La Sigatoka negra (Micosphaerella
fijiensis) es la principal enfermedad que limita la produccion de este frutal. La
transformacion genética de genotipos es una técnica de vanguardia exitosa que
puede permitir incorporar genes que confieran tolerancia a enfermedades por
hongos, una vez que se disponga de un sistema de regeneracion de plantas in vitro.
Por lo anterior, en esta investigacion se desarrolld un protocolo para la produccion
de plantulas in vitro de banano cv. Enano gigante y FHIA 23, via organogénesis
directa a partir de plantas completas, cormo y pseudotallo, regeneradas in vitro. Se
llevaron a cabo tres ensayos Yy un experimento para evaluar el papel de diferentes
citocininas: thidiazuron (TDZ), 6-furfurilaminopurina (cinetina) (Kin), zeatina (Zea),
6-bencilaminopurina (BA), 2- isopenteniladenina (2iP). Para conocer el efecto de
estos reguladores de crecimiento, se evalué el niumero de raices, hojas y brotes
regenerados en cada explante. Mediante un estudio histolégico se identificd el
origen de los brotes adventicios y axilares formados en los explantes cultivados en
presencia de los distintos reguladores de crecimiento probados. El medio basado en
las sales de Murashige y Skoog (1962) con 4 mg L™ de Kin, indujo el mayor niimero
de brotes adventicios en los explantes, los cuales se formaron cerca de la base del
explante. La formacién de los brotes axilares fue promovida por BA a 4 mg L™ De
acuerdo a los resultados de la presente investigacion es factible utilizar el protocolo
desarrollado para incorporar a la planta de banano genes de resistencia a hongos
mediante ingenieria genética.

Palabras clave: Organogénesis de novo, zeatina, cinetina, thidiazuron,
micropropagacion.
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ABSTRACT

Our country is among the top 12 nations producing banana (Musa sp), and at the
national level this crop ranks third in importance, as well as being included within the
category of fruits for export, which makes it a highly culture profitable. The banana is
in high demand in the domestic market, consuming 23 kg per capita per year,
because it is available throughout the year (Daquita, 2006). Sigatoka negra
(Micosphaerella fijiensis) is the main disease limiting production of this fruit. Genetic
transformation of genotypes is an advanced technique that can enable successful
incorporating genes conferring tolerance to fungal diseases, once you have a plant
regeneration system in vitro. Therefore in this research we developed a protocol for
production of plantlets in vitro of banana cv. Giant Dwarf and FHIA 23, via direct
organogenesis from complete plants, corm and pseudostem regenerated in vitro. It
conducted three tests and an experiment to evaluate the role of different thidiazuron
(TDZ), 6-furfurylaminopurine (kinetin) (Kin), zeatin (Zea), 6-benzylaminopurine (BA),
2-isopenteniadenine (2iP). To determine the effect of these growth regulators
evaluated the number and percentage of roots, plants, leaves and shoots
regenerated in each explant. By a histological study identified the origin of the
axillary shoots and formed in the explants cultured in the presence of different
growth regulators tested. The medium based on Murashige and Skoog (1962) with 4
mg L™ of Kin, induced the highest number of shoots in the explants, which formed
near the base of the explant. The axillary bud formation was promoted by BA 4 mg L
!, According to the results of this research is feasible to use the protocol developed
to incorporate the banana plant fungal resistance genes by genetic engineering.

Key words: Organogénesis de novo, zeatin, kinetin, thidiazuron, micropropagation.
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I. INTRODUCCION

La produccion fruticola en México genera muchos empleos en el manejo de las
huertas y durante la cosecha. El banano (Musa sp) es importante como fuente de
alimento a nivel nacional ya que se ha adaptado a las distintas condiciones
climaticas de los estados productores: Chiapas (21,900 ha), Veracruz (14,200 ha),
Tabasco (12,900 ha), Nayarit (6,500 ha), Michoacan (4,700 ha), Colima (4,200 ha),
Oaxaca (3,900 ha), Guerrero (2,500 ha) y Jalisco (1,800 ha) (Robles, 1993).
Asimismo, la produccidon de banano es rentable debido a su alto rendimiento y

comercializacion en el mercado nacional e internacional.

El banano pertenece a la familia de las Musaceas y al género Musa, existen dos
especies comestibles, Musa Cavendishii, que son los bananos para consumo en
fresco y Musa paradisiaca, platanos para coccion (Manzur, 2001).

La produccion y calidad del fruto de este cultivo se han visto afectadas
principalmente por plagas y enfermedades, las cuales ocasionan rendimientos
bajos y mala calidad del producto. La Sigatoka negra causada por un hongo
Micosphaerella fijiensis, es considerada como la enfermedad mas destructiva del
banano (Daquita, 2006). Para contrarrestar los dafios ocasionados por este
patégeno, se ha recurrido al control quimico y al mejoramiento genético
convencional con el objetivo de producir materiales tolerantes o resistentes al hongo
(Daquita, 2006).

La produccion de platano con un manejo integrado plagas y enfermedades es de
20 t-hatafio®, con posibilidad de obtener mas de 50 t-ha*afio® en promedio
(SAGARPA 2002). Sin embargo, debido a que la propagacion tradicional del
banano se lleva a cabo mediante cormos o hijuelos, es frecuente la transmision de
plagas y enfermedades de un lugar a otro. Lo anterior, se debe a que no existen
huertos y viveros destinados exclusivamente a la produccion de propagulos
“semilla” en los que se controle la sanidad de los mismos. Asimismo, este método
de reproduccion tiene la desventaja de que la tasa de multiplicacion es muy

reducida y requiere de espacios grandes (Orozco, 1993).
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Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales han jugado un papel importante en la

produccion y mejoramiento de cultivos fruticolas, la micropropagacion ha sido

ampliamente utilizada para propagacion a gran escala de distintas especies, ya que

no solo permite la obtencion de miles de individuos a partir de un genotipo «élite»

seleccionado, la propagacion de especies en peligro de extincion, la produccién de

plantas libre de virus, sino también la incorporacion de genes que confieran

resistencia a patdégenos como los hongos, mediante ingenieria genética (Debergh y
Maene, 1981; Thorpe y Harry, 1997).

Con estos antecedentes, en la presente investigacion se plantearon los

siguientes objetivos:

1.1 Objetivo general:

Desarrollar un sistema de regeneracioén in vitro via organogénesis directa
de banano cv. Enano gigante y FHIA 23.
Analizar histolégicamente el origen adventicio o axilar de los brotes

generados.

1.2 Objetivos particulares:

Definir el efecto de los bioreguladores, 2-isopenteniladenina, zeatina,
thidiazuron, bencilaminopurina, cinetina, en la organogénesis de novo
(adventicia) en pseudotallos de banano.

Determinar la capacidad morfogénetica de los cultivares (‘Enano gigante’
y ‘FHIA 23’) de banano’.

Identificar el origen anatdmico de los brotes axilares y adventicios en los
dos cultivares.

Determinar las zonas de crecimiento Utiles para la transformacion

genética.

15



1.3 Hipétesis:
e La respuesta morfogénica de banano depende de las concentraciones y
combinaciones de bioreguladores.
e Los brotes adventicios y axilares tienen un origen histolégico distinto.
e La capacidad morfogénica sera diferente en el cultivar ‘Enano gigante’ y
‘FHIA 23.

16



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 El cultivo del banano (Musa sp)

Uno de los cultivos mas importantes en la agricultura es el banano, (Musa
sp.); el cual puede encontrarse en estado silvestre, semisilvestre 6 cultivado. Como
cultivo tropical se le reconoce como el mas difundido del mundo por su importancia
alimenticia y su gran impacto econémico y cultural, especialmente en paises en
desarrollo, ocupando uno de los primeros lugares de las frutas tropicales (Ortiz et
al., 2000).

2.1.2. Origen y distribucién del banano

El banano ha estado presente en diversas culturas y civilizaciones humanas
durante miles de afios; se le considera una de las primeras frutas cultivadas por
agricultores primitivos. Se presume gue el centro de origen del banano se encuentra

en Asia meridional y que en esta regién ocurrié su domesticacion (Ortiz et al., 2000).

2.1.3 Descripcién botanica

El banano pertenece a la familia de la familia de las Musaceas y al género
Musa; existen dos especies comestibles, Musa cavendishii, (para consumo en

fresco) y Musa paradisiaca, (para coccion).

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Subclase: Liliopsida

Orden: Zingiberales

Familia: Musaceas

Género: Musa

Especie: Musa paradisiaca (para coccion) y Musa cavendishii (para consumo en

fresco).

17



2.1.4 Climay suelo para el cultivo del banano

El cultivo requiere un clima célido y humedad constante en el aire. Necesita
una temperatura media de 26-27 °C con lluvias prolongadas y distribuidas en el afio;
son preferibles las llanuras himedas proximas al mar, resguardadas de los vientos y
regables (Daquita, 2000). El crecimiento de la planta se detiene en temperaturas
inferiores a los 18 °C y se producen dafios en temperaturas menores de los 13 °C y
mayores a los 45 °C (Daquita, 2000). En la cuenca del mediterraneo es posible su
cultivo, aunque no para producir frutas selectas, en las localidades donde la
temperatura media anual oscila entre los 14 y 20 °C y donde las temperaturas

invernales no descienden por debajo de 2 °C (Manzur, 2001).

En condiciones tropicales, la luz, no tiene tanto efecto en el desarrollo de la
planta como en condiciones subtropicales, aunque al disminuir la intensidad de luz,
el ciclo vegetativo se alarga. El desarrollo de los hijuelos también esté influenciado
por la luz en cantidad e intensidad (Manzur, 2001). Los efectos del viento pueden
variar, desde provocar una transpiracion anormal debida a la reapertura de estomas
foliares, siendo el dafio mas generalizado, provocando unas pérdidas en el
rendimiento de hasta un 20 %. Los vientos muy fuertes rompen los peciolos foliares,
guiebran los pseudotallos y en ocasiones arrancan las plantas enteras (INFOAGRO,
2005).

Este cultivo es poco exigente en cuanto a suelo, ya que prospera igualmente
en terrenos arcillosos, calizos o siliceos siempre que sean fértiles, permeables,
profundos, ricos y bien drenados, especialmente en materias nitrogenadas; pero
prefiere, los suelos ricos en potasio, a los obtenidos por la roturacion de los
bosques, susceptibles de riego de verano, pero sin agua en invierno. La platanera
tiene una gran tolerancia a la acidez (4.5 — 8.0 pH) del suelo (INFOAGRO, 2005).

2.1.5 Propagacion del banano

La propagacion del banano tradicional ha sido mediante la utilizacion de
cormos o hijuelos, estos métodos favorecen la transmision de plagas y

enfermedades de plantaciones en produccién ya contaminadas de donde provienen;

18



ya que no existen huertos y viveros destinados exclusivamente a la produccion de
plantas. Ademas, este método de reproduccion tiene la desventaja de que la taza de
multiplicacion es muy reducida y requiere suficiente espacio (Orozco, 1993).
Recientemente se ha recurrido a la técnica de cultivo de tejidos 6 micropropagacion
in vitro, biotecnologia que puede ser utilizada para la reproduccion masiva el
banano; esta técnica presenta la ventaja sobre otros métodos de propagacion, de
gue pueden obtenerse cientos de plantas a partir de un &pice, Ademas requiere
poco espacio, las plantas producidas son uniformes y son plantas libres de plagas y
enfermedades (Robles, 1993).

2.1.6. Aspectos historicos generales del cultivo in vitro

El término de cultivo de tejidos vegetales denota genéricamente todo cultivo
de células, tejidos, o parte de la planta (Murashige, 1979). Este consiste en extraer
pequefios fragmentos de tejidos jovenes de la planta, desinfectarlos y promover su
crecimiento en un medio artificial estéril dentro de una camara de cultivo con
ambiente controlado (luz, temperatura, fotoperiodo). Esta técnica biotecnologia se
ha convertido en una poderosa herramienta para la propagacion y mejoramiento de
muchas especies vegetales (Thorpe, 2000). Mediante la propagacion por cultivo de
tejidos o micro-propagacién es posible cultivar cualquier parte de la planta y durante
su desarrollo se puede mantener o dirigir su crecimiento y diferenciacion para la

formacion de callo, brotes, raices, embriones (Thorpe, 2000).

Existen diversos tipos de cultivos in vitro dependiendo de los objetivos
perseguidos; dentro de ellos se pueden mencionar el cultivo de células, tejidos y
organos vegetales que se asocia a las investigaciones de micropropagacion, éste
consiste en cultivar en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica, apices de
raiz y tallo, primordios de hoja, primordios o partes inmaduras de flores, frutos
inmaduros, 6érganos aislados, embriones maduros o inmaduros, segmentos de

organos de tallo (Migueles, 2001).

Las técnicas de cultivos de tejidos vegetales in vitro han jugado un papel
importante en la produccién y mejoramiento de cultivos fruticolas, horticolas y su

aplicacién en la agricultura, es paralela al desarrollo de las técnicas mismas. Este
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papel se ve reflejado en la produccibn de plantas libres de patogenos,
almacenamiento de germoplasma, micropropagacion y modificacion vegetal
(Debergh y Maene, 1981; Thorpe, 2007).

Los primeros intentos en esta técnica fueron realizados por Murashige y
Skoog (1962) quienes observaron que los principales nutrimentos de las plantas
superiores eran sustancias inorgénicas, y prepararon una solucién nutritiva, la cual

ha sido utilizada por muchos investigadores desde entonces.

Sin embargo, se acepta que los primeros antecedentes reales del cultivo de
tejidos vegetales se debieron (Street, 1977), quien realizé un intento de cultivo de
células aisladas de tres géneros de monocotiledoneas: Erithronium, Orthogalum y

Tradescantia, sin tener éxito, ya que no observo division celular.

Steward et al. (1952), dieron a conoces el efecto tan pronunciado que ejerce
el agua de coco. Endospermo de la semilla de coco (Cocos nucifera L.) en el
crecimiento de células aisladas de raices de zanahoria (Daucus carota). Los mismos
autores, también con el uso del endospermo de coco, demostraron y confirmaron
la totipotencialidad de las células sométicas vegetales asi como la presencia de

hormonas vegetales en este medio de cultivo.

Murashige y Skoog (1962) publicaron un trabajo clasico donde se dieron a
conocer un medio definido para el cultivo in vitro de tabaco (Nicotiana tabacum L.),
el cual posteriormente ha sido el mas citado en la literatura sobre este tema y que
ha sido la base para el cultivo varios cultivares de banano como Enano gigante,
FHIA 5y Dominico.

Narayanaswamy (1977) analizé los resultados de dos investigaciones de
cultivo de tejidos para llegar a las siguientes consideraciones: 1) la superficie del
inoculo es importante en la determinacion del potencial de regeneracién. 2) la edad

fisiologica es un factor importante y ejerce influencia en la formacion de érganos.

Lakshmi et al. (1982) se refiere al cultivo de tejidos vegetales en el

mejoramiento de &rboles de importancia econémica. Ellos realizaron un estudio en
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el sandalo (Santalum &album), en el que indujeron la embriogénesis somatica de
cultivo de callos para posteriormente inducir la formacién de embriones. La técnica

fue usada con éxito en la propagacion de variedades seleccionadas.

Navarro y Vera (1987) usaron como inoculo hojas de Echeverria elegans para
demostrar que la edad fisiologica del inoculo es un factor importante que ejerce
influencia en la organogénesis; de este trabajo se concluy6é que las hojas jovenes

solo forman raices y las maduras solo yemas vegetativas.

Nuevamente Navarro y Vera (1987), partiendo de la idea de obtener
condiciones alimenticias semejantes al floema, cultivaron &pices radiculares de
chicharo (Pisum sativum) y maiz (Zea maiz) en un medio enriquecido con sales

inorganicas, glucosa, peptona, asparagina y varios aminoacidos.

También, Navarro y Vera (1987), son reconocidos como los primeros
investigadores que lograron obtener plantas libres de virus en dalia (Dahlia pompdén)

a partir de meristemos del tallo.

Garcia y Bermudez (2000) dieron a conocer el efecto tan pronunciado que
ejercen las auxinas en la induccién de mutaciones no favorables gamma en el
cultivo in vitro de brotes del cultivar Gran enano (AAB). Lo cual no fueron tan

favorecidos.

Se observo la capacidad del regulador de crecimiento vegetal Bap para iniciar
la divisiéon celular. Posteriormente usaron combinaciones de auxinas para estudiar la
formacion de brotes y raices en cultivos de callo en tabaco (Nicotiana tabacum) y
propusieron la hipotesis de que el desarrollo organizado ocurre como resultado de
las interacciones cuantitativas entre reguladores de crecimiento, especialmente

auxinas y citocininas, entre estos y otros factores.

Para eventos de transformacion genética con Agrobacterium tumefaciens, y
A. rhizégenes, la principal ruta de regeneracion ha sido la organogénesis directa a
partir de plantas in vitro; aun cuando se ha visto que es posible la regeneracion

indirecta de 6rganos a partir de material vegetal maduro, donde se obtiene una tasa
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de regeneracion de 60 a 86 nuevas plantas donadora de explantes (Moreira-Diaz et
al., 2000).

Caboni et al. (2001) reportan, los beneficios potenciales del uso del cultivo de
apices de pera con el uso de citocininas en el proceso morfogenético demostraron

eficazmente regeneracion de brotes adventicios.

Orellana y Garcia (2002) publicaron un trabajo clasico donde dieron a
conocer un manejo de hijos y apices de cultivares de (musa sp) para iniciar la
micropropagacion y comportamiento durante seis subcultivos in vitro, el cual ha sido
el méas citado en la literatura sobre este tema y que ha servido para el cultivo de un

amplio nimero de especies como son: Enano gigante y Dominico.

Montero et al.,, (2006) desarrollaron un protocolo a través de los
procedimientos de la biotecnologia para contar con un protocolo eficiente y fiable
para la regeneracion in vitro y organogénesis directa y multiple e tejidos juveniles de
guandd o gandul (Cajanus cajan). Logrando inducir la formacién multiple de

vastagos enraizados, generando plantas vigorosas.

Ali y Hasnain (2006) lograron brotacion adventicia en los internodales de
explantes de Brassica oleracea y observaron la eficiencia de la induccion adventicia

en los explantes fuertes y vigorosos.

Esta técnica puede ser dirigida para producir plantas idénticas (clones) o bien
para inducir variabilidad. Se han usado secciones de hojas, tallo y meristemos como
explantes también pueden ser usados, érganos completos como anteras, évulos,
embriones y en muchas ocasiones pueden usarse células y protoplastos aislados
Robles (1996).

Mogollbn de Lucena y Gil de Serpa (1992) llevaron a cabo un estudio
histoldgico de la formacion de 6rganos in vitro de Mussaenda erythophylla “Rocea”
para determinar el origen de los brotes en normales y adventicios, concluyendo que
estos se formaban en areas meristematicas originadas por diferenciacion del tejido

localizado en la base de la planta.
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2.1.7. Totipotencia celular

Schwann y Schleiden (1838) formularon la “Teoria de la totipotencia” definido
como el potencial o capacidad inherente de una célula vegetal somatica para
desarrollarse en una planta completa si se estimula adecuadamente. La totipotencia
implica que toda la informacidbn genética necesaria para el crecimiento y
reproduccion del organismo esta contenida en la célula; aunque en teoria todas las
células son totipotentes, las células meristematicas son las mas capaces para

expresarla (Razdan, 2003).

Esta totipotencia es una de las principales propiedades de las células
vegetales, que aseguran la posibilidad de sobrevivencia de las plantas bajo
diferentes condiciones ambientales. La totipotencia de las células vegetales
garantiza un amplio uso de la biotecnologia. En condiciones in vitro, practicamente
cualquier célula viva, puede, después del periodo de diferenciacion y bajo la
influencia de promotores de crecimiento y diferenciacion un medio de -cultivo
adecuado puede iniciar la proliferacion casi infinita en la forma de callos o cultivos
en suspension, iniciar la formacién de brotes o raices, o embriogénesis somatica.
Estudios recientes han logrado detectar que los genes que controlan el desarrollo
vegetal in vivo juegan un papel principal en la expresioén de la totipotencia de las

células vegetales in vitro (Ezhova, 2003).

2.1.8. Determinacion y Competencia

En el desarrollo de los organismos, las células llegan a estar progresivamente
comprometidas a destinos especificos. Este proceso llamado determinacion
involucra cambios fenotipicos estables que persisten en la ausencia del estimulo

gue lo inicié. (Ezhova, 2003).

La competencia es el potencial endégeno de una célula o tejido para recibir y
responder a una sefal del desarrollo. Esta competencia es vista como un estado
fisiologico, celular o molecular de disposicion para los siguientes pasos de la via

morfogénica particular. Al inicio las células no son competentes para responder a
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los estimulos pero adquieren esta competencia durante una fase inicial de
desdiferenciacién (Carman, 1990. Ezhova, 2003).

2.1.9. Morfogénesis in vitro

Una de las cuestiones mas elementales en la regeneracion a partir de células
somaticas es el entendimiento y esclarecimiento de los mecanismos que controlan
los eventos del desarrollo. La morfogénesis vegetal in vivo e in vitro, es un proceso
del desarrollo complejo y se define como un cambio fisiolégico y/o morfolégico que
permite la especializacion de una célula, tejido, érgano o planta entera durante su
desarrollo; la morfogénesis incluye el desarrollo de células que difieren de la célula
madre y la diferenciacion y arreglo de estas células en un orden definido es el
resultado de la divisién celular de acuerdo a un plan y secuencia especificos. La
organogénesis y embriogénesis somatica son las dos vias por las que ocurre la
morfogénesis in vitro, mediante la cual se da la regeneraciéon de plantas superiores
(Litz, 1993).

2.1.10. Embriogénesis somatica

La embriogénesis somética se define como el proceso por el cual células
somaticas haploides o diploides se desarrollan en plantas diferenciadas pasando
por las etapas caracteristicas embrioldgicas sin que exista la fusibn de gametos
(Litz, 1993). En muchas plantas, particularmente de familias cuyas especies son
predominantemente tropicales, las nucelas tienen la capacidad de producir
embriones adventicios; la produccion de embriones somaticos se puede estimular in

vitro en éstas y en otras especies, cuya nucelas no es normalmente embriogénica.

Por embriogénesis somatica, originada directamente en explantes de nucelas
o de callos, se han regenerado cultivares poliembriénicos y monoembriénicos de
Citrus y de mango (Mangifera indica) y especies monoembrionicas de manzana
(Malus domestica), Ribes rubrum y Vitis vinifera (Zatyko et al., 1975; Mullins et al.,
1976; Eichholtz et al., 1979; Rangan et al., 1982; Litz et al., 1984).
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2.1.11. Organogénesis in vitro

La organogénesis in vitro puede suceder directamente de yemas axilares
preexistentes o bien de novo dando lugar a la formacion de estructuras adventicias
(brotes o raices) a partir de tejido ya diferenciado no meristematicos. La obtencion
de estos brotes puede ser de manera directa o indirecta. En la primera se pueden
formar brotes en el explante, sin la formacion de callo. La segunda se refiere a la
induccion de callos a partir de los cuales se forman brotes y raices. La
organogeénesis in vitro ha sido ampliamente usada en la biotecnologia vegetal tanto
para la micropropagacion, transformacion genética y estudios del desarrollo vegetal
(Zzhang y Lemaux, 2004).

La organogénesis in vitro depende de la aplicacién exdgena de hormonas, en
particular auxinas y citocininas y también de la habilidad del tejido para responder a
los estimulos hormonales durante el cultivo (Zhang y Lemaux, 2004). La mayor
proporcion auxina-citocinina en el medio, normalmente induce la formacion de
raices mientras que una proporcion menor de auxina-citocinina promueve la

formacioén de brotes.

En general, se reconocen tres fases para que se lleve a cabo Ia
organogeénesis; en la primera, las células del explante adquieren la competencia. En
la segunda, las células competentes son canalizadas y determinadas para la
formacién de un 6rgano especifico bajo la influencia de hormonas vegetales, y en la
tercera, la morfogénesis continda independientemente del suministro de

fitohormonas (Sugiyama, 2000).

2.1.12. Factores que afectan los procesos morfogénicos

Para optimizar la frecuencia y calidad de la embriogénesis somética asi como
la induccion de la organogénesis, es necesario considerar factores internos y
externos. Los internos incluyen el genotipo, el estado de desarrollo de la planta
donadora y el tipo de explante. Los extrinsecos comprenden el entorno del cultivo, el

suministro de nutrimentos organicos e inorganicos, fitohormonas y las condiciones
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fisicas (pH, humedad, luz, temperatura y potencial osmoético) (Ramage y Williams,
2002).

2.1.13 El genotipo

El factor que més influye en la morfogénesis in vitro es el genotipo, puesto
que el material vegetal tiene la habilidad genética para producir la respuesta
deseada. Algunas especies o cultivares regeneran brotes o producen embriones
somaticos con una estimulacion exdgenos relativamente pequefia, mientras que
otras son mas dificiles para promover un estimulo morfogénico. Incluso, dentro de la
misma especie existen notables diferencias entre subespecies y cultivares, por lo
gue la formulacién de un simple medio de cultivo que es adecuada para un cultivar,
frecuentemente es inadecuada para la estimulacion de la morfogénesis en otro
cultivar. Asi hay especies de ciertas familias que son particularmente dificiles de

regenerar ya sea por via embriogénica u organogénica (Ramage y Williams, 2002).

2.1.14 El explante

El tipo de explante, tamafio, edad y procedencia de la planta pueden afectar
el inicio satisfactorio de los cultivos o la inducciéon de la morfogénesis in vitro. Se
deben utilizar explantes provenientes de plantas cultivadas en invernadero bajo
buenas condiciones de sanidad y nutricibn, para reducir la frecuencia de
contaminacion. También se recomienda evitar el uso de explantes de raices y
rizomas que proceden de plantas crecidas en el campo debido a que su
establecimiento en condiciones asépticas dificulta su crecimiento y desarrollo
(Salazar y Surga, 1988; Taji et al., 2002).

La edad fisioldgica del explante es de gran influencia en la morfogénesis, por
ello cuanto mas joven e indiferenciado sea éste, mejor sera su respuesta in vitro. En
consecuencia, los meristemos apicales y axilares se usan ampliamente en

numerosas especies. (Salazar y Surga, 1988; Taji et al., 2002).

Respecto al tamafio del explante, cuanto mas grande sea éste, mayores
seran las posibilidades de inducir la proliferaciéon de callos o la regeneracion directa
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de d6rganos; sin embargo, también aumentan las probabilidades de contaminacion
por microorganismos. ES necesario tener en cuenta que existe un tamafio minimo
del explante, que depende de la especie y del objetivo que se persiga, por debajo
del cual no es facil lograr el establecimiento de los cultivos. Los explantes muy
pequefios suelen requerir del empleo de medios de cultivo complejos (Salazar y
Surga, 1988; Taji et al., 2002).

La época del afio es un factor que suele tener efecto en la micropropagacion
y que generalmente se asocia con el grado de dormancia que presenta ciertos
explantes y la posibilidad de mayor o menor proliferacion de microorganismos
(Molina et al., 2002).

2.2 Ambiente quimico: Medio de cultivo y sus componentes

El éxito del cultivo de tejidos depende, en gran medida, del medio de cultivo
utilizado. El medio de cultivo no solo debe proveer macro y micronutrimentos, sino
también una fuente de carbohidratos, normalmente sacarosa, para remplazar el
carbon que las plantas fijan de la atmosfera por la fotosintesis. Los mejores
resultados se obtienen adicionando algunos compuestos organicos (vitaminas,

aminoécidos, etc.) y fitohormonas (Williams, 1993).

Murashige (1962), establecié que los principales componentes de un medio
de cultivo pueden agruparse en: (1) sales inorganicas. (2) sustancias organicas, (3)
compuestos no definidos de origen natural, y (4) materiales inertes de soporte. Por
su parte, Gamborg (2002) consideraron que los ingredientes de un medio nutritivo
comprende 5 grupos: nutrientes inorganicos, fuente de carbono, vitaminas,

reguladores de crecimiento y suplementos organicos.

Varios son las variables que determinan el éxito del establecimiento de un
cultivo in vitro. Entre las variables puede mencionarse: la importancia del
establecimiento de un cultivo estéril, la concentracion y balance de los reguladores
vegetales usados (auxinas-citocininas) balance que permite “dirigir” en cierta medida

diferentes respuestas morfolégicas y el desarrollo del tejido (Robles, 1996).
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2.2.1 Macronutrimentos

Los macronutrimentos (N, P, K, Ca, Mg, y S) proveen los elementos mas
indispensables para el desarrollo de las plantas y constituyen al menos el 0.1 % del
peso de materia seca de las plantas. El paso mas importante en el manejo de un
medio de cultivo es la seleccion de estos iones su concentracion y balance (George
y Sherrington, 1984).

Comunmente el N se suministra como una mezcla de iones nitrato (NO3 ) e
iones amonio (NH; *). En forma de iones de amonio éste se puede incorporar
directamente a las macromoléculas, mientras que los nitratos deben ser reducidos
antes de su incorporacion. En concentraciones elevadas, los iones amonio pueden
ser toxicos y ocasionar la acidificacion del medio, ademas de causar problemas de
vitrificacion. Por otra parte, el fésforo normalmente se suministra como ion fosfato y
altas concentraciones pueden producir la precipitacion de elementos en fosfatos
insolubles (Gamborg, 2002).

2.2.2 Micronutrimentos

Los elementos hierro, magnesio, zinc, cobre, molibdeno, yodo, boro, cobalto y
niquel son requeridos en pequefias cantidades para el desarrollo de las plantas y
actuan como cofactores e inductores de la sintesis de enzimas. El hierro se agrega
al medio de cultivo como sulfatos de hierro, combinado con el &cido
etilendiaminotetracético (EDTA). El complejo EDTA-Fe permite la liberacion lenta y
continua de este elemento en el medio, sin este complejo de hierro puede

precipitarse en el medio como oxido férrico (Gamborg, 2002).

2.2.3 Suplementos organicos (vitaminas y aminoacidos)

Las vitaminas son sustancias requeridas por las células vegetales para
realizar papeles cataliticos en el metabolismo. De manera natural, las plantas son
capaces de sintetizar sus propios requerimientos, pero bajo cultivo in vitro no
necesariamente ocurre asi (George y Sherrington, 1984). Generalmente, la calidad

de vitaminas sintetizadas, incluso en tejidos y células fotosintéticamente activos, es
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insuficiente para asegurar el suministro. Por lo tanto, al menos las vitaminas del
grupo B como tiamina, piridoxina y acido pantenoico, pero también, biotina y mio-

inositol, deben adicionarse al medio de cultivo (Razdan, 2003).

El acido ascérbico (Vitamina C) es benéfico en algunos casos, debido
probablemente a su capacidad para actuar como un agente reductor y para retrasar
la formacion de compuestos fendlicos, que inhiben el crecimiento (Stasolla et al.,
2006).

Los aminoé&cidos proveen a las células vegetales una fuente de N disponible
rapidamente y su absorcion también puede ser mas rapida que el N inorganico en el
mismo medio. Al parecer no todos los aminoacidos son importantes para el
desarrollo in vitro y los requerimientos varian de acuerdo al tejido u 6rgano. El
aminoacido mas utilizado es la glicina pero su inclusion no es esencial. La caseina
hidrolizada se puede emplear como una fuente econdmica de una mezcla de
aminoacidos. También en algunos casos se puede utilizar arginina, aspargina, acido

aspartico, alanina, acido glutamico y prolina (Gamborg, 2002).

2.2.4 Fuente de carbono

La fuente de carbono es un componente importante en cualquier medio de
cultivo y es esencial para el desarrollo in vitro, ya que las condiciones de cultivo son
poco apropiadas para la fotosintesis. La sacarosa, como fuente de carbono, es
facilmente asimilable por las plantas, ya que se transporta de manera natural, y es
relativamente estable ademas de ser econdémica, por lo tanto, es la mas
comunmente utilizada. No obstantes pueden emplear otros carbohidratos como

glucosa, maltosa, galactosa y sorbitol (Gamborg, 2002, Razdan, 2003).
2.2.5 Agentes gelificantes
Los medios de cultivo pueden usarse en forma liquida o semisélida,

dependiendo del objetivo que se persiga. La condicion semisolida del medio se

adquiere adicionandole agar (producido a partir de algas marinas), que es el
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gelificante mas comunmente empleado (Gamborg, 2002; Ramage y Williams,
2002).

El agar disuelto forma un gel capaz de retener el agua y absorber
compuestos. Si la concentracion de agar se incrementa, resulta mas dificil para los
explantes establecer contacto con los componentes del medio, lo cual limita su
absorcién. El tipo y la concentracion de agentes gelificantes pueden afectar
sustancialmente la efectividad de varios sistemas de cultivo de tejidos (Gamborg,
2002; Ramage y Williams, 2002).

2.2.6 Regulacion hormonal de la morfogénesis in vitro

En el cultivo de tejidos vegetales in vitro, la manipulacion eficiente de la
morfogénesis depende en gran medida del uso apropiado de hormonas vegetales
(HV) (Jiménez, 2005). Los estudios sobre la funcién de las HV llegan a ser
complejos debido a que varias de ellas tipicamente actian de forma conjunta con
otras y sus concentraciones en la planta cambian con el tiempo, estaciéon y etapa de
desarrollo. Algunas HV son sintetizadas localmente por las células para su propio
consumo, mientras que otras son sintetizadas en un érgano y transportadas a otras
partes de la planta para una accion especifica. Las HV se producen en las plantas,
pero se han identificado versiones naturales y sintéticas de hormonas (reguladores
de crecimiento) que se suministran comunmente a cultivos de células y tejidos
(Gaspar et al., 1996; Jiménez, 2005).

La adiciébn de reguladores de crecimiento al medio de cultivo induce las
respuestas que se desean de los tejidos vegetales. Los diferentes analogos de
hormonas tienen diversos efectos dependiendo de la estructura quimica, tejido
vegetal y genotipo. Algunas veces es necesario mezclar varios reguladores de
crecimiento o dar tratamientos secuenciales con éstos para obtener los resultados
deseados. Existen cinco principales grupos de fitohormonas enddgenas: auxinas,
citocininas, giberelinas, acido abscisico y etileno. La mayoria de estos grupos tienen
multiples funciones en el desarrollo vegetal y se emplean para manipular la

morfogénesis en el cultivo de tejidos vegetales (Jiménez, 2005).
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2.2.7 Auxinas

La primera fitohormona aislada fue la auxina el &cido indol-3-acético (AlA).
Este regulador es muy inestable y es degradado rapidamente tanto en el medio de
cultivo como en la planta. Por lo que a menudo se utilizan los analogos quimicos por
ser mas estables. Las auxinas sintéticas usadas frecuentemente son el acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), acido 3-indol butirico (AIB) y el acido 1-naftalenacético
(ANA).

Las auxinas tienen mdltiples funciones en el cultivo de tejidos dependiendo
de su estructura quimica, concentracion y el tejido vegetal. Las auxinas causan la
produccién de callos, raices y el crecimiento de tallos. Generalmente, estimulan la
elongacion celular, division celular y formacion de meristemos que junto con las
citocininas tienen la habilidad de reprogramar a las células somaticas ya
diferenciadas. Esta reprogramacion causa la desdiferenciacién y, después la
rediferenciacion en una nueva ruta del desarrollo. En concentraciones elevadas, las
auxinas exogenas pueden inducir la embriogénesis somatica, aunque también
pueden ser toxicas debido a que estimulan la produccion de etileno, el cual inhibe el
crecimiento (Gaba, 2005).

2.2.8 Citocininas

Las citocininas promueven la division celular (citocinesis), misma que
conduce a la regeneracién in vitro de brotes, mediante promocién del crecimiento y
la formacién y desarrollo de meristemos apicales y laterales de brotes. Las
citocininas regulan las transiciones G1-S y G2-M. Esta relacion de G1-S se sustenta
por el aumento de la ciclina G1, ciclina D3 y que la expresion constitutiva de la
ciclina D3 causa crecimiento de callos independiente de citocininas en Arabidopsis.
La regulacion de la transicion de G2-M, probablemente es mediada por la activacion
de CDK promovida por las citocininas a través de la desfosforilacion de la CDK
(Kakimoto, 2003).

La primera citocinina descubierta fue la (Kin) y poco después se identificd a
la adenina como poseedora de actividad considerable de la citocinina. La zea (4-
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hidroxi-3-metil-trans-2-butelinaminopurina) y la 2ip son dos citocininas encontradas
de manera natural y a menudo se utilizan en el cultivo de tejidos. También es comun
emplear citocininas sintéticas como la 6-benziladenina (BA) y el tdz (1-fenil-3-(1, 2,3-
tidiazol-5-yl urea).

Las citocininas se sintetizan en los meristemos apicales de las raices, aunque
también se producen en los tejidos embrionarios y en los frutos. La BA se transporta
en la planta por via acropétala (hacia los apices), del apice de la raiz, donde se
sintetiza, hacia los &pices y organos en crecimiento, moviéndose a través por los

vasos del xilema y se le han atribuido las siguientes funciones:

. Estimulan la division celular y el crecimiento
. Inhiben el desarrollo de raices laterales

. Rompen la latencia de las yemas axilares

1
2
3
4. Promueven la organogénesis en los callos
5. Retrasan la senescencia 6 envejecimiento de los 6rganos vegetales
6. Promueven la expansién celular

7

. Promueven el desarrollo y diferenciacién de los cloroplastos.

El (TDZ) es uno de los sustitutos de urea estudiados por su actividad
citocinina y se considera el mas potente de los difenilureas que se ha evaluado para
su uso en el cultivo de tejidos vegetales. Concentraciones bajas (<1uM) pueden
inducir la produccién de yemas axilares mas que otras citocininas, pero puede
inhibir el alargamiento, para evitar esto es necesario transferir los brotes a un medio
de cultivo que contenga bajas concentraciones de TDZ y/o una citocinina menos
activa (Thomas y Katterman, 1986; Gamborg; 2002).

Las concentraciones mayores a 1uM pueden estimular la formacion de callos,
brotes adventicios o0 embriones somaticos. El principal efecto no deseado del TDZ
es la formacion ocasional de brotes fasciados en algunas especies. La alta actividad
citocinica y la respuesta positiva de especies lefiosas al TDZ la postulan entre las
citocininas mas activas para la manipulacion in vitro de muchas especies lefiosas
(Tomsone et al., 2004).
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2.2.9 Giberelinas

Las giberelinas son otra clase de HV con cerca de 100 variantes identificadas
en diversas fuentes, aunque todas se basan en la estructura del gibano. La actividad
de las giberelinas aplicadas exdégenamente varia con el tipo de giberelina y la
especie vegetal. La giberelina mas utilizada en el medio de cultivo de tejidos
vegetales in vitro es la AGs. En el cultivo de tejidos el AG3 generalmente se usa para
estimular la elongacion de brotes o la conversion de yemas a brotes. EI GA3
interfiere con la iniciacion de yemas en las primeras etapas de formacion del
meristemo y, por consiguiente, puede reducir la produccion de brotes in vitro si se
suministra en la etapa de iniciacion de yemas de brotes. De manera similar, el GA3
reduce la formacién de raices y la embriogénesis in vitro. Por lo tanto, para usos
practicos, es necesario optimizar los efectos del GA; en etapas especificas.
También pueden tener un papel importante en la organogénesis, al estimular la
diferenciacion de yemas, aunque generalmente inhiben la diferenciacion (Ogas,
1999; Gamborg, 2002).

2.2.10 Acido Abscisico

El 4cido abscisico (ABA) se utiliza en el cultivo de tejidos para facilitar la
maduracion de embriones somaticos. En ciertas especies, los embriones no pueden
madurar adecuadamente por la ausencia de ABA exdgeno. ElI ABA endégeno
funciona similarmente durante el desarrollo de semillas en mono y dicotiledoneas y
en coniferas. EI ABA induce la formacién de proteinas esenciales LEA (Late
Embryogenesis Abundant) presentes en la etapas finales de la embriogénesis
somatica y sexual. Ocasionalmente, el ABA puede estimular algunos procesos de
regeneracion y raramente pueden reducir la produccion de embriones somaticos
(Gamborg, 2002).

2.2.11 Nuevos reguladores del crecimiento vegetal

Recientemente, muchos compuestos presentes de forma natural tales como
las poliaminas, oligosacarinas, salicilatos, jasmonatos, esteroles, brasinoesteroles,

alcoholes dehidrodiconiferil, turgorinas, cisteinas y varios inhibidores del
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crecimientos han mostrado tener actividad parecida a las hormonas. También
muchos nuevos productos relacionados estructuralmente se estdn empezando a

sintetizar para varias aplicaciones agricolas (Taji y Laksmanan, 2006).

2.3 Ambiente fisico

2.3.1 Temperatura

La temperatura tiene gran influencia en la tasa de crecimiento de las plantas
cultivadas in vitro, por lo que se debera tener un control riguroso de ésta en las
camaras de crecimiento. Los requerimientos que de ella se tengan estaran en

funcion de la especie que se desee propagar (Radice, 2004).

2.3.2 Humedad relativa

La humedad relativa (HR) es la medida de la cantidad de vapor de agua
contenida en la atmdsfera gaseosa y constituye otro de los parametros fisicos que
se deben tomar en cuenta en el cultivo de tejidos. La HR dependera del sello o
cobertura del envase empleado, ya que si este cierre es hermético, la humedad
interior sera de 100%. Si existe la posibilidad de un intercambio gaseoso, la
humedad interna puede descender a niveles cercanos al 50%. Este importante
descenso del contenido de HR puede promover una pérdida veloz de agua del
medio de cultivo, variando la concentracion de sus compuestos hasta llegar a
valores toxicos (Radice, 2004).

2.3.3 Luz

La respuesta morfogénica de un explante puede variar de acuerdo al
suministro de luz. Para estimular la formacion de callo cominmente se prefiere la
oscuridad y la luz favorece la diferenciacion de érganos. La longitud de onda,
densidad de flujo y tiempo exposicién son los parametros de la luz que mas influyen

en la morfogénesis in vitro (Radice, 2004).
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2.4 Cultivo in vitro de banano

La micropropagacion ha sido usada para reproducir en forma masiva el
banano. La propagacion clonal rapida fue la principal aplicacion de la técnica del
cultivo de tejidos vegetales en Musa; otras aplicaciones importantes han sido, la
erradicacion de enfermedades y la conservacion e intercambio de germoplasma
(Robles et al., 1996).

En Musa la escasez de plantulas para el establecimiento de nuevas
plantaciones y la utilizacion de propagulos infectados con virus y en especial por
nematodos, representan una seria desventaja. Mediante el cultivo de tejidos en
Musa es posible transferir al campo material sano, disponer del material de siembra
en cualquier época del afio, multiplicar aceleradamente genotipos deseables,
transportar facilmente los propagulos y uniformizar las plantaciones y cosecha
(Robles y Mora, 1993).

La tasa de multiplicacion in vitro tienen magnitudes mas altas que la
propagacion convencional pero la produccion de plantas in vitro esta limitada por el
genotipo (Robles 1996).

Los primeros reportes de plantas del género Musa producidas por cultivo in
vitro, vinieron de Taiwan y China a principio de los afios 70°s (Robles y Mora, 1993).
A partir de 1980, un amplio rango de especies y cultivares de Musa, han

propagadas con éxito mediante el cultivo in vitro de apices.

En Musa la escasez de plantula para el establecimiento de nuevas
plantaciones y la utilizacion de propagulos infectados con virosis y en especial por
nematodos, representan una seria desventaja. Mediante el cultivo de tejidos en
Musa es posible transferir al campo material sano, disponer del material de siembra
en cualquier época del afio, multiplicar aceleradamente genotipos deseables,
transportar facilmente los propagulos y uniformizar las plantaciones y cosecha
(Robles y Mora, 1993).
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lIl MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia del
Posgrado en Recursos Genéticos y Productividad y en el Laboratorio de Anatomia e

Histologia Vegetal, del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, México.
3.1 Material vegetal

Consistio de plantas de banano de los cultivares “Enano Gigante” y “FHIA 23
regeneradas in vitro (Figura 1), proporcionadas por el Campo Experimental
Santiago Ixc., Nayarit y el Campo Experimental Colima, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

3.2 Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado fue el de Murashige y Skoog (MS) (1962),
complementado con mio-inositol (100mg L™), &acido nicotinico (100 mg L™),
piridoxina (200 mg L™), tiamina (200 mg L™) , glicina (40 mg L™), 3 % de sacarosa
y 0.7 % de agar (Merck). Asimismo, se le adicionaron distintas concentraciones de
reguladores de crecimiento: BA, zea, kin, 2ip y TDZ, (0.5 a 4.0 mg L™). El pH se
ajusté a 5.8 £ 0.1 con NaOH y HCL 0.1 N. El medio se vertio en frascos tipo gerber
0 magenta con 20 mL en cada uno. Luego se esterilizé en autoclave a 121°C, 115

kg/cm?® de presion durante 15 minutos.
3.3 Condiciones de incubacion
Los frascos con el material vegetal fueron crecidos en un cuarto de

incubacion con una temperatura de 27°C y 16 h de fotoperiodo a una intensidad

luminica de 1500 lux, asi como 30 % de humedad relativa.
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3.4 Ensayo 1. Efecto de citocininas en la regeneracion de brotes de banano
cv. FHIA 23.

Se utilizaron explantes de 1 cm obtenidos de plantas platano FHIA 23
regeneradas in vitro. Los explantes se colocaron en frascos con 20 mililitros de
medio MS con 0, 0.5, 1.0 y 2.0 mg L* de las citocininas TDZ, zea, y 2ip,
conformado un total de 10 tratamientos con 10 repeticiones cada uno, considerando
como repeticion un frasco con cinco explantes (30 explantes por tratamiento). Los
frascos se incubaron durante 28 dias en un cuarto de incubacion con las

condiciones antes descritas.

3.5 Ensayo 2. Efecto de citocininas en la regeneracién de brotes del cv.

Enano gigante de banano.

Se utilizaron explantes de 1 cm obtenidos de plantas banano cv. Enano
gigante regeneradas in vitro. Los explantes se colocaron en frascos con 20 mililitros
de medio MS con 0, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mg L™ de las citocininas BA, zea, 2ip, y Kin,
generando un total de 17 tratamientos con 10 repeticiones cada uno, considerando
como repeticion un frasco con cinco explantes (30 explantes por tratamiento). Los
frascos se incubaron durante 28 dias en un cuarto de incubacion con las

condiciones antes descritas.

3.5.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las variables consideradas para evaluar el efecto de las citocininas en la
regeneracion de plantas de banano cvs. FHIA 23 y Enano gigante fueron: nimero
de brotes que produjo cada explante, nUmero de raices y de hojas, asi como la
longitud de la planta. Los datos se sometieron un analisis de varianza en parcelas
divididas y posteriormente a un disefio completamente al azar por efecto de
interaccién. Tal analisis se hizo mediante el Statistical Analysis System (SAS) (SAS
Institute, 2003) y para la comparacion de medias se utilizd la prueba de Tukey (con

un nivel de significancia de p<0.05).
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3.6 Ensayo 3. Efecto del tamafio del explante en la regeneracion de brotes de

los cvs. FHIA 23 y Enano gigante

Con el proposito de eliminar en los explantes, los meristemos de brote
preexistentes, los explantes se redujeron hasta un tamafio de 0.5 cm de longitud.
Después, se colocaron en frascos con medio MS suplementado con 0, 0.5, 1.0y 2.0
mg L™ de 2ip, TDZ y BA, dando lugar a 10 tratamientos con 10 repeticiones, en
donde cada repeticion consistiéo de un frasco con cinco explantes (50 explantes por
tratamiento). Los frascos que contenian los explantes se incubaron durante 28 dias

en una camara de crecimiento, cuyas condiciones se describieron con anterioridad.

Figura 1. Apariencia de los explantes reducidos (0.5 cm).

3.6.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las variables evaluadas en el ensayo para evaluar el tamafio del explante
fueron: el nUmero de brotes regenerados por explante, numero de raices y hojas, y
longitud de la planta. Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza
en parcelas divididas y posteriormente un disefio completamente al azar por efecto
de interaccion. Tal analisis se hizo con el Statistical Analysis System (SAS) (SAS
Institute, 2003) y para la comparacion de medias se utilizd la prueba de Tukey (con

un nivel de significancia de p<0.05).
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3.7 Experimento 1. Evaluacién de citocininas en la regeneracion de brotes de

los cvs. Enano gigante y FHIA 23

Explantes de 1 cm de longitud se colocaron en frascos con medio MS al que
se le adicionaron 0, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mg L™ de BA, Zea, 2ip y Kin. Cada uno de
los 17 tratamientos consté con 10 repeticiones y cada repeticion consistio de un
frasco con tres explantes (30 explantes por tratamiento). Los explantes fueron
crecidos en una camara de crecimiento con una temperatura de 27°C y 16 h de

fotoperiodo (intensidad luminica de 1500 lux), asi como 30 % de humedad relativa.

3.7.1 Variables cuantificadas y analisis estadistico

Las variables evaluadas en el experimento para evaluar las citocininas en la
regeneracion de brotes de los cvs. Enano gigante y FHIA 23 fueron: nimero de
brotes regenerados por explante, nimero de raices y hojas, y longitud de la planta.
Los datos obtenidos se sometieron a un analisis de varianza en parcelas divididas y
posteriormente a un disefio completamente al azar por efecto de interaccion. Dicho
analisis se hizo con el Statistical Analysis System (SAS) (SAS Institute, 2003) y para
la comparacion de medias se utilizd la prueba de Tukey (con un nivel de

significancia de p<0.05).

3.8 Andlisis histoldgico de la diferenciacion de brotes adventicios

Este estudio se hizo en cortes de parafina de acuerdo a la técnica propuesta
por Zavaleta-Mancera et al. (2003). Se utilizaron explantes de 1 cm de longitud de
los cvs. Enano gigante y FHIA 23 que crecieron durante 21 dias en medio MS
adicionado con distintas concentraciones (0, 1.0, 2.0, 3.0y 4.0 mg L™) de BA, Zea,
2ip y Kin.

Los explantes se fijaron en FAA: 50% alcohol isopropilico, 5% acido acético
glacial, 10% formaldehido (35 %) en agua destilada por un periodo de 24 horas.
Después las muestran se lavaron con agua corriente y se colocaron en GAA (25%
glicerol, 50% etanol, 25 % agua) para luego deshidratarlas e infiltrarlas en parafina
mediante un procesador de tejidos automaticos (FISHER Tissuematon) programado
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con las siguiente secuencias de soluciones: alcohol isopropilico (30%, 40%, 50%,
70%, 90%, 100% y 100%), isopropilico-xileno (3:1, 1:1, 1:3) y dos cambios en

xileno, por espacio de 6 h en cada solucién.

3.8.1 Inclusion en parafina

Los explantes se transfirieron a parafina liquida (60 °C), realizando dos
cambios cada 12 h, luego se colocaron en moldes de aluminio con parafina
orientandolos para obtener cortes medianos del meristemo; las muestras se dejaron

solidificar por 4 h.

3.8.2 Microtomia

De las muestras incluidas en parafina se obtuvieron cortes medianos
seriados de 10 microbmetros de grosor, con un micrétomo rotatorio (American
Optical, Modelo 820). Dichos cortes se colocaron en portaobjetos con adhesivo de
cromo (1 % de gelatina, 0.2 % fenol y 0.1 % de alumbre de cromo) y se calentaron a
58°C durante 1 min para extenderlos. Después se dejé escurrir el exceso de
adhesivo y los portaobjetos con los cortes se colocaron en una estufa a 60 °C por
24 h.

3.8.3 Remocidn de la parafina e hidratacion del tejido

Los cortes adheridos al portaobjetos se desparafinaron en xileno en una serie
de tres cambios (3 min en cada cambio). Luego se deshidrataron en una serie de

alcohol etilico (100, 70, 50%), 3 min en cada concentracion.

3.8.4 Tincidén

Se uso la tincion policromatica de safranina “O” saturada (0.05 % safranina
O, 13 % (p/v) sulfato de amonio, 0.01 % fenol en agua) por 12 horas. Los cortes se
enjuagaron tres veces en agua destilada para retirar los residuos de la sales y se
deshidrataron en una serie de alcohol isopropilico (50%, 70% y 100%) durante 1 min
en cada concentracion. Luego se aplicd verde fijo FCF (0.12% de verde fijo FCF en
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etanol 95%) por 1 min y se elimind el exceso antes de pasar las muestras por
alcohol isopropilico (100%) y (xileno) tres cambios de 1 min. Los cortes se
montaron en resina sintética y se colocaron en una parrilla a 60 °C por 24 h, para
después observarlos en un microscopio optico (Zeiss modelo Axiostar Plus). Las

imagenes fueron captadas con una camara marca Sony modelo Mpegmovieex.

41



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ensayo |. Evaluacién de citocininas en Musa ‘FHIA 23’

La longitud de raices después de 28 dias de iniciado el cultivo vario de 0.28
con TDZ hasta 10.4 cm por explante el testigo, mientras la de planta oscil6 entre
1.49 hasta 8.84 cm. Asimismo, el nUmero de hojas vario de 2 hasta 4 por explante y

en numero de brotes regenerados fue de uno.

La formacion de raices se observd 28 dias después de la siembra,
encontrandose diferencias entre las concentraciones de citocininas probadas. El
testigo desarroll6 mayor cantidad de raices (10.46 por explante), mientras en los
demas los tratamientos se formaron de 0.28 hasta 3.56 raices por explante
(Cuadrol). El menor nimero de raices se obtuvo con 2 mg L™ de cualquiera de las
citocininas evaluadas (Cuadro 1). En la Figura 2A, se observa la cantidad de raices
obtenida en el testigo en relacion a los demas tratamientos (B, C y D).

La longitud de las plantas testigo fue mayor (8.94 cm) que el resto de los
tratamientos (1.49 a 4.03 cm) con citocininas. EI nUmero de hojas por planta fue
similar entre los tratamientos, aunque, el testigo superd ligeramente a los
tratamientos con citocininas, nuevamente en ambas variables, la concentracion de 2

mg L™ fue en la que observé los valores mas bajos.

El nimero de brotes por explante fue de 0.1 en los tratamientos testigo y 2ip
en dosis de 2 mg L™; ninguna de las dosis de zea produjeron brotes. Con TDZ, se
obtuvieron 0.0, 0.1 y 0.7 brotes por explante en la concentraciéon de 2, 1 y 0.5 mg

L™, respectivamente, pero estos tuvieron un aspecto de roseta.
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Cuadro 1. Numero de raices, hojas y brotes por explante y longitud de plantas

obtenidos con distintas citocininas en explantes de banano cv. FHIA-23.

Raices
por Hojas por Brotes por
explante Longitud de  explante explante
(No.) planta (cm) (No.) (No.)
Testigo 10.46 a* 8.84 a 412 a 0.08 a
2ip
0.5 3.56 b 4.03b 3.16 b 0.04 a
1 3.11c 351c 3.08 b 0
2 1.59d 3.48¢c 2.6¢C 0.06 a
zea
0.5 3.26 b 3.7b 3.1b Ob
3.2b 3.75b 3.14b Ob
2 2.7b 2.72 ¢ 2.8¢c Ob
TDZ
0.5 1.81b 3.34b 3.02b 0.74 a
1 0.72 ¢ 2.62 ¢ 2.7¢c 0.14b
2 0.28c¢c 1.49d 2.28d Ob

? Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes

(Tukey, p < 0.05). 2ip=2-isopenteniladenina, zea=zeatina, TDZ=thidiazuron.

En este primer ensayo los explantes de apices de FHIA 23 cultivados en
TDZ (0.5, 1 y 2 mg L™ no mostraron respuesta morfogénica y aunque no se
presentaron problemas de contaminacion, en todos ellos hubo arrosetamiento. Este
fendmeno se observé durante los primeros 28 dias después de la siembra, sin
causar la muerte del explante. Lo anterior puede deberse, a que la concentracion de
TDZ fue alta. Al respecto, algunos autores comentan que concentraciones bajas
(<1uM) de TDZ pueden inducir la produccién de yemas axilares mas que otras
citocininas, pero puede inhibir el alargamiento, para evitar esto es necesario
transferir los brotes a un medio de cultivo que contenga concentraciones mas bajas

y/o una citocinina menos activa (Tomas y Katterman, 1986; Gamborg, 2002).

43



Testigo TDZ 0.5,1y 2

2ip 0.5,1y2 Zea0.5,1y2

Figura 2. Desarrollo de raices en explantes del cultivar ‘FHIA 23’, cultivados en
distintas concentraciones (testigo 0, 0.5, 1 y 2 mg L'1) de citocininas: (A) Testigo,
(B) TDZ, (C) 2ip, (D) zea.

Figura 3. Explante original y proliferacion de brotes nuevos. (A) ‘FHIA 23. (B)

‘Enano gigante’. Barra= 5 mm.
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Con base en los resultados de este ensayo se decidi6 modificar las
concentraciones de citocininas en los siguientes ensayos, aumentando las
concentraciones de citocininas para promover la formacion de brotes, raices e

incrementar el numero de hojas de explantes de ‘FHIA 23’.

4.2 Ensayo Il. Evaluacion de citocininas en banano ‘Enano gigante’

En el Cuadro 2, se puede observar el efecto de los tratamientos citocinicos
con BA, Zea, Kin y 2ip, sobre la multiplicacién de brotes regenerados, longitud de

planta, nimero de raices y hojas, 28 dias después iniciar el cultivo.

Como se puede apreciar la brotacion varié de 0 a 25 brotes por explante
dependiendo de la dosis utilizada. Se observaron diferencias entre los tratamientos
con BA 4 mg L™ y el testigo (sin regulador) el cual obtuvo la mayor brotacién en

los explantes.
Asimismo, se observo que la mayor longitud de planta (5-6 cm) se encontré

con 2ip en sus cuatro concentraciones, y la menor longitud correspondié a Zea
(Cuadro 2).
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Cuadro 2. Numero de raices, hojas y brotes por explante, y longitud de plantas

obtenidos con tratamientos citocinicos en banano cv. ‘Enano gigante’

Brotes
Hojas por por
Dosis Longitud de planta planta Raices por  explante
mg L™ (cm) (No.) planta (No.) (No.)
1-2 34 56 34 56 23 45 6-7

21ip 1 3 9 18 13 17 14 9 7 1
2 6 11 13 14 16 13 9 8 0

3 4 8 18 18 12 15 6 9 0

4 4 6 20 20 10 13 8 9 0

BA 1 7 15 8 17 13 7 8 15 8
2 8 17 5 20 10 7 8 15 9

3 7 18 5 18 12 6 13 11 6

4 7 17 6 16 14 5 9 16 11

zea 1 13 10 7 20 10 16 6 8 0
2 18 8 4 22 8 14 9 7 0

3 18 9 3 23 7 16 7 7 3

4 16 9 5 25 5 17 5 8 0

Kin 1 5 16 9 20 10 10 11 9 1
2 8 15 7 19 11 13 8 2

3 8 17 5 17 13 12 9 1

4 11 15 4 18 12 14 8 8 2

Testigo 0 2 3 25 0 30 0 11 19 25

En cuanto al numero de hojas por planta, sobresali6 el testigo y los
tratamientos que contenian 2ip. Las dosis de 2, 3y 4 mg L™ de Zea produjeron
menos plantas que contenian de 5 a 6 hojas. La mayoria de los explantes tratados

con BA, Zea y Kin s6lo produjeron de 3 a 4 hojas por explante (Cuadro 2).

Por otro lado, el mayor nimero de raices (6 a 7) se obtuvo en el tratamiento
testigo, y los que contenian BA en todas sus concentraciones; mientras que en los
demas tratamientos se produjeron 2 y 3 raices. La menor respuesta se obtuvo en

los explantes cultivados con zea.
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Los resultados indican que los valores mas altos para las variables de
brotacion y nimero de raices por explante, se obtuvieron en el testigo y en los
tratamientos con BA en todas sus concentraciones. El testigo también tuvo el mayor
namero de hojas y zea el menor. El testigo y BA indujeron plantas mas grandes
(Cuadro 2).

Se presentd contaminacion por bacterias y oxidacion en la propagacion de
explantes en ambos cultivares y en todos los tratamientos evaluados. Respecto a la
contaminacion (Figura 4A), se observo la presencia de una bacteria aun cuando se
utilizé6 el PPM (Mezcla para preservar plantas), en el medio de cultivo. Esta
situacién ocasiono la pérdida de todos los explantes ya que se tenia que desechar
todo el material para evitar una contaminacion mayor al utilizar dichos explantes
gue aparentemente se veian sanos. La contaminacion probablemente se debié a
diversos motivos; pudo darse por un descuido al momento de transferir a otro
medio, o bien, con la manipulacion de los materiales utilizados cuando estos no son
manejados con los cuidados necesarios; bien sea que no se desinfecten
adecuadamente las herramientas después de cada explante procesado o también
gue no hayan estado esterilizados antes de usarse. También pudo deberse a que el
medio de cultivo no haya estado bien tapado o bien que el medio permaneciera
fuera del cuarto de siembra y no se hubiera dado el tiempo necesario en la
esterilizacion. También pudo ser por el tamafio del explante utilizado, ya que

explantes mas grande (mayor a 1 cm) es mayor el riesgo de contaminacion.
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La oxidacion, en los explantes se mostrO como zonas oscuras tanto en las

hojas como en la parte del cormo, que ocasionaron la muerte lenta del tejido
(Figura 4B).

Figura 4. Explantes de Musa con problemas de contaminacién (A) y oxidacién (B).

4.3 Ensayo lll. Reduccion del explante ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23’

En este ensayo se redujo el tamafio de los explantes de 1.0 a 0.5 cm,
separando el cormo del pseudotallo (Figura 1), con el propésito de evaluar si con
ésto se podrian eliminar puntos meristematicos pre-existentes y asi asegurar que

toda la brotacién obtenida fuera producto de regeneracion de novo.

Con esta reduccion del explante se presenté mayor oxidacion en respuesta a
los cortes (heridas) realizados, razon por la que se adiciond acido ascorbico al
medio de cultivo como antioxidante. También se observé que los explantes no
regeneraron brotes, debido a que los explantes murieron lentamente, por la
presencia de fenoles. Varios autores (Salazar y Surga, 1988; Taji et al., 2002)
comentan que es necesario tener en cuenta que existe un tamafio minimo del
explante, que depende de la especie y del objetivo que se persiga, por debajo del

cual no es facil lograr el establecimiento de los cultivos y que los explantes muy
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pequefios suelen requerir del empleo de medios de cultivo complejos. Con base en
estas observaciones se decidi6 montar los experimentos siguientes con explantes

de una longitud minima de 1 cm.
4.4 Experimento |. Evaluacién de cuatro citocininas ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23’

Los explantes del cv. ‘Enano gigante’ del tratamiento testigo formaron 8.7
brotes por explante, en tanto que con 4 mg L™ BA, se obtuvieron 10.1 brotes por
explante siendo el valor mas alto estadisticamente (Cuadro 3). La produccion de
raices por explante mas alta fue observada en el testigo (11.3), aunque con 2ip se
observaron 9.98, 10.03 y 10.06 raices por explante en las dosis 2, 1y 4 mg L™,
siendo estadisticamente iguales al testigo. El tratamiento con BA mg L™, fue el que
generd el menor niumero de raices (2.36). Respecto al nimero de hojas, este fue
similar en todos los tratamientos con un rango de 4.0 a 5.75 por explante. El testigo
y los tratamientos con 2ip, produjeron plantas mas grandes con una longitud entre
5.52 y 6.67, siendo estadisticamente iguales. Los brotes obtenidos Zea y Kin en las
dosis de 1 mg L* (4.8 y 5.0 cm de longitud, respectivamente) no fueron

estadisticamente diferentes.

En el cv ‘FHIA 23’, se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre las
concentraciones de BA probadas siendo 4 mg L™ la mejor (6.83 brotes por
explante) con respecto a las demdas concentraciones y el testigo (5.76 brotes). Los
explantes tratados con 2y 4 mg L™ de 2ip no produjeron brotes. El mayor nimero
de raices se obtuvo con 1, 2 y 3 mg L™ de este regulador (3.41, 2.81 y 3.85 raices
por explante). Dicha respuesta no mostré diferencias significativas con respecto a la
obtenida con 2 y 3 mg L™ de Kin (3.65 y 3.0 raices por explante). Las plantas
tratadas con 4 mg L' de zea, y 2y 4 mg L* BA no produjeron raices. Respecto al
namero de hojas por planta, se encontré6 que la mayoria de las dosis de Kin
produjeron méas de 3 hojas por planta, a excepcién de 1 mg L™ de Kin que indujo
2. 63 hojas.
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Cuadro 3. Numero de raices, hojas y brotes por explante y longitud de plantas

obtenidos con tratamientos citocinicos en banano cv. ‘Enano gigante’

Raices por  Longitud de Brotes por Hojas por

Dosis mg L™ explante (No.) planta (cm) explante (No.) explante (No.)

Testigo 11.33 a 5.58 a 8.70 a 471 a
2ip 1 10.03 a 5.52a 0 e 5.15a
2 9.98 a 5.65a 0 e 5.15a

3 9.03b 5.87a 0 e 5.26 a

4 10.06 a 6.67 a 0.08 e 5.75a
zea 1 6.90 c 4.88 a 0.01e 4.66 a
2 5.30c 431b 0e 4.06 a

3 6.33cC 450b 0.15e 4.60 a

4 4.28d 401b 0.18 e 443 a
BA1 5.46¢C 411b 4.61c 4.00 a
2 5.06 d 421b 6.15b 478 a

3 4.85d 3.98Db 5.21c 447 a

4 2.36e 3.43Db 10.10 a 4.35a
Kin 1 6.98 c 5.04 a 2.06d 4.8 a
2 5.60c 4.13b 2.23d 4.28 a

3 6.28 c 4.44 b 2.51d 4.08 a

4 6.13c 461b 2.78d 421 a

Significancia * * * Ns

?  Medias con letras distintas entre columnas son significativamente diferentes

(Tukey, p < 0.05). 2ip=2-isopenteniladenina, zea=zeatina, BA=Bencilaminopurina,

Kin=Kinetina.

Los tratamientos con 3 mg L* BA y 1y 3 mg L™ de 2ip produjeron también
mas de 3 hojas por explante siendo estadisticamente igual a los anteriores. De la
misma manera que para el nimero de hojas, la mayoria de los tratamientos de Kin

formaron las plantas mas grandes con una longitud de 3.18 a 3.91 cm, a excepcion
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del tratamiento con 1 mg L™ que tuvo una longitud de 2.30 y nuevamente 2ip (1y 3
mg L™) tuvo plantas con una longitud mayor a los 3 cm. La longitud en el testigo fue
de 1.89 cm.

Cuadro 4. Numero de raices, hojas y brotes por explante y longitud de plantas

obtenidos con tratamientos citocinicos en banano cv. ‘FHIA 23’.

Raices por
explante Longitud de Brotes por Hojas por
Dosis mg L™ (No.) planta (cm)  explante (No.) explante (No.)

Testigo 140 a 1.89b 576 b 2.63Db
2ip 1 3.41a 3.47 a 0.30 g 3.30a
2 28la 2.16Db 0 g 241D

3 3.85a 3.34a 0.10 ¢ 3.33a

4 133c 164c 0 g 1.85b
zea 1 0.41d 1.88b 0.20 ¢ 2.16Db
2 0.03d 1.58 ¢ 0.26 ¢ 1.98 b

3 0.03d 2.00b 0.67 ¢ 215D

4 0 d 1.58c 0.61 g 221Db
BA 1 0.10d 2.09b 3.98 c 2.20b
2 0 d 1.79b 523 b 2.35b

3 0.05d 254 Db 443 c 3.01la

4 0d 1.83b 6.83 a 2.08 b
Kin 1 1.75b 230Db 163 e 2.63Db
2 3.65a 391la 1.45 f 3.76 a

3 3.00 a 3.18 a 213 e 3.03a

4 1.95b 321a 2.23 e 3.35a

Significancia * * * *

? Medias con la misma letra entre columnas son similares estadisticamente (Tukey,
P 0.05). 2ip=2-isopenteniladenina, zea=zeatina, BA=Bencilaminopurina,

Kin=Kinetina.
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Los dos cultivares estudiados poseen una morfologia similar (Figura 5); no
obstante, los resultados obtenidos en ambos cultivares, indican que el potencial de
regeneracion y multiplicacién no es similar entre ellos; por ejemplo, Enano gigante
se propag6é mas facilmente en las diferentes concentraciones de citocininas que
FHIA 23. Las plantas de ‘Enano gigante’ producidas también fueron de mayor

tamano que las de ‘FHIA 23’ y éstas producen menor nimero de hojas.

‘Enano gigante’ ‘FHIA 23’

Figura 5. Diferencias morfogénicas entre genotipos ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23’

4.5 Analisis histoldgico de los brotes adventicios

Este estudio tuvo como finalidad identificar la procedencia y localizacién de
los brotes que se desarrollaron en cada tratamiento probado y se llevo a cabo
durante la fase de induccion de brotes de los cultivares ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23'.
Los cortes se efectuaron a partir de explantes cultivados en medio MS
suplementado con 1, 2, 3y 4 mg L™ de 2ip, zea, BA y Kin.
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Los resultados indican que en los dos genotipos estudiados las plantas se
regeneraron tanto de yemas axilares pre-existentes como brotes adventicios
formados de novo. En el caso de los brotes adventicios tuvieron su origen a partir
de puntos meristematicos localizados por debajo de la insercion de las primeras
hojas, mientras que los puntos meristematicos ubicados por arriba de éstas dieron

lugar a brotes axilares.

Li et al., (2006) estudiaron el origen histolégico durante la regeneracion de
plantas via organogénesis directa del banano ‘Williams’ y encontraron que la
mayoria de los brotes adventicios fueron obtenidos de la regidon cercana al
meristemo apical y mencionan que el origen fue multicelular a partir de capas de
células con una activa division celular en la epidermis de la axila de la hoja. Lo cual
no coincide con nuestros resultados, ya que en este estudio, estos brotes fueron
encontrados en la parte basal del explante (cormo). Por otro lado, en el mismo
cultivar propagado in vitro bajo diferentes dosis de BA, Ramirez et al., (2008),
mediante un estudio histolégico, mostraron la organizacién citohistol6gica de la capa
de la tunica del apice del brote, la cual mostré que es uniceriada en comparacion
con otros bananos como Dwarf Cavendish y Red Banana en los que la tunica

presenta dos y tres capas celulares respectivamente.

En ‘Enano gigante’ el uso de la cinetina en el medio de cultivo promovié la
formacion de brotes adventicios en todas las dosis utilizadas, no asi con las otras
citocininas y el testigo. La formacion de estos brotes varié dependiendo de la dosis
utilizada; con 1 mg L™ se obtuvieron 1.66 brotes adventicios; mientras que con 4 mg
L™, el nmero de brotes se incrementé hasta 5.33 mg L™; es decir, a mayor dosis

utilizada mayor formacion de brotes adventicios (Figura 6).
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Figura 6. Puntos meristematicos adventicios observados en cortes longitudinales de
explantes del cultivar ‘Enano gigante’, crecidos en distintas citocininas y
concentraciones de las mismas. Test= testigo, <2ip=2-isopenteniladenina,

zea=zeatina, BA=Bencilaminopurina, Kin=Kinetina.

En la Figura 7, se muestra los primordios que dieron lugar a los brotes adventicios,
estos emergian por debajo de la raiz en la parte del cormo. Estos puntos
meristematicos fueron observados en todas las dosis de Zea, kin, 2ipy BA (1, 2,3y
4 mg L™) evaluadas; siendo los tratamientos con cinetina los que formaron el mayor

ndmero.
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Figura 7. Corte longitudinal de un explante del cv. Enano gigante cultivado en

presencia de 4 mg L™ de kinetina. ad = puntos meristematicos adventicios

Resultados similares en la formacion de brotes adventicios se encontraron en
banano ‘FHIA 23’ con el tratamiento de kin; las dosis de 3y 4 mg L™ produjeron de
2.5 a 3 puntos meristematicos (Figura 8). En la misma figura, se aprecia que en los
tratamientos con Zea no hubo formacion de estos puntos en ninguna de las dosis
utilizadas. En ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23’ los primordios emergian por debajo de la
raiz (Figura 7y 9).
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Figura 8. Puntos meristematicos adventicios observados en cortes longitudinales de
explantes del cultivar FHIA 23, crecidos en distintas citocininas y concentraciones de
las mismas. Test= testigo, 2ip=2-isopenteniladenina, zea=zeatina,

BA=Bencilaminopurina, Kin=Kinetina.

Figura 9. Corte longitudinal de un explante del cv. FHIA-23 cultivado en presencia
de 4 mg L™ de kinetina. ad = puntos meristematicos adventicios.
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Respecto a los puntos meristematicos que dan origen a los brotes axilares,
en ‘Enano gigante’ se encontré que estos se formaron en todas las dosis de
citocininas evaluadas. BA a 3 y 4 mg L™ form6 el mayor nimero de puntos
meristematicos (4 y 7.7, respectivamente), en tanto que el tratamiento con 3 mg L™
de 2ip promovio la menor cantidad de estas estructuras (1.88), mientras que en el

testigo se formaron 3.66 puntos meristematicos (Figura 10).
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Figura 10. Puntos meristeméaticos axilares observados en cortes longitudinales de
explantes del cultivar Enano gigante, crecidos en distintas citocininas y
concentraciones de las mismas. Test= testigo, <2ip=2-isopenteniladenina,

zea=zeatina, BA=Bencilaminopurina, Kin=Kinetina.
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Figura 11. Corte longitudinal de un explante del cv. Enano gigante cultivado en

presencia de 4 mg L™ de BA. Ax = puntos meristematicos axilares.

En FHIA 23, se encontraron resultados similares a los de ‘Enano gigante’ en
la formacién de puntos meristematicos axilares (Figura 12), ya que en todos los
tratamientos se observé la formacion de estas estructuras; aunque en el tratamiento
con 4 mg L™ de BA se observé el mayor nimero de puntos meristematicos (5.77).
Por su parte, el testigo se formo6 hasta 2.11 puntos meristematicos axilares (Figura
13).

El estudio histoloégico permitio identificar y describir con mayor detalle la
ubicacion de puntos meristematicos que dan origen a brotes adventicios y axilares.
Los puntos meristematicos observados fueron formados por el efecto de las
citocininas evaluadas ya que estas promueven la division celular (citocinesis),
misma que conduce a la regeneracion in vitro de brotes (Kakimoto, 2003). No
obstante, las diferencias observadas entre los tratamientos, indican, que algunas

de las citocininas probadas tienen un mayor efecto que otras a una misma dosis.
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Figura 12. Puntos meristematicos axilares observados en cortes longitudinales de
explantes del cultivar FHIA 23, crecidos en distintas citocininas y concentraciones de
las mismas. Test= testigo, 2ip=2-isopenteniladenina, zea=zeatina,

BA=Bencilaminopurina, Kin=Kinetina.
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Figura 13. Corte longitudinal de un explante del cv. FHIA 23 cultivado en presencia
de 4 mg L™ de BA. ax = puntos meristematicos axilares. Acercamiento de centro

meristematico, parénquima con células lignificadas.
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V CONCLUSIONES

Es factible utilizar la técnica de cultivo de tejidos para la regeneracion in vitro
via organogénesis directa de novo de los cultivares ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23’ de

banano (Musa sp.).

Incluir 4 mg L™ de kin en el medio de cultivo indujo el mayor nimero de

brotes adventicios por explante, los cuales tuvieron la capacidad de formar plantas.

La capacidad morfogénética para formar brotes vegetativos fue expresada de

manera diferencial entre los cultivares de banano ‘Enano gigante’ y ‘FHIA 23’.

Los tratamientos que incluyeron 2ip no lograron inducir la formacién de brotes
cuando se redujo el tamafio del explante a 0.5 cm. El tamafio éptimo del explante es

de 1.0 cm centimetro y éste incluye pseudotallo y cormo.

Histologicamente se determind que los puntos meristematicos axilares se
desarrollan en la axila de las hojas, y los adventicios en la base del explante, a

partir del procambium.

El estudio histolégico mostré que el nimero de puntos meristematicos
axilares inducidos en ambos cultivares fue mayor en presencia de 4mg L™ BA, en
tanto que la mayor cantidad de puntos meristematicos adventicios se obtuvo con 4
mg L™ de kin.

Se puede concluir que para la transformacién genética las zonas de

crecimiento Utiles serian los puntos meristeméaticos adventicios que se inducen al

emplear 4mg L™ de Kin.
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VI RECOMENDACIONES

Dependiendo de la finalidad de la micropropagacion es importante tener en cuenta
gue la mejor respuesta en cuanto a la formacién de brotes adventicios se obtiene al
cultivar los explantes en 4 mg L™ de Kin; mientras que la proliferacién de brotes

ocurre con mayor frecuencia en un medio de cultivocon 4mgL*de BA.
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VIII APENDICE
1A. Efecto de citocininas en la induccién de puntos meristematicos adventicios y
axilares en Enano gigante. ANVA parcelas divididas y posteriormente disefo
completamente al azar por efecto de interaccion. Estudio histolégico.

Enano gigante
Puntos Adv. |Puntos Axil.
Citocinina Medias
Dosis mgL™

2ip
0 1.00 c 3.66 C
1 0.00 d 3.88 b
2 0.33 d 2.55d
3 0.77 d 188 e
4 1.10 c 277 d
zea
1 0.33 d 4.22 ¢
2 0.22 d 233 d
3 1.44 ¢ 3.00 d
4 0.66 d 4.22 ¢
BA
1 1.00 c 2.22d
2 1.00 ¢ 2.33d
3 1.00 c 433c
4 1.66 c 7.77 a
Kin
1 1.66 c 3.00d
2 233 ¢ 333 d
3 333 b 4.00 c
4 533 a 5.88 b

? Medias con la misma letra entre columnas son iguales estadisticamente
(Tukey, P 0.05).
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2A. Efecto de citocininas en la induccion de puntos meristematicos adventicios y
axilares en FHIA 23. ANVA parcelas divididas y posteriormente disefio

completamente al azar por efecto de interaccion. Estudio histolégico.

FHIA 23
Puntos Adv. | Puntos Axil.
Citocinina Medias
Dosis mgL™
2ip
0 0.66 ¢ 211c
1 0.00c 0.33d
2 0.00c 144c
3 0.11c 2.55¢c
4 0.77c 222c
zea
1 0.00c 155¢c
2 0.00c 222c
3 0.00c 3.33b
4 0.00c 3.44b
BA
1 0.00c 3.44 Db
2 0.00c 4.00 b
3 0.66 c 211c
4 0.33c 577 a
Kin
1 0.66 c 244 c
2 0.11c 255¢c
3 2.55b 3.55b
4 3.00 a 2.88Db

? Medias con la misma letra entre columnas son iguales estadisticamente
(Tukey, P 0.05).
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PESO

NOMBRE MARCA FORMULA # CATALOGO MOLECULAR CANTIDAD
Acido clorhidrico  Merck C(HCl)=1mol/1(1N) 1.09057 1000 ml.
Acido bérico Sigma H3BO3 B-0252 FW 61.83 1Kg.
Mol.
Acido nicotinico Merck CsHsNO, Art. 6817 Gew.123.11 25g¢r.
Bencilaminopurina Sigma B-6750 225.2 5gr.
Cloruro de calcio  Sigma CaCl,.2H,0 c-2536 FW 147.0 500 gr.
Cloruro de cobalto Sigma CoCl,.6H,0 c-2911 FW 237.9 100 gr.
EDTA Merck Ci0HN;Na05.2H,0  art.8418 372.24 500 gr.
Fosfato de potasio J:T: Baker KH,;POq4 3246-01 PM 136.09 500 gr.
Glicina Merck C,HsNO, 1.04201.0100 M=75.07 100 gr.
Hidréxido Merck Na 1.06498.0500 40 gr.
loruro de potasio  Sigma Kl P-5686 FW 166.0 100 gr.
Phyto
Kinetina technology CioHgNSO K 750 5 mg.
Mio-inositol Sigma CeH12056 ene-11 FW 180.2 100gr.
Molibdato de
sodio Merck Na,Mo0QO, 2H,0 1.06521 M 241,95 100 gr.
FW/PM
Nitrato de amonio Caledon NH4sNO; C-1460-1 80.04 500 gr.
Nitrato de potasio High Purity KNO3 N. 1150 P.M. 101.10 500 gr.
Piridoxina sigma CgH11NO3.HCI P-8666 FW 205.6 25 gr.
Sulfato de cinc Merck ZnS0,4.7H,0 888.3 287.54 g/mol 1 Kg.
Sulfato cuprico sigma CuS0,.5H,0 c-3036 FW 249.7 250 gr.
Sulfato ferroso J.T.Baker FeS0,.7H,0 2070-05 pm 278.02 2.5 kg.
Sulfato
manganoso Merck MnSO4 H,0 1.05941.0250 M 169.02 250 gr.
Sulfato de
manganesio sigma MgS0,4.7H,0 M-7774 FW 246.5 1Kg.
M 337,27
Tiamina Merck C12H18C|12N4OS.XH20 108,181 g/mol 25 gr.
Phyto
Thidiazuron technology CgHgN4O5 T888 FW 220.2 100 gr.
Phyto
Zeatina technology CioH13N50 z 125 FW 219.25 50 gr.
2ip sigma Ci0H13N5 D5912 203.2 1gr.
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