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RESUMEN

El experimento se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Cien-
cias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion, con el objetivo de evaluar tiempo
de inmersion en hipoclorito de sodio en la desinfeccion de meristemas de banano (Musa
spp.) variedad Nanicao para su micropropagacion. Se utilizaron 80 hijuelos de banano
de los cuales se extrajeron los apices meristematicos que fueron sembrados en medios de
cultivo de Murashige y Skoog suplementados de 1 g.1-1 de carbon activado como antioxi-
dante. Los tratamientos de desinfeccion consistieron en la inmersion en una solucion de
NaClO (5 %) durante 5 (T1) y 10 minutos(T2), respectivamente. El disefio experimental
utilizado fue completamente al azar. Las variables evaluadas durante 15 dias fueron:
porcentaje de supervivencia, de oxidacion fendlica y contaminacion microbiana de los
brotes. Al cabo del tiempo de evaluacion, el T1 registro 17,55% de brotes supervivientes
y 82,45% de contaminacion microbiana atribuible al 75% de hongos y 25% a bacterias.
Por su parte, el T2 mostro 15,82% de brotes supervivientes y 84,18% de contaminacion
microbiana atribuible al 70 % de hongos y 30 % a bacterias. Los hongos contaminantes de
los explantes fueron los pertenecientes de los géneros Penicillium y Aspergillus en ambos
tratamientos. No se observo indicios de oxidacion fendlica con ninguno de los tratamien-
tos aplicados. Se aplico la Prueba de t de Student al 5% de significancia, verificando que
no existen diferencias significativas atribuibles al tiempo de inmersion en el desinfectante.
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ABSTRACT

The experiment was carried out in the Biotechnology Laboratory of the Facultad de
Ciencias Agrarias of Universidad Nacional de Asuncion, with the objective of evaluating
immersion time in sodium hypochlorite in the disinfection of banana meristems (Musa
spp.) Nanicao variety for its micropropagation. 80 banana shoots were used, from which
the meristematic tips were extracted and planted in Murashige and Skoog culture media
supplemented with 1 g.I-1 of activated carbon as an antioxidant. The disinfection treat-
ments consisted of immersion in a NaClO solution (5 %) for 5 (T1) and 10 minutes (T2),
respectively. The experimental design used was completely randomized. The variables
evaluated during 15 days were: percentage of survival, phenolic oxidation and microbial
contamination of the shoots. After the evaluation time, T1 recorded 17.55% surviving
shoots and 82.45% microbial contamination attributable to 75% fungi and 25% bacteria.
On the other hand, T2 showed 15.82% of surviving outbreaks and 84.18% of microbial
contamination attributable to 70% fungi and 30% bacteria. The contaminating fungi of
the explants were those belonging to the genera Penicillium and Aspergillus in both
treatments. No signs of phenolic oxidation were observed with any of the treatments
applied. The Student’s t test was applied at 5% significance, verifying that there are no
significant differences attributable to the time of immersion in the disinfectant.
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INTRODUCCION

Las bananas (Musa spp.), las manzanas
y los citricos son las frutas mas comer-
cializadas en todo el mundo en términos
cuantitativos (FAO, 2016), representando
en el periodo 2014-2016 una produccion
anual de banana a nivel mundial fue de 113
millones de toneladas (FAO, 2019). En Pa-
raguay la produccién de banana ha crecido
sostenidamente desde principios de siglo,
pasando de 64.265 toneladas en la zafra
2000/2001 a 72.266 toneladas en la zafra
2016/2017 (Enciso, 2019).

El banano tradicionalmente se propaga
en forma vegetativa por cormos, estos son
separados para sembrarlos, unos de los
principales problemas que presenta pro-
pagarlos con este método es que la tasa
de multiplicacién es muy baja, pero atn
mas grave es el aumento de la poblacion
de insectos y otras plagas en la plantacion.
Por esta razon, la propagacion in vitro es
una de las alternativas para la obtencion de
plantas sanas libres de patégenos (hongos,
bacterias, virus y viroides), a diferencia
del método tradicional que pueden traer
problemas fitosanitarios (Sandoval et al.,
1991).

METODO

El experimento se llevo a cabo en el La-
boratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Asuncién en San Lorenzo, Pa-
raguay.

El medio cultivo utilizado fue el de Mu-
rashige & Skoog (MS) (1962) suplemen-
tado con 15 g.l-1 de sacarosa y gelificado
con 4 g.l-1 de agar, ademas del agregado
de 1 g.l-1 de carbon activado, 50 mg.I-1
de mioinositol y 10 ml.g-1 de glicina, el
pH del medio fue ajustado a 5,8 y poste-
riormente de autoclavado a 121 °C, 1 atm
de presion durante 20 minutos. El medio
de cultivo fue propuesto por Diaz Lezcano

El éxito del cultivo se basa fundamental-
mente en la implantacion de mudas libres
de patogenos, por consiguiente, en bana-
no, cuya multiplicacion es asexual, se han
desarrollado diferentes técnicas de propa-
gacion para obtener los propagulos en vo-
lumen y calidad adecuada. En este sentido,
la propagacion in vitro de Musa spp., via
organogénesis a partir de apices, se man-
tiene como el método mas utilizado (Me-
dinaetal., 2015, Pérez et al., 2011 y Castro
et al., 2002), dada la posibilidad de multi-
plicar gran cantidad de plantas de calidad,
libres de patdgenos, en periodos de tiempo
y espacio fisico reducidos, sin interrupcion
estacional. Por ello, para el establecimien-
to in vitro de meristemas apicales extrai-
dos de los cormos de banano (Musa spp.)
se requieren un protocolo de desinfeccion
y un medio de cultivo adecuado para su
micropropagacion (Ortega et al., 2010 y
Sandoval et al., 1991).

El objetivo de la presente investigacion
fue evaluar dos tiempos de inmersion en
hipoclorito de sodio en la desinfeccion de
meristemas de banano para su propagacion
clonal.

et al. (2016) para la micropropagacion de
Musa spp. variedad Nanicao.

Los materiales vegetales fueron colecta-
dos de la plantacion de banano del campo
experimental de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la Universidad Nacional de
Asuncion, ubicado en latitud y longitud
25°21°54.80” Sy 57°30°8.77” O.

Se utilizaron 80 apices meristematicos
provenientes de hijuelos de banano, Musa
sp. variedad Nanicao, de 30 - 40 cm de
altura, que fueron obtenidos de la planta
madre. Con ayuda del estereoscopio, los
apices meristematicos fueron sometidos a
reducciones hasta obtener un cono aproxi-
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madamente de 1 cm, formado por el me-
ristema central y un minimo del tejido de
rizoma para facilitar la manipulacion.

Los explantes fueron sumergidos por 30
segundos en alcohol etilico al 70 %, pos-
teriormente a hipoclorito de sodio al 5 %
durante 5 y 10 minutos, constituyendo los
tratamientos 1 (T1) y 2 (T2), respectiva-
mente, para luego realizarse el triple en-
juague con agua destilada estéril.

Fue establecido un explante por frasco
de medio de cultivo en la camara de flujo
laminar, e introducidos, posteriormente,
en bolsas plasticas negras para mantener-
los en condiciones de oscuridad durante
7 dias, y finalmente ser trasladados a una
sala de crecimiento a 25 °C, 70 % de hu-
medad relativa, en condiciones de fotope-
riodo 16:8 horas luz y oscuridad.

Las variables evaluadas fueron: sobre-
vivencia y contaminaciéon microbiana de
los brotes. Los explantes se observaron
a los 15 dias posteriores a su inoculacion
en el medio de cultivo. Las variables me-
didas fueron: la supervivencia: se realizo
la observacion del desarrollo de brotes, la
oxidacion fenolica a través de la observa-
cion de la existencia de tejidos necrosados
y la contaminacion microbiana: se baso
en la identificacion visual del crecimiento
micelial de los hongos, los cuales fueron

RESULTADOS

aislados en cultivos puros constituidos por
PDA (papa, dextrosa, agar) o la apariencia
lechosa de color blanquecino o amarillo,
caracteristico de las bacterias.

Para la identificacion del patdégeno con
crecimiento micelial, se prepararon lami-
nas portaobjetos con micelio para ser ob-
servado bajo microscopio optico.

Las caracteristicas morfologicas de las
estructuras reproductivas de los hongos se
visualizaron con un microscopio Optico,
con el objetivo 40 x. La identificacion de
los géneros fingicos se llevd a cabo me-
diante el uso de claves y consulta de litera-
tura micoldgica especializada.

Para identificar la colonia bacteriana,
con ayuda de una ansa de laboratorio,
previamente flameado, se retir6 una gota
de la colonia bacteriana y se deposit6 en
una esquina de la placa de Petri esteriliza-
da conteniendo el medio de rutina 523 de
Kado y Heskett (1970) para realizar estrias
equidistantes a 0,5 cm.

El disefio experimental utilizado fue
completamente al azar, constituyendo casa
meristema 1 unidad experimental. Los
resultados obtenidos fueron sometidos al
analizadomediante la Prueba de t de Stu-
dent al 5% de significancia

A los 15 dias de evaluacion, los explan-
tes expuestos al T1 registrd 17,55% de
brotes supervivientes y 82,45% de conta-
minacion microbiana atribuible al 75% de
hongos y 25% a bacterias. Por su parte, el
T2 mostr6 15,82% de brotes supervivien-
tes y 84,18% de contaminacién microbia-
na atribuible al 70 % de hongos y 30 % a
bacterias. La identificacion morfoldgica de
los hongos indic6 la presencia de los géne-
ros Penicillium y Aspergillus como agen-
tes causales de la contaminacion fingica
de los explantes, en ambos tratamientos.
No se observo indicios de oxidacion fe-

noélica en los explantes con ninguno de los
tratamientos aplicados.

Mediante la Prueba t de Student al 5%
de significancia se verifico que no existen
diferencias significativas atribuibles a los
tratamientos aplicados. A continuacion, en
la Figura 1 se presenta un explante de ba-
nano superviviente el cual desarrolld hojas
y raices adventicias. En la Figura 2 se pue-
den apreciar explantes contaminados con
hongos y bacterias, y en la Figura 3 se ob-
servan placas de Petri con Hongos aislados
en cultivos puros de PDA.
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Figura 1: Explante de banano (Musa spp)
sobreviviente

Figura 2: Explantes de banano (Musa spp)
contaminado con hongos y bacterias

Figura 3: Hongos aislados en cultivos pu-
ros de PDA
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DISCUSION

Pérez Alvarez et. al. (2016) utilizaron en
la desinfeccion de apices de papa (Sola-
num tuberosum L.) hipoclorito de sodio al
2 % durante 15 minutos, posteriormente se
enjuagaron con agua destilada estéril tres
veces y se dejaron secar durante 15 min
obteniendo 100 % de contaminacion por
hongos en meristemas cultivados in vitro,
siete dias después de la implantacion en el
medio MS.

Mongelods Franco et. al. (2020) obtuvie-
ron resultados similares en el proceso de
desinfeccion de explantes de banano, sien-
do el tratamiento con NaClO al 10% du-
rante 5 minutos fue el mas efectivo para la
desinfeccion y establecimiento in vitro de
meristema apical de Musa sp.

Por su parte, Diaz Lezcano et. al. (2016),
refieren que en la micropropagacion de
Musa spp. variedad Nanicao los meriste-
mas fueron sometidos a un procedimiento
de desinfeccion por 20 minutos con hipo-
clorito de sodio al 5 %, resultado un por-
centaje de contaminacion de los apices de
39,06 % en la fase de establecimiento, y
de 22,39 %. En el primer subcultivo, en
tanto que la oxidacion en la fase de esta-
blecimiento fue de 9,37 % y en el primer
subcultivo fue de 8,85 %.

Ensayos de Diaz Lezcano et. al. (2021)
sostienen que los géneros Aspergillus, Pe-
nicillium, Fusarium y las bacterias gram
negativas son las causantes de la contami-
nacion microbiana en la micropropagacion
de apices meristematicos de banano. En
este contexto, Penicillium, produce mico-
toxinas que dafian los frutos, flores y se-
millas de las plantas. Este hongo penetra
a través de las lenticelas o por aberturas
de la corteza, que en un principio la herida
presenta un aspecto blanco y de consisten-
cia acuosa y con el tiempo se hunde sobre
si misma (Agrios, 2005), en tanto que la
mayoria de las especies del género Asper-

[U8]

gillus son hongos filamentosos saprofitos
que desempefan un papel esencial en la
degradacion de la materia organica, siendo
este género uno de los mas abundantes en
la naturaleza y puede encontrarse en cual-
quier ambiente; se reproduce por conidios
cuya germinacion da origen a las hifas
(Klich, 2002).

Por su parte, Ramirez et. al. (2000) tra-
bajando en el establecimiento in vitro de
segmentos nodales del guayabo (Psidium
guajava L.) detectaron hongos pertenecien-
tes a los géneros: Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Curvularia, Drechslera,
Fusarium, Helminthosporium y Rhizopus,
asimismo, se observaron la presencia de
bacterias después de 10 dias de cultivo.

Por otro lado, Carrazana Garcia et. al.
(2003) encontraron un bacilo Gram posi-
tivo no formador de endospora y un coco
Gram positivo agrupado en forma de sar-
cina, ambos endogenos. Fusarium sp. y un
hongo de la clase Deureromycetes fueron
contaminantes en la micropropagacion de
Musa spp. probablemente ambiental y en-
dogeno respectivamente. Segiin Chandra y
Chandra (2011) y Leifert y Cassells (2001)
los contaminantes pueden introducirse con
el explante, durante la manipulacion en el
laboratorio o por bacterias endofiticas.
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CONCLUSIONES

En las condiciones el ensayo se con-
cluye que la contaminacion microbiana fue
la principal limitacion para el estableci-
miento de un protocolo de su propagacion
clonal de banano, por lo que es de suma
importancia tanto la sanidad del material
vegetal con que se inicia el cultivo de te-
jidos como asi también la desinfeccion de
los explantes, verificandose que no exis-

ten diferencias significativas en cuanto al
tiempo de inmersion, 5 y 10 minutos, en
hipoclorito de sodio. No se observé indi-
cios de oxidacion fenolica en los apices
meristematicos, lo que indica que tanto la
concentracion del desinfectante (5%) y los
tiempos empleados en la desinfeccion son
recomendables para el control de esta va-
riable.
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