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EFECTO DE LA DESINFECCION CON HIPOCLORITO DE SODIO Y MULTIPLICACION
CON BENCILAMINOPURINA EN Musa spp.

Effect of disinfection with sodium hypochlorite and multiplication with
benzylaminopurine on Musa spp.

Beatriz Mamani-Sanchez!; Maximo Lucio Nova-Pinedo?; Hugo Bosque-Sanchez®

RESUMEN

Dentro de la familia de las Musaceas, el género Musa ha adquirido importancia en la alimentacion a nivel mundial,
ya sea por el consumo directo (fruta) o indirecto (previa coccién) como es en caso de Bolivia, sin embargo por
cambio de actividades agroecondémicas este rubro esta siendo afectado, y tambien carecen de un mecanismo de
regeneracion de los plantines libre de enfermedades. El presente estudio tuvo como objetivo estandarizar la
desinfeccién de hijuelos de Gran enano (banano) y Harton (platano) con diferentes concentraciones de hipoclorito
de sodio (NaClO) e inducir la multiplicacién con la aplicacion de bencilaminopurina. Los hijuelos de ambas
variedades fueron sometidas a dos tiempos de desinfeccién, el primero consistié en seleccionar los hijuelos de 10
a 12 cm de longitud y sumergirlas en hipocloriro de sodio al 8 % durante 12 min y posteriormente, se dividio en dos
grupos para la segunda desinfeccion de 2 y 4 % con hipoclorito de sodio durante 7 min, luego fueron enjuagadas y
sembradas en el medio Murashige y Skoog (MS) con 2 mg L* BAP (bencilaminopurina) + 1 mg L™* ANA (acido
naftalenacético). En la fase de multiplicacion los brotes se sembraron en medios de cultivo (MC1 =MS +2.5mg L*
BAP + 1 mg Lt ANA) y (MC2 =MS +5 mg L? BAP + 1 mg L' ANA). Se determind que la combinacion de una
primera y segunda desinfeccion 8 y 4 % de NaClO desinfecté un 80 % en Gran enano y 40 % en Harton
respectivamente. En la fase de multiplicacion se determiné que el medio de cultivo MS suplementado con 5 mg L
de BAP favoreci6 en la formacion de 8 brotes en banano en ambas variedades.

Palabras clave: cormos o hijuelos, explante, micropropagacion, Musa spp., oxidacion fendlica.

ABSTRACT

Within the Musaceae family, the Musa genus has acquired importance in food worldwide, either by direct
consumption (fruit) or indirect (after cooking) as in the case of Bolivia, however by changing agro-economic activities
this item is being affected, and also lack a mechanism for regeneration of seedlings free of diseases. The objective
of the present study was to standardize the disinfection of Gran enano (banana) and Harton (plantain) seedlings with
different concentrations of sodium hypochlorite (NaClO) and to induce multiplication with the application of
benzylaminopurine. The hyphal shoots of both varieties were subjected to two disinfection times, the first consisted
of selecting the 10 to 12 cm long hyphal shoots and immersing them in 8 % sodium hypochlorite for 12 min and
subsequently, were divided into two groups for the second disinfection of 2 and 4 % with sodium hypochlorite for 7
min, then rinsed and seeded in Murashige and Skoog (MS) medium with 2 mg L BAP (benzylaminopurine) +
1 mg L' ANA (naphthaleneacetic acid). In the multiplication phase, the shoots were sown on culture media
(MC1=MS +25mg L?BAP +1 mg L* ANA) and (MC2 =MS + 5 mg L' BAP + 1 mg L"* ANA). It was determined
that the combination of a first and second disinfection with 8 and 4 % NaClO disinfected 80 % in Gran enano and
40 % in Harton, respectively. In the multiplication phase, it was determined that the MS culture medium supplemented
with 5 mg L of BAP favored the formation of 8 banana shoots in both varieties.

Keywords: corms or tillers, explant, micropropagation, Musa spp., phenolic oxidation.
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INTRODUCCION

Musa spp. es uno de los cultivos importantes en mas
de 120 paises y se encuentra ampliamente distribuido
en las regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo, el estimado de la produccion es de 88 millones
de toneladas al afio con un &rea calculada de siembra
de 10 millones de hectéreas, cuyo fruto contribuye de
manera significativa en la seguridad alimentaria (Gosh
et al., 2009; Shapira et al., 2009). Los frutos del platano
son altamente energéticos, sus carbohidratos son
facilmente asimilables por el organismo, el fruto esta
compuesto principalmente de agua, carbohidratos,
proteinas y grasas, ademds es rico en vitamina A, B,
C, E y minerales, debido a esto se ha convertido en un
producto de alta demanda en la alimentacién mundial
(Lépez, 1989). Posee diferentes usos entre los que se
destacan el medicinal, produccién de alcohol y como
fuente de fibra (INIBAP, 2001; INIBAP, 2002).

En Bolivia, el banano y platano se producen
principalmente en los departamentos de La Paz,
Cochabamba, Santa Cruz, Beni y Pando. El banano es
un cultivo abundante en la zona de Caranavi y Alto
Beni (La Paz) y la region de Chapare (Cochabamba) y
en norte del pais (MDRyT, 2011).

La carencia de material de alta calidad es uno de los
factores que limitan el buen desarrollo de las
plantaciones de platano y banano. Generalmente la
forma convencional de propagacién de Musa, es a
través de cormos o hijuelos, esta forma de propagacion
genera plantas idénticas a la planta madre y si se van
realizando consecutivamente esta actividad ocasiona
desventajas en la produccion debido a la acumulacién
de enfermedades fungicas, bacterianas y virales, lo
cual se manifiesta posteriormente con una reduccién
en la produccion. Ademas, este método de produccién
convencional es mas laborioso y menos eficiente ya
que solo se pueden obtener de 5 a 10 hijuelos por
planta en un afio y los campos de produccién estan
expuestos a diferentes enfermedades (Rahman et al.
2004).

Con el avance de las herramientas biotecnolégicas a
traves del uso de cultivo de tejidos en la
micropropagacion clonal in vitro de muséaceas, ha
permitido la produccién masiva de plantas sanas, libres
de hongos, nematodos, bacterias y ademas la
multiplicacion rapida de genotipo de gran importancia
econdmica en areas relativamente pequefias,
permitiendo tener poblaciones uniformes con alto
rendimiento por hectérea. La multiplicacion in vitro ha

permitido la reproduccion masiva de la especie para
plantaciones comerciales, asi como, la conservacion de
germoplasma. La micropropagacién, consiste en
cultivar un segmento de tejido vegetal con potencialidad
de diferenciacion bajo condiciones asépticas (dentro de
una camara de flujo laminar), proporcionandole
artificialmente condiciones fisicas (luz) y quimicas
(medios de cultivo, pH) para su crecimiento y desarrollo.

La propagacion de Musa a través de cultivo in vitro es
una técnica que ha sido reportado por varios trabajos
utilizando diferentes explantes y métodos de
regeneracion  organogénica (Torrico, 2004) vy
embriogénica somatica (Aguilar et al., 2008). Hasta
alcanzar altas tasas de produccién mediante sistemas
de inmersién temporal (Alvard et al., 1993; Colmenares
y Giménez, 2003). En todo el proceso de Ia
micropropagacion, una de las limitantes para la
propagacion in vitro de Musa son las altas tasas de
contaminacion en los explantes en la fase de
establecimiento del cultivo, debido principalmente a
contaminacion endégena, acentuada en zonas
tropicales, donde las condiciones de alta temperatura y
pluviosidad hacen que los microorganismos patégenos
encuentren un hospedero ideal (Ortega, 2010).

En este sentido, en el presente trabajo de investigacion
tuvo como objetivo la estandarizacién del proceso de
desinfeccion de explantes de banano y platano con
distintas concentraciones de hipoclorito de sodio
(NaClO), y determinar el medio de cultivo adecuado
para la multiplicacién in vitro a diferentes
concentraciones bencilaminopurina en condiciones de
laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio estuvo dividido en dos fases, una
correspondiente a la colecta del material vegetal (fase
de campo) y el trabajo de cultivo in vitro en condiciones
de laboratorio.

Colecta de material vegetal: Los hijuelos fueron
obtenidos de la Estacion Experimental Sapecho
dependiente de la Facultad de Agronomia, Universidad
Mayor de San Andrés (Figura 2), donde se identificaron
genotipos de banano de la variedad Enano gigante y de
platano de la variedad Harton. De la poblacion
disponible se seleccionaron 50 individuos elites a ser
propagados en funcién a sus rendimientos, indicados
por los técnicos de la Estacion Experimental Sapecho y
gque no presenten enfermedades, este (ltimo para
minimizar riesgos de contaminacion en condiciones de
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laboratorio. Los hijuelos colectados tuvieron una altura
comprendida entre 20 a 25 cmy un diametro de 18 cm.
Posteriormente, se realizaron el deshojado vy
eliminacion de las raices hasta reducirlo
aproximadamente a 10 a 15 cm de longitud, a la vez
fueron sometidos al lavado con abundante agua y
seguidamente almacenados en un pack atemperado
hasta su llegada a las instalaciones del laboratorio.

La fase de laboratorio se realizé en las instalaciones
del laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Carrera
de Biologia de la Facultad de Ciencias Puras y
Naturales de la Universidad Mayor de San Andrés. Los
hijuelos fueron deshojados y lavados en una solucién
jabonosa y enjuagadas con bastante agua de grifo,
seguidamente, fueron desinfectados en funcion a la
metodologia recomendada por Torrico (2004) que
sugiere hacer una doble desinfeccion, la primera
desinfeccién consiste en recortar los explantes en
tamafio de 10 a 12 cm de longitud de diametro de
aproximadamente 8 a 9 cmy sumergirlos en hipoclorito
de sodio al 8 % durante 12 minutos.

En la segunda desinfeccion (Figura 2) se varid las
concentraciones de hipoclorito de sodio de 2 y 4%
durante 7 minutos, después fueron enjuagadas tres
veces con agua destilada dentro de la camara de flujo
laminar y se redujo de tamafio el explante de
aproximadamente 2 cm de altura por 1 cm de didmetro,
finalmente fueron sembradas en el medio de cultivo
Murashige y Skoog (MS) (1962) con 2 mg L BAP
(bencil amino purina) + 1 mg L' ANA (acido naftalen
aceético).

Para los explantes de platano (Hartén) adicionalmente,
al medio basal MS se suplementd con y sin un agente
antimicrobiano denominado PPM (Plant Preservative

Mixture) a una concentracion de 0.5 ml L Esta
situacién se consider6 debido a que al realizar los
cortes en campo de los hijuelos presentaban un liquido
de color crema y algo fétido (ver Fig 1).

Figura 1. Hijuelos con presencia de contaminacion bacteriana.

Por otra parte, los explantes de banano y platano por
presentar fenoles fueron repicados cada 15 dias hasta
la regeneracion de un primordio foliar.

Durante esta fase se evalué el porcentaje de
contaminaciéon flngica y bacteriana, ademas del
porcentaje de sobrevivencia y grado de oxidacién. Para
la induccidon a la multiplicacion in vitro, los brotes
establecidos fueron sembrados en dos diferentes
medios de cultivo (MC1=MS + 2.5 mg L* BAP + 1
mg L ANA) y (MC2=MS + 5 mg L* BAP + 1 mg L*
ANA). Las condiciones en las que permanecieron el
cultivo dentro de la camara de crecimiento tenia un
fotoperiodo de 16/8 horas luz y oscuridad, una
temperatura de 20+2°C y una exposicién luminica de
1500 lux.
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Seleccion de plantas donadoras de la Estacion Experimental
Sapecho

Reduccion de tamafio de los hijuelos

Enjuague de explantes

Primera desinfeccion de explantes al
8 % con hipoclorito de sodio

Siembra de los explantes en medios de cultivo

e
mm\\\l\numuw
1\unmui

Segunda desinfeccion de explantes al
2 % con hipoclorito de sodio

Explante transferido a la
sala de crecimiento

Figura 2. Procedimiento de colecta y desinfeccion de explantes de Musa spp.

Para evaluar el efecto de los medios de cultivo en la
multiplicacion se realizé una prueba de T-student, con
12 repeticiones por tratamiento en el programa
estadistico InfoStat version 2018. Para las variables de
porcentaje de sobrevivencia, contaminacion y
oxidacion, fueron evaluadas en una tabla de
frecuencias.

RESULTADOS Y DISCUSION

Introduccidén de los explantes de banano y platano
a condiciones in vitro

En términos absolutos se evidencié que los explantes
de banano de la variedad Enano gigante que fueron
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sometidos a 2 % de hipoclorito de sodio en la segunda
desinfeccion presentaron 60 % de sobrevivencia, el
porcentaje restante se contamind con hongos y
bacterias (Figura 3). Sin embargo, al incrementar la
concentraciéon al 4 %, presentaron un 80 % de
explantes sin ninguna contaminacion (Figura 4). Con
respecto, a la respuesta obtenida de los explantes de
platano de la variedad Harton que estuvieron
expuestos a una concentracién del 2 % de hipoclorito
de sodio, en la segunda desinfeccion, todos
presentaron contaminacion bacteriana, mientras para
una concentracion del 4 % se obtuvo un 20 % de
explantes sin contaminacion.

Figura 3. Explante contaminado con hongos y bacteria.

Figura 4. Explantes establecido en condiciones in vitro.

En ambas variedades se observé que por la naturaleza
del cultivo tienen tendencia a oxidarse (Figura 5) y este
hecho también se incrementé debido a la aplicacion del
uso de altas concentraciones de hipoclorito (4 %) en la
segunda desinfeccion. Como medida para evitar la
pérdida de los explantes establecidos se realizo
repiques cada 15 dias ya que, la oxidacién es uno de
los factores enddgenos del material vegetal que afecta
en establecimiento a condiciones in vitro. Al respecto,
Jiménez (1999) sefiala que los fenoles son fitotdxicos
durante el cultivo de tejidos y se constituyen en un

serio problema para el cultivo in vitro. Si no se controlan
los fenoles pueden provocar la muerte de los explantes.
Para contrarrestar sus efectos se emplean sustancias
antioxidantes como acido citrico y ascorbico, y carboén
activado y se recomienda realizar refrescamiento de
medio de cultivo.

Figura 5. Explantes con presencia de oxidacion fendlica.

El hipoclorito de sodio es un desinfectante comin en la
desinfeccion de explantes de bananos (Méndez et al.,
1996; Muhammad et al., 2004). La doble desinfeccién
es un método aplicado por varios investigadores, donde
la primera desinfeccibn esta dado por una fuerte
concentracion o prolongada desinfeccién y seguido de
una segunda desinfeccion a una reducciéon de la
concentracion o cambio de agente desinfectante
(Rahman et al., 2004; Madhulatha et al., 2004). En el
presente estudio, los explantes de las variedades
(Hartén y Enano gigante) fueron desinfectados por una
doble desinfeccién, este procedimiento favorece a una
desinfeccion méas adecuada, ya que el material vegetal
(cormos) se encuentra enterrada en el suelo y estan
expuestas a una mayor contaminacion, por lo que es
necesario aplicar una fuerte concentracion (al 8 % de
cloro comercial) y seguido de una desinfeccion reducida
de acuerdo a lo recomendado por Torrico (2004). Esta
combinacion de desinfectante 8 y 4 % respectivamente
en los explantes de banano favorecio en obtener 80 %
de explantes establecidos en condiciones in vitro. Esto
contrariamente al uso de altas concentraciones de cloro
favorece en la oxidacion ya que hipoclorito de sodio es
un agente oxidante.

Para minimizar la contaminacion los explantes durante
la desinfeccidon pueden ser tratados con fungicidas y
antibiéticos como sugieren Nandwani et al. (2000). Por
ello en la variedad Hartén como resultado de la adicion
de PPM favorecio un 40 % de explantes desinfectados
que sin la adicion de este antimicrobiano. Para este
caso, se empled la desinfeccién combinada de 8y 4%
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de hipoclorito de sodio respectivamente. El PPM, es
estable al calor, de amplio espectro biosida que reduce
la contaminacién microbiana en planta cultivos de
tejidos (Guri y Patel, 1998). Los ingredientes activos en
PPM incluyen metilisotiazolinona, cloruro de
magnesio, magnesio nitrato, benzoato de sodio y
sorbato de potasio. Juntos estas sales inorganicas
actian atacando enzimas fundamentales especificos
en el ciclo de transporte de electrones y la cadena de
Krebs. PPM ha sido mostrado para inhibir el
crecimiento de microorganismos, mientras que un
minimo efecto sobre la germinacion de semillas in vitro
de la mayoria de las especies de plantas ensayadas a
concentracion oscila entre 0.5y 4.0 ml L (Guri y Patel,
1998).

La aplicacion de PPM en platano favorecio dos veces
sin la contaminacién, se considera que durante la
colecta de los hijuelos se debe verificar que el campo
donde crecen los cultivos no se encuentren anegados
ya es un foco de infeccion para la proliferacion
principalmente de bacterias. Estos patégenos son los
contaminantes mas comunes y ocasionan serios
problemas porque pueden ser sistémicas, asi como
dificiles de detectar y de eliminar (Leifert et al., 1994;
Pérez 1998). Estos microorganismos escapan a los
efectos de los esterilizantes superficiales y pueden ser
inter o intracelulares.

Multiplicacién in vitro

De acuerdo a los resultados obtenidos la prueba de
T-students, presenté diferencias significativas y al
realizar la prueba de comparacion de medias se
determiné que el medio de cultivo MS suplementado
con (5 mg L de BAP+ 1 mg L' ANA) favorecio en la
formaciéon de 8 brotes en banano y platano. No
obstante, a una menor concentracién de BAP (2.5
mg L + 1 mg L* ANA) se redujo la produccion de
brotes a 3+1 y 2+4. Similar patron se presentd en
cuanto al nimero de hojas, de la siguiente manera: a
mayor concentracion de BAP presenté mayor cantidad
de hojas (19), a una menor concentracion con 14 hojas
en ambas variedades estudiadas. Con respecto, a la
variable altura de brotes contrariamente en el medio
con alta concentracion de BAP se obtuvo menor altura
y en el medio con mayor concentracién de BAP, los
brotes alcanzaron mayor longitud (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de hojas, altura de brote y nimero de brotes
de las dos variedades en respuesta a los dos medios de
cultivo empleados.

NUmero de Altura de Numero de
hojas brote (mm) brotes

Variedad g % 5 mg-L 5 mg-L 2.5 mg-L 5 mg-L 2.5 mg-L

BAP BAP BAP BAP  BAP BAP

Gran 19.0 140 77+16 96+21 843 3+1
enano
Hartén 19.3 141 77+16 96121 8*1 2+4

La formacién de brotes (Figura 6) es muy variable en
funcion al genotipo que se trabaje, en un estudio de
Torrico (2004) en bananos de la variedad Gran enano
obtuvo un promedio de 4.03 brotes por vitroplanta en el
medio MS + 5 mg L™t de BAP + 1 mg L' ANA. En esta
misma concentracion en banano en este estudio se
duplicé la formacion a 8 brotes.

Figura 6. Brotes de banano.

En otros estudios, al incrementar la concentracion de
BAP de 1 a 3 mg L?! en platano bocadillo Musa
acuminata, el nimero de brotes se increment6 de forma
proporcional de 5 a 23 brotes, esta diferencia de brotes
probablemente se deba a genotipos o variedades, a
pesar de que ambas sean especies del mismo género,
también presentaron un similar patrén en cuanto a la
longitud del brote, mientras mayor es la concentracion
de BAP se reduce el tamafio de los brotes (Medina et
al., 2015). Esta situacion puede ser explicada a que
BAP es una citocinina que promueve division celular e
inhibe la elongacion del mismo tal cual como indica
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(Pierik 1990). No obstante, en otra investigacion al
trabajar con el platano Cuerno Gigante al aplicar de 1
a 2 mg L el nimero de brotes fue muy similar de 1.52
a 1.74 (Chavarria y Lopez, 2010).

CONCLUSIONES

El tratamiento adecuado para la desinfeccion de
banano fue la combinacion de una primera
desinfeccion 8 % de hipoclorito de sodio (NaClO) en
una segunda desinfeccion con 4 % de NaClO que
favorecio en obtener 80 % explantes establecidos en
condiciones in vitro, sin embargo, en platanos ademas
de esta combinacién fue necesaria la adicion de
0.5 ml L't de PPM para obtener un 40 % de explantes
desinfectados. Los brotes de la variedad Enano
gigante (banano) presentaron una mejor respuesta en
la formacion de brotes (8+3) con la adicion de 5 mg L
de BAP al igual que la variedad de platano Hartén con
8+1.
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