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Resumen

El objetivo del trabajo fue evaluar los efectos del carbén activado y las condiciones de oscuridad inicial
sobre la propagacion in vitro de banana (Musa spp.) variedad Nanicdo. Fueron empleados 64 dpices prove-
nientes de hijuelos de 20 - 30 cm. Los tratamientos consistieron en la combinacion de dos concentraciones
de carbon activado (2 y 3 g/l) y dos condiciones de oscuridad inicial (15 y 30 dias). El disefio experimental
utilizado fue completamente al azar con arreglo factorial 2 x 2 y cuatro repeticiones. Cada unidad experi-
mental estuvo constituida por cuatro apices. Las variables evaluadas fueron la tasa media de multiplicacion,
el porcentaje de supervivencia, oxidacion, contaminacién y aclimatizacion de plantulas. El analisis estadis-
tico consistio en el ANAVA con un nivel de significancia del 5 %. Las medias fueron comparadas a través
del test de Tukey al 5 % de probabilidad. Los resultados mostraron que la combinacion de 2 g/l de carbén
activado y 15 dias de oscuridad inicial promovié el mayor porcentaje de supervivencia del primer subcul-
tivo que alcanzo 57,30 %. En la fase de establecimiento el porcentaje de contaminacién de los apices de
39,06 % mientras que en el primer subcultivo de 22,39 %. La oxidacion en la fase de establecimiento fue
de 9,37 % y en el primer subcultivo fue de 8,85 %. Se concluye que la combinacién entre la concentracion
de 2 g/l de carbdn activado y 15 dias de periodo de incubacion inicial resulta efectiva en el aumento de la
supervivencia de los apices.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the effects of activated charcoal and the initial darkness conditions
in the propagation in vitro of banana (Musa spp.) variety Nanicdo. Were employed 64 apexes coming from
shoots of approximately 20 to 30 cm. The treatments consisted in the combination of two concentrations
of activated charcoal (2 and 3 g/l) and two initial dark conditions (15 and 30 days). The experimental design
went completely randomized with 2 x 2 factorial arrangement and four replications. Each experimental unit
consisted of four apexes. Statistical analysis consisted ANOVA with significance level of 5 %. The variables
were the average rate of multiplication, survival percentage, oxidation, contamination and acclimatization of
plantlets. Means were compared by Tukey test at 5 % of probability. The results showed significant differen-
ce in the interaction between the concentration of 2 g/l of activated charcoal and 15 days of initial darkness
at the survival percentage from the first subculture which reached 57.30 %. In the establishment phase the
percentage of contamination of the apexes was 39.06 % while that in the first subculture was 22.39 %. The
oxidation in the establishment phase was 9.37 % and in the first subculture was 8.85 %. It is concluded the
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interaction between the concentration of 2 g/l of activated charcoal and 15 days of initial incubation period
is effective in increasing survival.

Key words: Musa spp, banana, survival, in vitro multiplication.
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Introduccién

La banana (Musa spp.) presenta un fruto de gran aceptaciéon en el mercado nacional como interna-
cional y proporciona una fuente importante de mano de obra para los habitantes de los diferentes
departamentos involucrados en su produccién como San Pedro y Caaguazu, Paraguay. Debido a que
la mayoria de las variedades comerciales de banana no producen semillas, su propagacion se realiza
extrayendo del campo los propagulos. No obstante, esta actividad conlleva diferentes problemas fito-
sanitarios ya que los patégenos se diseminan de una plantacién a otra, no garantizando la productivi-
dad y la sanidad de las mismas, otro de los problemas que se presentan con esta actividad es la lentitud
de la propagacion y la baja tasa de multiplicacion obtenida en el campo.

En este sentido, la practica e implementacion del cultivo de dpices de banana es una técnica que faci-
lita la obtencion de plantulas de calidad y libre de patégenos, ofreciendo de igual manera uniformidad
en la produccion y mayor peso de racimos, ya que las plantas son seleccionadas por sus altas carac-
teristicas productivas. Otra de las ventajas de este método de propagacion referente al convencional
es la posibilidad de obtener gran cantidad de plantines en un espacio fisico reducido y en un corto
periodo de tiempo. De ahi, la importancia de realizar trabajos o experiencias que lleven a dilucidar las
incognitas referentes a esta practica. El objetivo del trabajo fue evaluar los efectos del carbén activado
y las condiciones de oscuridad inicial sobre la propagacion in vitro de banana (Musa spp.) variedad
Nanicao.

Materiales y métodos

El experimento se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Biologia de
la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncién en San Lorenzo, Paraguay.

Se utilizaron 64 dpices provenientes de hijuelos de 20 - 30 cm de altura de la variedad Nanicdo (AAA)
seleccionados en base a sus sobresalientes caracteristicas productivas (nimero de manos por racimo
y peso del racimo, que en promedio fue de 26 kg). Posteriormente, se procedié a la eliminacion en
campo del pseudotallo a una altura aproximada de 10 cm por encima de la insercién de las hojas en el
cormo basal y de las raices hasta que se observen los tejidos blancos internos. El aislamiento y cultivo
de apices consistio en la remocion de la base externa de las hojas del pseudotallo y los tejidos blan-
cos de la base del cormo (24 horas después de su recoleccion), hasta obtener aproximadamente un
cono de 6 cm (longitud total del apice desde su base hasta la parte distal) que preserve el meristema
central y colocar el mismo en una solucién de acido ascérbico (100 mg/l) en tanto se reducian todos
los apices, conservando cerca de 1 cm? de tejido del rizoma. Posteriormente, el material se someti6 a
un procedimiento de desinfeccion por 20 minutos con hipoclorito de sodio al 5 % para luego introdu-
cirlo en condiciones de asepsia en donde se realizaron tres enjuagues de cinco minutos cada uno, con
agua destilada estéril. A continuacién, con la ayuda de una lupa estereoscopica se realizé una primera
reduccién del material, conservando siempre un minimo del tejido de rizoma para poder manipular
facilmente el apice. Seguidamente, se realizé una segunda desinfeccién del cono superficialmente con
hipoclorito de sodio al 5 %, adicionado con dos gotas de Polisorbato 20, durante 10 minutos y luego
enjuagarlo tres veces con agua destilada estéril. A continuacion, se procedio6 a eliminar los primordios
adyacentes hasta obtener un tamano final del explante de 1,5 - 2 cm. Inmediatamente, se cultivaron
16 apices en medios MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementados con 2 y 3 g/l de carbén activado
(CA) y puestas a oscuridad inicial de 15 y 30 dias dependiendo del tratamiento. A los 45 dias del esta-
blecimiento, el material que no presenté contaminacion y oxidacién aparente fue multiplicado. Se rea-
liz6 1 subcultivo luego de 22 dias; también se procedié a la aclimatizacion de las plantulas generadas
utilizando para tal efecto vermiculita y sustrato consistente en una mezcla de suelo agricola y estiércol
vacuno en proporciones 1:1, ambos previamente autoclavados. Las plantulas de aproximadamente 6
a 7 cm de longitud y que presentaron buen desarrollo tanto aéreo como radicular fueron extraidos de
los frascos, se retir6 el exceso del medio de cultivo de las plantulas y a continuacién fueron plantadas
bajo fotoperiodo constante de 16 horas luz. Las plantulas fueron irrigadas con un pulverizador manual
e introducidas en una bolsa de polietileno, de esa manera se mantuvo al maximo la humedad relativa.

Micropropagacién de banana variedad Nanicdo

| Kionota

41



Se evalué la tasa media de multiplicacion, el porcentaje de supervivencia, oxidacion, contaminaciéon y
aclimatizacion de plantulas. El diseno experimental utilizado fue completamente al azar con arreglo
bifactorial 2 x 2 y 4 repeticiones. Los tratamientos consistieron en la combinacién de dos factores:
Factor A, dos concentraciones de carbon activado, 2 y 3 g/l y Factor B, dos condiciones de oscuri-
dad inicial, 15 y 30 dias, totalizando 16 unidades experimentales. Cada unidad experimental estuvo
compuesta por 4 apices. Los datos obtenidos fueron sometidos a ANAVA (Andlisis de Varianza) y las
medias fueron comparadas con la prueba de Tukey al nivel de 5% de probabilidad.

Resultados y Discusién

Tasa media de multiplicacion

No se detectaron diferencias estadisticas significativas en el nimero de brotes del primer subcultivo
en funcion a las concentraciones de carbén activado, 2 y 3 g/, y los periodos de incubacion inicial,
15 y 30 dias respectivamente y la interaccion de factores; registrandose una media de 1,46 brotes por
explante, tal como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Tasa media de multiplicacién de los dpices expuestos a concentraciones de 2y 3 g/l de carbén activadoy a
15y 30 dias de oscuridad inicial.

15 dias de oscuridad 30 dias de
inicial oscuridad inicial
2 g/l de carbén activado 1,75aA 2,12aA
3 g/l de carbén activado 0,5aA 1,5aA
Media 1,46
C.V. 27,52

Medias seguidas de la misma letra maytscula en la columna y mindscula en la fila, no difieren entre si por la prueba de Tukey al 5
% de probabilidad de error.

En lafigura 1, se observa que no habiendo diferencias estadisticas significativas la combinacién de 2g/I
de carbén activado y 15 dias de oscuridad inicial generé 26 brotes. En cuanto a la combinacion de la
concentracion de carbén activado y condiciones de oscuridad se registré que con 2 g/l de carbén
activado y 30 dias de oscuridad inicial se obtuvo 22 brotes.
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. Cantidad total obtenida de brotes de banana (Musa spp.) al término del primer subcultivo expuestos a 2
le carbdn activado y a 15 y 30 dias de oscuridad inicial.
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Durante el primer subcultivo se observo la formacién de raices en los explantes. Segin Oliveira & Silva
(1997), el enraizamiento no es benéfico pues consume reserva que podria ser utilizada para la produc-
cion de brotes. La formacion de brotes ocurrié solo durante el cultivo en el medio de multiplicacion
(suplementado con 4 mg/l de bencilaminopurina), y no en el medio de establecimiento. La relativa-
mente baja concentracion de bencilaminopurina (BAP) en el medio de establecimiento asi como la
concentracion de citoquinina enddgena, juntos con la presencia de altos niveles de acido indolacético
(AlIA) en el tejido, son los involucrados en la ausencia de formacién de brotes laterales (Zaffari, 2001).

Porcentaje de dpices supervivientes

En relacion al porcentaje de dpices supervivientes en el primer subcultivo (tabla 2), el analisis esta-
distico no se detectaron diferencias significativas en la respuesta de los apices a las concentraciones
de carbén activado y las condiciones iniciales de oscuridad, aunque existio diferencia significativa en
la interaccion entre factores, verificindose que la combinacion de 2 g/l de carboén activado y 15 dias
de oscuridad inicial promovié el mayor porcentaje de supervivencia que fue de 57,30%. Esto pudo ser
consecuencia de la disminucion de la contaminacion y la oxidacion de compuestos fendlicos. Oliveira
(2010) obtuvo valores superiores a los de este experimento con 87,50% de explantes sobrevivientes
al final del primer subcultivo. Por su parte, Hernandez (2001) obtuvo resultados superiores alcanzando
porcentajes de supervivencia en el primer subcultivo de entre 45,46% hasta el 100% en diferentes
lineas comerciales de banana.

Tabla 2. Porcentaje de apices sobrevivientes en el primer subcultivo expuestos a 2 y 3 g/l de carbén activadoya 15
y 30 dias de oscuridad inicial.

Concentracion de carbon 15 dias de oscuridad 30 dias de Media concentracion
activado inicial oscuridad inicial de carbon activado
2 g/l de carbon activado 57,30aA 21,87aA 39,58A
3 g/l de carbon activado 4,17aB 41,67aA 22,92A
Media oscuridad inicial 30,73a 31,778
D.M.S. 36,19
C.V. (%) 25,32

Medias seguidas de la misma letra mayuscula en la columnay mindscula en la fila, no difieren entre si por la prueba de Tukey al 5%
de probabilidad de error.

Porcentaje de &pices con signos de oxidacién

En la fase de establecimiento no existieron diferencias estadisticas significativas entre las concentracio-
nes de carbon activado como tampoco entre las condiciones de incubacion inicial. La tabla 3 ilustra
los resultados obtenidos.

Al medio de cultivo de Murashige & Skoog se anadio carbon activado para intentar favorecer el con-
trol de la oxidacion fendlica y confirmado por Roca & Mroginski (1991), quienes manifiestan que el
carbon activado se ha usado, para superar problemas especificos de oxidacion los cuales se asocian
con el cultivo de tejidos en musaceas.

Moreno et al. (2007), afirman que existié una respuesta positiva entre la oscuridad inicial y la adicién
de carbon activado al medio de cultivo, y concluyen que el uso del carbén activado como soporte
catalitico en la oxidacion del fenol resulta positivo y competitivo ante otros materiales porosos emplea-
dos bajo las mismas condiciones.

El andlisis estadistico del porcentaje de oxidacion en el primer subcultivo tampoco presento diferencias
estadisticas significativas entre las concentraciones de carbén activado y las condiciones de incuba-
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cion inicial; tampoco se registré interaccion entre ambos factores, tal como se registra en la tabla 4. En
el primer subcultivo se pudo constatar la presencia de oxidacion en todos los tratamientos, esto podria
deberse a la remocién del carbén activado del medio de cultivo debido a la interaccién negativa del
carbén activado con la hormona bencilaminopurina.

Tabla 3. Porcentaje de meristemas con signos de oxidacién en la fase de establecimiento expuestos a
concentraciones de 2y 3 g/l de carbén activado y a 15y 30 dias de oscuridad inicial.

15 dias de Oscuridad 30 dias de
Inicial Oscuridad Inicial
2 g/l de Carbon Activado 6,25aA 0aA
3 g/l de Carbon Activado 25aA 6,25aA
Media 9,37
C.V. 12,34

Medias seguidas de la misma letra maytscula en la columna y mindscula en la fila, no difieren entre si por la prueba de Tukey al 5
% de probabilidad de error.

Tabla 4. Porcentaje de meristemas con signos de oxidacién en el primer subcultivo expuestos a concentraciones de
2y 3 g/l de carbén activado y a 15y 30 dias de oscuridad inicial.

15 dias de oscuridad 30 dias de Media concentracion de
inicial oscuridad inicial carbon activado
2 g/l de carbén activado 9,37aA 9,37aA 9,37A
3 g/l de carbén activado 4,17aA 12,50aA 8,33A
Media oscuridad inicial 6,77a 10,93a
D.M.S. 18,77
C.V. (%) 15,84

Medias seguidas de la misma letra mayuscula en la columna y mindscula en la fila, no difieren entre si por la prueba de Tukey al 5

% de probabilidad de error.

Porcentaje de dpices con signos de contaminacién

El porcentaje de apices con signos de contaminacién no presenté diferencias significativas en la fase
de establecimiento y el primer subcultivo en funcién a los factores, tampoco en la interaccién.

En la fase de establecimiento se observé que la combinacion de 3 g/l de carbon activado y 15 dias de
oscuridad inicial promovié 56,25% de contaminacion, siendo la mas elevada, seguida del tratamiento
con 3 g/l de carbon activado y 30 dias de oscuridad inicial. Las contaminaciones fueron aparentemen-
te por bacterias en su gran mayoria presentando una coloracion blanquecina o crema y en algunos ca-
sos por hongos. Estos resultados en cierta forma coinciden con los porcentajes obtenidos por Oliveira
etal. (2008), en los cuales obtuvo valores de entre 39,30% y 19,50% en cuatro diferentes cultivares de
Musa spp. Pereira et al. (2003), mencionan que a pesar de que las contaminaciones flngicas también
ocasionan importantes pérdidas materiales; las de origen bacterianas son las mas serias, en razén de
su dificil deteccion inicial, ya que pueden ser transferidas de un material a otro durante los sucesivos
subcultivos. A diferencia de la contaminacion bacteriana, la fingica puede ser verificada facilmente
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a lo largo de los subcultivos, y es generalmente ocasionada por una inadecuada manipulacion de las
condiciones asépticas.

En el primer subcultivo se evidencié la presencia de contaminacién en todos los tratamientos, sin em-
bargo se comprob6 una reduccion del porcentaje de contaminacion en comparacion a la fase de esta-
blecimiento, obteniéndose el menor valor con 2 g/l de carbon activado y 15 dias de oscuridad inicial
que fue de 8,32% (figura 2). Lima & Moraes (2006) y Oliveira et al. (2008), verificaron de igual manera
que las tasas de contaminacién mas elevadas son de origen bacteriana y la fase mas susceptible de
este tipo de contaminacion es en el establecimiento in vitro, con tendencia a reducir a medida que van
siendo realizados los subcultivos independientemente del cultivar a ser utilizado.
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Figura 2. Porcentaje de contaminacién en la fase de establecimiento y el primer subcultivo expuestos a concentra-
cionesde 2y 3 g/l de carbén activado y a 15y 30 dias de oscuridad inicial.

Aclimatizacién de plantulas

Una vez concluidas las evaluaciones, se procedi6 a la aclimatizacién de las plantulas a manera de
observar la supervivencia de las mismas en condiciones ex vitro. Durante el proceso de aclimatizacion
se observé una supervivencia del 100% de las plantulas. Campelo et al. (2010), obtuvieron 97% de
supervivencia de las plantulas a la fase de aclimatizacion. Castillo (2004) hace mencién a que en el
momento en que se extraen las plantulas de los frascos, estan poco adaptados a crecer en un inver-
nadero, ya que estos explantes han enraizado y crecido en ambientes con una humedad relativa muy
elevada y generalmente tienen estomas que no son completamente funcionales frente a descensos
de la humedad relativa, y por lo tanto demasiado lentos para evitar la desecacion del explante. Por
otra parte, crecer en ambientes tan hdmedos también suele implicar la falta de una cuticula con cera
bien desarrollada, que representa la barrera fisica para evitar la pérdida de agua a lo largo de toda la
superficie de la planta.

Conclusiones

En las condiciones del experimento se concluye que la suplementacion de carbon activado al medio
de cultivo MS y las condiciones de oscuridad inicial no favorecieron la propagacién in vitro de banana
(Musa spp.) variedad Nanicao al no encontrarse diferencias significativas entre los tratamientos aplica-
dos.
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