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Resumen 

 

La agricultura y la biotecnología moderna son cada día más dependientes de sí mismas, 

muchas de las técnicas relacionadas han abierto nuevos campos, tanto de producción, 

comercialización y en los últimos tiempos para la conservación.  El almacenamiento del 

germoplasma es una alternativa para conservar la diversidad genética vegetal, coadyuvando 

a los programas de mejoramiento y mantenimiento de fuentes de propagación para especies 

de interés.  Se introdujeron y establecieron los explantes a condiciones in vitro, y se 

subcultivaron mensualmente hasta obtener la cantidad de vitroplantas necesaria.  Una vez 

obtenidas estas fueron subcultivadas para su enraizamiento y vigorización con el propósito 

de poder extraer los micromeristemos (0,8-1 mm).  Posteriormente fueron tratados con 

soluciones deshidratadoras-crioprotectoras (LS1, PVS2), preparándolas para la inmersión 

en nitrógeno líquido (-196 °C) por 30 minutos.  Luego del procedimiento los explantes 

fueron rápidamente descongelados, lavados y sembrados en medios de recuperación y 

regeneración.  Las condiciones de medio de cultivo fueron modificadas de acuerdo a las 

metodologías mencionadas por Panis (I) y Korneva (II) (concentración de macro-micro 

elementos, vitaminas, fuentes de carbono). Para los efectos descritos se evaluaron 

parámetros de sobrevivencia y regeneración.  El análisis de datos se dispuso mediante un 

diseño de bloques completamente al azar, el cual involucraba un arreglo factorial de AxB 

con tres niveles (‘Williams’, ‘Valery’ y ‘Barraganete’).  El análisis estadístico de los 

resultados demostró que los cultivares de banano presentaron el mejor coeficiente de 

multiplicación en comparación al cultivar de plátano ‘Barraganete’.  Con respecto a la 

crioconservación, los cultivares ‘Williams’ y ‘Valery’ presentaron el mejor comportamiento 

aplicando la metodología II, mientras que ‘Barraganete’ presentó el menor promedio de 

regeneración sin encontrar diferencias entre las metodologías utilizadas. 

 

Palabras clave: Musa spp, bancos de germoplasma, propagación in vitro, crioconservación, 

vitrificación, micromeristemos. 



 

 

Summary 

 

Agriculture and modern biotechnology are increasingly dependent on their own day, many 

of the techniques have opened new services related to the production and marketing in recent 

times for the conservation fields. Germplasm storage is an alternative to conserve the genetic 

diversity of plants, which contributes to the sources of improvement and maintenance 

programs propagation of species of interest. Explants were introduced and under conditions 

established in vitro, and subcultured monthly until the required number of seedlings. Once 

obtained these were subcultured to rooting and invigorating in order to extract the 

micromeristemos power (0.8-1 mm). They were treated with solutions dehydration-

cryoprotectants (LS1, PVS2), preparation for immersion in liquid nitrogen (-196 ° C) for 30 

minute. After the procedure of the explants were rapidly thawed, washed and seeded in the 

recovery media and regeneration. The culture medium conditions are modified according to 

the methods mentioned by Panis (I) and Korneva (II) (concentration of elements, vitamins, 

carbon sources macro-micro). For purposes parameters described survival and regeneration 

were evaluated. For the purposes described parameters were evaluated survival and 

regeneration. Data analysis prepared by a design of a randomized complete block, which 

involved a factorial arrangement AxB three levels (‘Williams’, ' Valery ' and ' Barraganete 

‘) . Statistical analysis of the results showed that banana cultivar had the best multiplication 

coefficient compared to the banana cultivar ' Barraganete ‘. Regarding cryopreservation, the 

cultivars ' Williams and Valery ' presented the best performance using the methodology II, 

while ' Barraganete ' had the lowest average regardless of the methodology. 

 

Keywords: Musa spp, genebanks, in vitro propagation, cryopreservation, vitrification, 

micromeristemos. 

 



 

 

I. INTRODUCCIÓN 

 

Dentro de las musáceas, el banano y el plátano son grupos de cultivos de capital importancia, 

pues en el ámbito comercial, agronómico y nutricional representan una parte significativa 

en el desarrollo de las distintas comunidades de América Latina (Albarrán, et al., 2011).  

Estas especies son cultivadas en más de 150 países del trópico y subtrópico cuya superficie 

sembrada sobrepasa las 10 millones de hectáreas para una producción estimada de 100 

millones de toneladas, donde más del 10 % se exporta en todo el mundo (Singh, Uma, 

Selvarajan, & Karihaloo, 2011).  En Ecuador, la producción de plátano es destinada 

primordialmente para el consumo interno, mientras que la del banano se destina para el 

consumo externo donde más del 12 % de la población se beneficia directa e indirectamente 

de cada uno de los eslabones de la cadena productiva.  

 

Considerado como el segundo rubro de mayor venta en comparación con otras frutas 

contribuye aproximadamente con el 28 % de las exportaciones totales y genera más de 2000 

millones de dólares de ingreso al año.  Con respecto al mercado, el país ocupa un puesto 

meritorio dentro del comercio mundial de la fruta, donde más del 60 % de la producción 

tiene dos destinos principales; la Unión Europea y los Estados Unidos de América, sin dejar 

de lado que es prácticamente el único proveedor de Rusia y parte de Asia.  Paralelo a esto, 

la demanda del mercado internacional es creciente al paso de los años exigiendo una 

producción de calidad y cantidad, obligando al sector bananero a implementar tecnologías 

cada vez más sofisticadas, reemplazando cultivares tradicionales por mejorados.  Sin 

embargo, la producción de estos cultivos no está exenta de dificultades que ejercen las 

plagas, enfermedades, catástrofes naturales, vejez de los cultivos, que entre otras más, son 

las causas que originan una reducción de sus rendimientos.  En respuesta a esta problemática, 

se hace necesaria una alternativa eficiente que brinde la posibilidad de crear programas de 

mitigación y mejoramiento que comprendan no solo la obtención “semillas” de calidad sino 

también en las cantidades necesarias. 
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La aplicación de la biotecnología orientada a las especies vegetales es considerada como 

una herramienta de gran potencial para el beneficio de la agricultura, ya que su desarrollo 

ha logrado avances formidables que van desde mejorarlas genéticamente hasta protegerlas 

de su extinción (Villalobos & Engelmann, 1995).  Siendo su aporte más significativo el 

apoyo al perfeccionamiento de la conservación, logrando disponer los recursos fitogenéticos 

para una producción sustentable. 

 

El desarrollo del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales en los últimos 40 años ha 

logrado el almacenamiento y multiplicación de las colecciones de germoplasma de un 

sinnúmero de especies recalcitrantes o de propagación vegetativa obligada.  Para el 

almacenamiento de Musa, existe la conservación in vitro, que consiste en modificar las 

condiciones del medio de cultivo; como la adición de retardantes de crecimiento, inhibidores 

osmóticos, deshidratadores de tejidos, bajas temperaturas y menores condiciones de luz, 

realizados con el fin de reducir las tasas de crecimiento y extender el intervalo de 

subcultivos; sin embargo, dicha técnica, es muy cuestionada por generar inestabilidad 

genética a largo plazo (Roca, Arias, & Chávez, 1991). 

 

La crioconservación, técnica de almacenamiento donde el material vegetal es sometido 

a temperaturas ultra bajas proporcionadas por el nitrógeno líquido (-196 ° C), con la que se 

consigue la detención del crecimiento hasta llegar a un estado de “supresión animada”, 

donde la división celular y todos los procesos metabólicos cesan, conservando de esta 

manera la integridad del material sin generar inestabilidad genética durante periodos 

indeterminados.  En los últimos años, ha pasado de ser compleja a ser simple y efectiva a 

mediano y largo plazo en comparación con las técnicas convencionales. (García, Feria, & 

Acosta, 2007). 

 

La crioconservación de meristemos apicales de Musa es realizada generalmente 

incorporando el tejido a procesos criogénicos en condiciones de deshidratación y 

enfriamiento.  Para el almacenamiento de los cultivares de banano y plátano se han diseñado 

diversas técnicas, tal es el caso de la gota-vitrificación, encapsulación-vitrificación y método 

de criolámina, todas ellas basadas en el método de vitrificación (Digilio, 2015).  
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Dentro de los factores que inciden en las técnicas, podemos mencionar los siguientes; el 

estado inicial de las plantas, el genotipo empleado, la concentración o tipo de sustancia 

empleada como crioprotector, variaciones térmicas durante el congelamiento, el 

descongelamiento y el cultivo del material crioconservado.  Los cuales deben ser ajustados 

para establecer un protocolo exitoso (Golmirzaie & Panta, 2000). 

 

Es importante mencionar que, la aplicación de esta técnica ha logrado hasta la fecha, el 

almacenamiento seguro en nitrógeno líquido de 1 100 accesiones (situación a finales del 

2009) que pertenecen a diferentes grupos genómicos procedentes de la colección mundial 

de germoplasma de Musa (Panis, 2009).  Con estos antecedentes, la crioconservación se 

perfila como una alternativa promisoria para el almacenamiento de los cultivares.  

 

1.1 Situación problemática 

1.1.1 Descripción del problema. 

Las principales fuentes importantes de germoplasma vegetal se están perdiendo de forma 

acelerada, los bancos de semillas botánicas resultan de gran utilidad en especies que se 

propagan sexualmente y cuyas semillas se mantienen viables durante un prolongado periodo 

de almacenamiento, pero no aplican para conservar especies de plantas con semillas de corta 

supervivencia, ni pueden emplearse en el caso de trabajar con plantas autoincompatibles, o 

plantas de propagación vegetativa obligada (García, Feria, & Acosta, 2007). Los bancos en 

condiciones de campo tienen como limitante la necesidad de grandes extensiones de tierra, 

los costos por mantenimiento asociados a labores agrotécnicas son altos, se hace necesario 

controlar patógenos y además son vulnerables a las alteraciones climáticas (Robinson & 

Galán, 2011). 

 

En vista de que la preservación de semillas resulta no aplicable y la conservación en 

campo es tediosa para los cultivares comestibles de banano (Pocasangre, 1992), se estableció 

el almacenamiento de germoplasma in vitro, sin embargo, el mantenimiento de los mismos 

es trabajo intensivo, en condiciones de crecimiento reducidas y existe el riesgo de perder 

adhesiones debido a la contaminación o error humano, e inclusive, el material está 

riesgosamente sujeto a variación somaclonal. 
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1.1.2 Problema 

La falta de material vegetal con calidad genética y fitosanitaria ha reducido la productividad 

de las plantaciones bananeras en el país, además de no poseer una alternativa biotecnológica 

como la tienen algunos países de la región: creando protocolos eficientes de conservación y 

propagación de plantas, que brinden respuestas ante problemas climáticos y agrícolas. 

 

Los bancos de germoplasma vienen a constituir una alternativa viable que nos 

permitirá conservar especies elites y a la vez multiplicar en el momento que se requiera para 

suplir las necesidades del sector agrícola del país. 

 

1.2 Preguntas de investigación 

 

¿Cuál será el índice de sobrevivencia y regeneración de los clones de cada cultivar después 

de la crioconservación? 

¿Cuál será la tasa de multiplicación de los clones de cada cultivar? 

¿Cuál de los protocolos aplicados para crioconservación es el adecuado para cada cultivar? 

 

1.3 Delimitación del problema 

1.3.1 Temporal. 

El trabajo de investigación se realizó a partir de febrero del 2015 hasta enero del 2016. 

 

1.3.2 Espacial. 

El trabajo se desarrollará en el laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del “Centro de 

Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador”, ubicado en la Escuela Superior Politécnica 

del Litoral, km 30.5 de la vía perimetral de la Ciudad de Guayaquil. 

 

1.4 Objetivo general 

Establecer un banco de germoplasma crioconservado de clones elite de Musa spp de los 

cultivares de banano ‘Williams’, ‘Valery’ y plátano ‘Barraganete’. 
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1.5 Objetivos específicos 

Determinar las condiciones de establecimiento, multiplicación y enraizamiento a nivel in 

vitro de los cultivares. 

 

Establecer las mejores condiciones para la regeneración de los cultivares posterior a la 

inmersión en nitrógeno líquido. 

 

Establecer la mejor metodología para la crioconservación de los cultivares. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Origen de las musáceas 

El origen de las musáceas data de las regiones del sureste de Asia en un territorio limitado 

por la India en el Oeste, hasta el Pacífico en el Este, en cuyos bosques primarios o naturales 

pueden aun encontrarse ejemplares ancestrales diploides, no comestibles y seminíferos.  Al 

pasar los años un sinnúmero de subespecies diploides de Musa acuminata Colla se cruzaron 

de manera espontánea dando lugar a la producción de numerosos híbridos interespecíficos, 

algunos de estos poseían un genoma triploide, eran partenocárpicos y tenían esterilidad 

femenina (Perea & Angarita, 1984).  Los habitantes descubrieron que tales plantas tenían 

frutos de buen sabor y podían ser propagados vegetativamente por vástagos, y en 

consecuencia seleccionaron cruces superiores comestibles de M. acuminata, que luego se 

subcultivaron y distribuyeron localmente como cultivos de sustento (Robinson & Galán, 

2012). 

 

Los diploides y triploides seleccionados de M. acuminata fueron llevados por los 

árabes a Asia meridional, donde crecía de forma silvestre otra especie, Musa balbisiana, con 

genoma diploide y seminífera, produciéndose entonces una hibridación interespecífica que 

dio lugar a cruces diploides y triploides de Musa acuminata x Musa balbisiana.  No se 

conoce con precisión los albores de la propagación del cultivo de su centro de origen a otros 

lugares, pero se presume que el establecimiento de estos clones híbridos en la periferia pudo 

haber ocurrido en tiempos arcaicos, aunque los primeros registros de su cultivo se dataron 

en la India y extremo oriente en el año 2500 antes del presente (Lacayo, 2000). 

 

Botánicamente estas especies son descritas como plantas herbáceas de gran tamaño, 

con un pseudotallo compuesto de vainas foliares de hojas grandes oblongas alargadas y 

erguidas con filotaxia en espiral, su inflorescencia hermafrodita crece por el centro del 

pseudotallo hasta alcanzar el follaje y emerge, por lo que se la denomina inflorescencia 

terminal (Muñoz, 2014).  
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Los cultivares de importancia agronómica en la actualidad no producen semillas y 

sus frutos alargados ligeramente curvados de piel gruesa poseen semilla estéril, debido a 

esto, los cormos o vástagos se emplean como material de siembra o de propagación (Alvarez, 

2013). 

 

2.2 Posición taxonómica 

El nombre de Musa deriva del apelativo árabe mouz, por lo que, se especula que los primeros 

habitantes de Arabia ya conocían los bananos como lo demuestra el hecho de que esta planta 

aparezca citada en el Corán como “Árbol del paraíso”.  Taxonómicamente fueron 

clasificados por primera vez por el botánico Carlos Linneo en el año 1783, quien les otorgó 

el nombre de Musa sapientium a aquellos bananos de postre caracterizados por su sabor 

dulce en la madurez, además de ser consumidos en fresco, y el de Musa paradisiaca a la 

colección de plátanos con elevado contenido de almidón que son consumidos después de un 

proceso de cocción; sin embargo, hoy en día se sabe que estas dos especies aparentes no son 

en absoluto verdaderas especies sino que ambas hacen referencia a híbridos triploides 

interespecíficos del grupo AAB muy estrechamente relacionados entre sí.  En consecuencia, 

la primera clasificación trata de nombres de uso general que ya no son utilizados para 

diferenciar los bananos de los plátanos (Robinson & Galán, 2012). 

 

2.3 Clasificación moderna 

El nuevo método de clasificación de los bananos y plátanos fue desarrollado por Simmonds 

& Shepherd, (1955) quienes describieron que la mayoría de los actuales bananos comestibles 

derivan originariamente de dos especies seminíferas silvestres, M. acuminata Colla (genoma 

A) y M. balbisiana Colla (genoma B).  Pese a ello la clasificación que proponen se basa en 

primer lugar a la relativa contribución de M. acuminata y M. balbisiana al cultivar 

considerado y, en segundo lugar a la ploidía o número cromosómico del cultivar, cualquiera 

de estos casos es válido para cualquier supuesto práctico que se tenga.  Explicado de otra 

manera, es aceptado que todos los cultivares de plátanos y bananos del mundo, deben ser 

nombrados con el género Musa seguido de un código que indique el grupo cromosómico y 

el nivel de ploidía, indicando a continuación el nombre del subgrupo (cuando este exista) y 
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finalizando con el nombre común del cultivar (con diferentes sinonimias de acuerdo a la 

región) (Constantine, 2004). 

 

2.3.1 Cultivares de banano ‘Subgrupo Cavendish’. 

Este subgrupo es catalogado de importancia en el comercio mundial, tanto para la 

exportación en las zonas de los trópicos como para el comercio local en los subtrópicos. Se 

caracterizan por tener frutos dulces cuando están maduros y se consumen en crudo, la pulpa 

es de color blanco crema y su cascara amarillo claro.  El pseudotallo posee una variación en 

la altura que va desde los 1,8-2 m del ‘Pequeño Enano’ a los 4-5 m de ‘Lacatán’ con 

numerosos cultivares de altura intermedia, actualmente se conocen cuatro grupos 

 (Swennen, 2000). 

 

2.3.1.1 Tipo Dwarf Cavendish o Pequeño Enano. 

El principal cultivar es ‘Dwarf Cavendish’ cuyas sinonimias son ‘Pequeño Enano’, ‘Plátano 

Canario’ y ‘Dwarf Chinese’, ‘Basrai’ en la India, y ‘Enano’ en Latinoamérica.  Se encuentra 

ampliamente distribuido en el mundo, siendo la variedad de menor altura cultivada 

comercialmente, destaca por su fácil adaptación y alto rendimiento.  Sin embargo, debido a 

su susceptibilidad al desorden fisiológico conocido como ‘obstrucción floral’, ha sido 

progresivamente abandonado y sustituido por cultivares Cavendish de mayor altura. 

 

2.3.1.2 Tipo Giant Cavendish o Cavendish Gigante. 

Los principales cultivares ‘Mons Mari’, ‘Williams’, ‘Gran Enano’ en Latinoamérica.  Estos 

cultivares no son excesivamente altos, pero se denominan Cavendish Gigante para 

distinguirlos de los tipos Cavendish Enano.  ‘Gran Enano’ es el cultivar líder en la 

exportación mundial, pero solo puede ser cultivado en lugares libres de la presencia de la 

raza 4 del hongo Fusarium.  A partir del 2005, ‘Williams’ ha comenzado a sustituir a ‘Gran 

Enano’ en muchas plantaciones de Latinoamérica destinadas a la exportación debido a las 

ventajas que presentan sus racimos para ser empacados (Robinson & Galán, 2012). 
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2.3.1.3 Tipo Robusta. 

Los principales clones de ‘Robusta’ son ‘Tall Mons Mari’ en Australia, ‘Poyo’ en las 

Antillas, ‘Valery’ en Latinoamérica.  Estos cultivares son de mayor altura que los del tipo 

Cavendish Gigante, ‘Valery’ fue durante mucho tiempo un cultivar importante en el 

comercio mundial de exportación, pero por su altura y susceptibilidad a la raza 4 del hongo 

Fusarium está siendo sustituido por ‘Williams’ en muchas zonas exportadoras de 

Latinoamérica; sin embargo, ‘Valery’ posee mayor adaptación a climas húmedos y 

tolerancia a enfermedades, pudiendo ser utilizado en mejoras genéticas. 

 

2.3.1.4 Tipo Lacatán. 

Las principales sinonimias son ‘Pisang Masak Hijau’ en Malasia, ‘Lacatan’ en 

Latinoamérica, ‘Monte Cristo’ en Puerto Rico, ‘Guineo Gigante’ en las Antillas, ‘Filipino’ 

en Ecuador.  Este cultivar de elevada altura tiene escasa importancia comercial, excepto en 

Centroamérica.  

 

2.3.2 Cultivares de plátano ‘Subgrupo Plantain’. 

A los plátanos de este grupo se los caracteriza por ser largos, curvos, y muy ricos en almidón, 

algunos particularmente grandes como los de tipo ‘Horn’ que son de tamaño y forma de 

cuernos de toro, desarrollan un brote pequeño o inexistente debajo del racimo (poniendo 

toda su energía en la enorme fruta), mientras que los de tipo ‘French’ generalmente 

desarrollan un brote más grande y lo retienen, características intermedias se encuentran en 

el ‘French Horn’ y ‘False Horn’ (Swennen, 2000). 

 

2.3.2.1 Tipo French Plantain. 

Denominado también plátano tipo Francés, existen nueve formas conocidas cultivadas en 

diferentes zonas tropicales y subtropicales en el mundo, entre ellas están ‘Plátano Hembra’ 

en México, República Dominicana, ‘Plátano Dominico’ en Colombia y Ecuador.  Las 

características morfológicas que distinguen al grupo son los numerosos frutos y la 

persistencia de la parte masculina de la inflorescencia. 
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2.3.2.2 Tipo Horn Plantain. 

Denominado también plátano tipo Cuerno, se cultivan en Asia meridional, Latinoamérica, 

donde recibe diferentes sinonimias.  Se identifican algunas formas conocidas cultivadas, 

entre ellas están ‘Plátano Macho’ en México, ‘Plátano Currare’ en Costa Rica, ‘Plátano 

Hartón’ en Colombia y Ecuador.  Cada variedad puede ser encontrada en la forma gigante y 

enano, en lo que respecta a la altura de la planta.  Estos plátanos se caracterizan por tener 

pocos frutos y la temprana degeneración de la parte masculina de la inflorescencia y de las 

partes florales (Brown, et al., 2013) 

 

2.3.2.3 Tipo False Horn. 

Denominado también plátano tipo Falso Cuerno.  Se identifican algunas formas conocidas 

cultivadas en zonas tropicales y subtropicales, entre ellas están ‘Plátano Dominico-Hartón’ 

(sinonimia ‘Plátano Currare enano’ en Centroamérica), ‘Maricongo’ en Colombia, ‘Plátano 

Barraganete’ en Ecuador, ‘Macho x Hembra’ en República Dominicana.  Estos plátanos se 

caracterizan por tener una cantidad intermedia de frutos y el eje floral masculino de manera 

semi-persistente (Ploetz, Kay, Daniells, & Nelson, 2007). 

 

2.3.2.4 Tipo French Horn. 

Ploetz et al. (2007) describen a estos cultivares como plátanos de tipo Cuerno Francés, y han 

reportado algunos ejemplares, entre ellos ‘Mbang Okon’, y ‘3 Vert’ en África. 

 

2.4 Importancia y producción de los bananos y plátanos 

El plátano y el banano (Musa AAB y Musa AAA, respectivamente) son cultivos de 

importancia por su valor económico y aporte nutricional a la población.  Son considerados 

además, una importante fuente de ingresos directos e indirectos para quienes cultivan y 

cosechan sus frutos en todo el mundo (Alvarez, 2013).  

 

Según INIAP, (2015) el cultivo de plátano en Ecuador, genera fuentes estables y 

transitorias de empleo, proporciona permanentemente alimentos ricos en energía a la 



 

11 

mayoría de la población rural.  En las estadísticas del INEC, (2011) se reporta en el país una 

superficie que sobrepasa las 150 000 ha de plátano, donde más de la mitad están bajo el 

sistema de monocultivo y las restante están asociadas con otros cultivos.  La mayor zona de 

producción de esta musácea se encuentra en la zona conocida como el triángulo platanero, 

conformado por las provincias de Manabí, Santo Domingo y Los Ríos con 52 612, 14 249 y 

13 376 ha aproximadamente.  Los principales cultivares que se siembran son ‘Dominico’, 

que se lo destina primordialmente para el auto-consumo y ‘Barraganete’ que se lo destina a 

la exportación, estimándose que anualmente se exportan alrededor de 90 000 toneladas 

(INIAP, 2015).  

 

Según datos de TRADEMAP, (2014) Ecuador logró ocupar el segundo puesto de 

países exportadores de plátano por abastecer más del 17 % de frutas al mercado 

internacional. Teniendo como destino Estados Unidos con un 62 % del volumen total, 

seguido por el bloque de países de la Unión Europea con el 21 %, y el 15 % al resto del 

mundo. 

 

La producción de banano posee más significancia que la del plátano, ya que genera 

mucho más fuentes de trabajo, su producción y exportación sobrepasa los 250 millones de 

cajas al año, por lo que es considerado el segundo rubro de mayor venta en el país, 

actualmente se reportan alrededor de 214 000 ha, en su mayoría, tecnificadas y con 

certificaciones de estándares internacionales de calidad (PRO ECUADOR, 2015). 

 

 Una tercera parte de las exportaciones mundiales se produce en Ecuador, 

abasteciendo de frutas a la Unión Europea con 42 % de la demanda, Estados Unidos con el 

21 %, mercados marginales (Medio Oriente, Europa del Este, África del Norte y Asia) el 11 

% y el resto del mundo con el 27 %.  Según datos de AEBE, se exportaron alrededor de 240 

millones de cajas (situación hasta septiembre del 2015) representado un ingreso de alrededor 

de 1 500 millones de dólares al sector (AEBE, 2015). 

 

A pesar que ambos cultivos son imprescindibles para el desarrollo de la economía 

del país sus producciones excepcionales son vulnerables a daños colaterales, en la última 
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década, las plagas, enfermedades, condiciones ambientales adversas, entre otras causas, han 

ganado mucho espacio, poniendo en peligro la hegemonía productiva del país.  Por lo que, 

se hace necesario de una alternativa que conserve y abastezca de material con calidad 

genética y fitosanitaria al sector agroproductivo. 

 

2.5 Conservación del germoplasma vegetal 

La conservación del germoplasma vegetal es considerada como una actividad científica, 

propuesta en el año 1970 con la finalidad de prevenir la erosión genética y mejorar la 

productividad de las especies cultivables partiendo de la conservación de una amplia gama 

de genes de interés; sin embargo, estos son limitados y perecederos, por lo que, conservarlos 

proporcionarían la materia prima para trabajos de cultivo de tejidos, ingeniería genética o 

mejoramiento convencional.  Puesto que, la utilización de métodos que capten la máxima 

diversidad de genotipos junto al uso de técnicas eficientes de multiplicación son importantes 

para amenorar sus pérdidas a través del tiempo (Sánchez & Jiménez, 2010). 

  

En la actualidad se conoce que la conservación de los recursos fitogenéticos cuenta con 

dos formas básicas, la in situ y la ex situ.  La conservación in situ se describe como la 

conservación de los ecosistemas y al mantenimiento y recuperación de poblaciones viables 

de especies cultivables o domesticadas dentro de su hábitat natural o cercano al lugar en 

donde hayan desarrollado sus propiedades distintivas.  La conservación ex situ, por el 

contrario, es la conservación de los componentes de la diversidad biológica fuera de su 

hábitat natural, este tipo de conservación es apropiada para especies cultivadas y sus 

parientes silvestres, mientras que la conservación in situ es especialmente para especies 

silvestres y variedades locales de una huerta, parcela agrícola o hacienda (Scocchi & Rey, 

2010).  

 

2.6 El cultivo de tejidos en la conservación del germoplasma   

El principio de la totipotencialidad de las células vegetales con el desarrollo de plantas 

completas a partir de un explante (células, tejidos u órganos) aislado de agentes patógenos, 

permitió pensar en la conservación del germoplasma mediante el cultivo de tejidos vegetales 

(Garcia, 2007).  
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La propagación in vitro concede a los bancos de germoplasma la habilidad de 

multiplicar plantas en grandes cantidades cuando sea necesario.  La técnica ha 

proporcionado resultados satisfactorios para especies recalcitrantes o de propagación 

vegetativa que las técnicas convencionales (bancos de campo) no ofrecen.  En la última 

década, las metodologías para especies tropicales incluyendo a las del género Musa, van en 

aumento, y las tasas de multiplicación son excepcionales. 

 

2.7 Tipos de conservación in vitro 

La conservación del germoplasma mediante establecimiento de un banco in vitro es una 

alternativa complementaria a las colecciones de campo, puesto que ofrece la posibilidad de 

almacenar y evaluar fácilmente un elevado número de muestras en un área reducida, no 

requiere de elevados costos para el mantenimiento y son eficientes para mantener fuentes de 

propagación de alta calidad genética y fitosanitaria ya sea para programas de investigación 

o para fines comerciales.  Además, facilita el intercambio de material genético, 

simplificando los procedimientos de cuarentena para sitios con regulaciones fitosanitarias 

muy estrictas. 

 

Los bancos in vitro están situados en condiciones controladas de laboratorio, e 

involucran diversas técnicas de cultivo in vitro.  La unidad de colección que se mantiene 

puede ser la semilla botánica o explantes vegetativos, dependiendo del hábito de crecimiento 

de la especie a conservar (Tyagi, Agrawal, Mahalakshmi, Hussain, & Tyagi, 2007). 

 

Pueden clasificarse según su permanencia: “a corto plazo” y “a largo plazo”.  En el 

primer caso, generalmente se utilizan técnicas de cultivo in vitro en condiciones de baja 

luminosidad y metabolismo reducido, mientras que, en el segundo se utiliza únicamente la 

crioconservación (Cousins & Adelberg, 2008). 
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2.7.1 Conservación in vitro a corto plazo. 

En la conservación a corto plazo los explantes permanecen in vitro hasta por un año, donde 

se manipula las condiciones de cultivo para disminuir la división celular y el metabolismo, 

deteniendo finalmente el crecimiento de la planta y extendiendo su longevidad, explicado 

de otra manera, no hay una detención total de los procesos celulares sino una disminución 

de la velocidad con que ocurren los mismos, teniendo como consecuencia la reducción de la 

frecuencia de transferencia de las plantas a un nuevo medio de cultivo (Roca, Escobar, & 

Mafla, 1994). 

 

   Henshaw, (1982) describe que la disminución de la frecuencia de subcultivos, puede 

tener un efecto favorecedor sobre la estabilidad genética del cultivo, ya que al disminuir la 

tasa de división celular se puede reducir la frecuencia de mutaciones que podrían ocurrir 

durante la duplicación del ADN en la fase mitótica del ciclo celular.  

 

No obstante, Pocasangre, (1992) difiere de este conocimiento manifestando que 

existe un riesgo potencial, ya que la misma técnica podría introducir nuevos peligros de 

selección debido al inevitable estrés fisiológico impuesto por la técnica in vitro, 

incrementando la posibilidad de inducción de alteraciones hereditarias durante el proceso, 

siendo inaceptable ya que el material conservado debe ser representativo al material 

utilizado. 

 

2.7.2 Crioconservación. 

La crioconservación es reconocida como una excelente herramienta de formidable potencial 

para el almacenamiento del germoplasma a mediano y largo plazo, descrita por González-

Arnao & Engelmann, (2013) como una disciplina científica relativamente nueva, y 

considerada como el método de conservación más estable.  

 

Los albores de la crioconservación datan del año 1960, cuando el profesor Akira 

Sakai demostró que ciertas yemas latentes podrían resistir la inmersión directa en nitrógeno 

líquido, y fue en 1968 cuando se publicó el primer reporte de crioconservación de material 

vegetal in vitro (Quatrano, 1968).  Dos décadas después, Thinh et al, (1999) reportaron la 
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crioconservación de puntas apicales (micromeristemos) de banano obteniendo porcentajes 

de regeneración bajos e impredecibles.  En el año 2005 la universidad católica de Leuven, 

Bélgica logró porcentajes satisfactorios utilizando las técnicas modernas de vitrificación, y 

en consecuencia, se han desarrollado numerosos protocolos para una amplia gama de 

bananos y plátanos (Sakai & Engelmann, 2007) de genotipos comerciales y silvestres 

(Torres, Román, & González, 2011).  

 

En la actualidad, se conoce que Biodiversity International (antes INIBAP) posee una 

amplia colección de germoplasma de Musa, donde más de la mitad de las accesiones 

mantenidas se conserva de manera segura en nitrógeno líquido.  En Ecuador se han reportado 

iniciativas de crioconservación (situación a finales del 2009) una de ellas fue propuesta por 

el programa VLIR-ESPOL (Tools for an environmental friendly banana production) donde 

se registra la crioconservación de 15 accesiones de diferentes genotipos de bananos y 

plátanos procedentes del banco de germoplasma mundial. 

 

El método de crioconservación consiste en llevar el material biológico desde su 

temperatura fisiológicamente activa, hasta temperaturas ultra bajas por medio del nitrógeno 

líquido (-196 ºC) donde la división celular y los procesos metabólicos cesan, por lo que el 

material puede permanecer almacenado por tiempo indefinido sin que sufra modificaciones 

genéticas (Reed, 2008).  Según Engelmann, (2010) hasta el presente no existe reporte que 

confirme la existencia de modificaciones en las características fenotípicas, a nivel 

bioquímico, cromosómico o molecular que sean atribuidas a la crioconservación. 

 

Marco & Serrano, (2012) describen que la técnica puede ser fácilmente aplicada a 

cualquier tipo de tejido vegetal con potencial de regeneración.  No obstante, el éxito del 

proceso dependerá de la preparación que se dé a este para que resista tanto al congelamiento 

como el descongelamiento, tal preparación consiste en provocar una deshidratación 

protectora en las células y tejidos de manera que se evite o disminuya la formación de 

cristales de hielo que causan graves daños en las membranas (Abdelnour, 1999).  
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Otro factor que se considera regla general es que el material debe ser escogido en 

estado juvenil, las células meristemáticas en activa división son más resistentes a las bajas 

temperaturas por tener un tamaño pequeño, citoplasma denso y pocas vacuolas, razón por la 

cual, el contenido de agua intracelular es bajo, consideración importante para evitar daños 

durante el transcurso de la congelación. 

 

2.7.3 Consideraciones para la crioconservación del germoplasma. 

Según Le Bras, Le Besnerais, Hamama, & Gaprin, (2014) un fenómeno importante a tener 

presente para llevar a cabo una crioconservación exitosa, es la cristalización, definida como 

el paso de un estado líquido desorganizado a uno ordenado.  Paralelo a esto, las soluciones 

muy concentradas y altamente viscosas inhiben la nucleación o unión de las moléculas de 

agua para formar hielo, por lo que a temperaturas ultra bajas se convierten en un sólido 

amorfo (vítreo) que evita los daños mecánicos y contribuye a mantener la viabilidad de las 

células y los tejidos en general (Benson, 2008).  

 

Según Engelmann, (1997) este proceso denominado ‘vitrificación’, (ya mencionado 

anteriormente) es la base del éxito de la crioconservación y determina los métodos 

criogénicos más modernos.  El sólido amorfo que se forma es desorganizado y presenta una 

mínima presión de vapor de agua que el correspondiente solido cristalino, y no permite la 

sobre-deshidratación causada por la congelación extracelular.  El estado vítreo además 

disminuye la contracción celular, el aumento de la concentración de solutos internos y la 

alteración del pH de las células  (Franks, 2003). 

 

Durante el transcurso de la congelación, las células pasan por daños o mecanismos 

bioquímicos específicos, con la finalidad de eliminar el agua libre o congelable (Dumet & 

Benson, 2000), en el transcurso, dicho material estará sometido a severas condiciones de 

estrés, el hídrico, inducido por la deshidratación, y el térmico, provocado por el enfriamiento 

(González-Arnao & Engelmann, 2013). 

 

Por otro lado, el estrés inducido promueve la producción de radicales libres 

(hidroxilo, superóxido y el peróxido de hidrógeno) los cuales atacan la fracción lipídica de 
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las membranas, provocando la formación de peróxidos de lípidos (malondialdehidos y el 

hidroxi-2-nonemal) altamente inestables que terminan en productos tóxicos de la oxidación 

secundaria (Adams, et al., 1999). 

 

Buitink, Hoekstra, & Leprince, (2002) manifiestan que, muchas plantas acumulan 

osmolitos orgánicos en respuesta a condiciones ambientales de estrés como la sequía, la 

congelación, y el choque osmótico.  Evidenciaron que existe una estrecha interrelación entre 

los mecanismos de protección/tolerancia y la acumulación intracelular de altos niveles de 

estos osmolitos denominados solutos compatibles.  En consecuencia, las metodologías 

toman en cuenta, estimular el incremento de estos compuestos con la finalidad de abatir el 

estrés inducido. 

 

La utilización exógena de sustancias crioprotectoras puede adicionarse en   los 

medios de cultivo específicos, o realizando tratamientos con soluciones que las contengan, 

propiciando el ingreso de algunos de ellos a las células y, a su vez, contribuyendo a regular 

el equilibrio osmótico, incrementar la viscosidad y a sustituir las moléculas de agua 

eliminadas por la deshidratación.  De esta forma, se ejerce un efecto coligativo protector que 

aumenta la osmolalidad celular, baja el punto de fusión por el descenso crioscópico y lleva 

a cabo el fenómeno de la vitrificación (Benson, 2008).  

 

No obstante, el ajuste osmótico a través de la biosíntesis y/o acumulación de 

osmolitos es muy distinto y no se puede relacionar por una concentración efectiva absoluta 

para todos los casos, requiriendo ser ajustada para un protocolo eficiente de 

crioconservación (Hare, Cress, & Staden, 1998). 

 

Fahy, MacFarlane, & Meryman, (1984) describen a la transición vítrea como el paso 

directo de la fase liquida muy viscosa a la de un sólido amorfo o vítreo, pero este estado 

depende de tres factores importantes: el contenido de agua, la temperatura y la composición 

química del crioprotector.  Sakai, (2004) menciona que se han formulado diferentes mezclas 

vitrificadoras para plantas conocidas como PVS (por su denominación en inglés: plant 

vitrification solutions), estas mezclas son aplicadas de manera exógena y combinan la 
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capacidad penetrante y no penetrante de sus componentes al medio intracelular, facilitando 

la ocurrencia de la transición vítrea durante el congelamiento rápido de las muestras en el 

nitrógeno líquido.  La solución PVS subenfría fácilmente por debajo de los 100 °C, y 

muestra una transición vítrea a -115 °C, con una desvitrificación exotérmica a -75 °C y un 

punto de fusión endotérmica a -36 °C (Sakai & Engelmann, 2007).  Entre los compuestos 

que la conforman destacan el glicerol (estabilizador de membranas), el DMSO 

(Inmovilizador de radicales libres), el etilenglicol (efecto higroscópico) y la sacarosa 

(estabilizador de proteínas). 

 

2.7.4 Métodos de vitrificación. 

El método de vitrificación y sus derivados, son elegidos como los más adecuados para 

críoconservar estructuras vegetales organizadas, su utilización para congelar meristemos 

apicales de especies tropicales ha proporcionado resultados casi excepcionales (González-

Arnao, Martínez-Ocampo, & Molina, 2009).  

 

Las nuevas variantes derivadas del método de vitrificación convencional como la gota-

vitrificación y la crio-lamina, han permitido avanzar en el mejoramiento de los tratamientos 

crioprotectores (Gámez-Pantrana, Martínez-Ocampo, Beristain, & González-Arnao, 2004), 

gracias a esto, se ha logrado la simplificación del procedimiento cuando se trabaja con 

grandes volúmenes de muestra (Yamamoto, Rafique, Fukui, Sekizawa, & Niino, 2012) 

siendo más recientemente, aplicada a la optimización a nivel de bancos de germoplasma 

(Panis, Piette, André, Houwe, & Swennen, 2011).  

 

El principio del método de vitrificación consiste en inducir una intensa 

deshidratación osmótica del material (sin causar lesión) con la ayuda de mezclas 

crioprotectoras muy concentradas, con la finalidad de ser capaz de vitrificar durante la 

inmersión en N2 líquido.  Para que los tejidos adquieran mayor tolerancia frente a la 

deshidratación con la PVS y a la crioconservación, antes se realiza un tratamiento breve, el 

cual se denomina “tratamiento de carga” en el que se utiliza una mezcla de 0,4 M de sacarosa 

+ 2 M de glicerol.  El calentamiento y retorno a la temperatura estable del cultivo se realiza 

de forma rápida, con la finalidad de evitar el crecimiento de cristales de hielo.  El lavado de 
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los crioprotectores se lleva a cabo con una solución RS (Recovery Solution) que contiene el 

medio de cultivo MS (Murashige & Skoog) líquido suplementado con 1,2 M de sacarosa, 

finalmente el material es puesto en condiciones apropiadas para su recuperación (Sakai & 

Engelmann, 2007). 

 

2.7.4.1 Gota-vitrificación. 

Esta técnica (droplet-vitrification) se deriva de la técnica de congelación de gotas 

desarrollado por Kartha, Leung, & Mroginski, (1982) y se diferencia del procedimiento 

clásico de vitrificación, en que se logra una ultra rápida velocidad de enfriamiento y de 

calentamiento de las muestras, dado que en lugar de usar crioviales, los tejidos se disponen 

en una gota o a un volumen muy reducido (15 µL) de la solución vitrificadora colocada 

sobre una pequeña lamina de aluminio, en la que son inmersas directamente en nitrógeno 

líquido (Panis, Piette, & Swennen, 2005). 

 

Para el calentamiento, la lámina con las muestras se sumergen directamente en 

abundante medio de cultivo líquido suplementado con 1,2 M de sacarosa a temperatura 

ambiente.  La magnífica conductividad térmica de la lámina de aluminio, asociada al poco 

volumen de la solución crioprotectora en contacto con los tejidos, favorece que tanto el 

enfriamiento como el calentamiento transcurran a una velocidad muy elevada (Sakai & 

Engelmann, 2007).  

 

2.7.4.2 Encapsulación-vitrificación y método de la crio-lámina. 

Estos dos protocolos criogénicos son operacionalmente simples, aunque han sido aplicados 

a un limitado número de casos para ápices meristemáticos de Musa.  Involucran inicialmente 

la encapsulación de los tejidos en alginato de calcio (biopolímero), en la encapsulación-

vitrificación las cápsulas sintéticas tienen forma redondeada, al igual que las obtenidas con 

la técnica de encapsulación-deshidratación y fusionan sus ventajas de ser rápidamente 

aplicado y fácilmente manipulado.  
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Por otro lado, en el método de crio-lámina, la encapsulación se refiere a una capa 

fina de alginato de calcio que gelifica sobre la superficie de una lámina de papel aluminio e 

inmoviliza los tejidos sobre ella, facilitando el proceso de inmersión (Yamamoto, et al., 

2011).  
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Ubicación del área de estudio 

El presente trabajo de investigación se realizó en el laboratorio de Cultivo de Tejidos 

Vegetales en el Centro de Investigaciones Biotecnológicas del Ecuador (CIBE) de la Escuela 

Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) en la ciudad de Guayaquil, Ecuador.  

 

3.2 Material vegetal 

Para los trabajos de crioconservación, el material vegetal fue recolectado en plantaciones 

comerciales (relativamente jóvenes de 4-5 años), ubicadas en los cantones Vinces y Baba de 

la provincia de Los Ríos.  Se seleccionaron 30-40 vástagos por cultivar de banano (AAA) 

‘Williams’ y ‘Valery’ del subgrupo ‘Cavendish’, y plátano (AAB) ‘Barraganete’ del 

subgrupo ‘Plantain’.  Se escogieron hijos sanos y vigorosos de 30-45 cm de altura y de un 

peso aproximado de 500 g. 

 

3.3 Etapa de introducción 

El material vegetal fue introducido y establecido in vitro de acuerdo al protocolo establecido 

por Korneva, Ortega, Santos, & Peralta, (2010) y modificado por el laboratorio de cultivo 

de tejidos de CIBE-ESPOL.  Durante el proceso a los vástagos (cormos) se le redujeron las 

partes externas hasta obtener secciones de 5 cm de largo y 3 cm de diámetro (domo 

meristemático).  El cual fue lavado en un flujo de agua potable, posteriormente fue sometido 

a desinfección en una solución de cloro comercial diluido en agua destilada hasta la 

concentración final de 2 % durante 20 minutos, seguido de tres a cuatro lavados con agua 

destilada estéril.  Posteriormente, en condiciones asépticas (flujo laminar) con ayuda de un 

bisturí, los explantes fueron reducidos a segmentos de1 cm de altura por 1 cm de base. 

 

3.4 Etapa de establecimiento in vitro 

Para el establecimiento del cultivo, los explantes fueron colocados en un medio de cultivo 

sólido MS (Murashige & Skoog), suplementado con 4,43 µM de BAP.  La fase de iniciación 

tuvo una etapa de incubación de 30 días en condiciones de temperatura y luminosidad (26 ± 
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2 ºC, con 2 500-3 000 Luxes).  Los medios se ajustaron a 5,9 de pH y los parámetros de 

esterilización fueron a 121 °C con una presión de 1,05 kg/cm2 durante 20 minutos. 

 

3.5 Etapa de multiplicación in vitro 

Terminada la etapa de establecimiento, los explantes se subcultivaron en un medio de 

multiplicación MS, suplementado con 10,65 µM de BAP y 1 µM de AIA, esta fase tuvo un 

periodo de 60 a 90 días, donde los repiques (subcultivos) se realizaron cada 30 días para 

incrementar la cantidad suficiente de vitroplantas. 

  

3.6 Etapa de enraizamiento 

Las vitroplantas obtenidas fueron colocadas en un medio sólido MS modificado con 0,17 M 

de sacarosa (PCM), desprovisto de reguladores de crecimiento, por un periodo de 30 a 45 

días con el fin de inducir el enraizamiento-engrosamiento para poder extraer 

micromeristemos capaces de soportar las bajas temperaturas.  Durante esta fase, los 

explantes fueron incubados a temperatura de 28 ± 2 °C, con 70 % de humedad relativa, con 

fotoperiodos de 16 horas y una intensidad lumínica de 50 µE mol.m-2 s-1. 

 

Figura 1. Etapas del cultivo in vitro de plátano ‘Barraganete’: a. introducción; b. establecimiento in 

vitro; c. propagación; d. enraizamiento.  

a b 

 c  d 
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Figura 2. Etapas del cultivo in vitro de banano ‘Williams’: a. introducción; b. establecimiento in 

vitro; c. propagación; d. enraizamiento.  

 

Figura 3. Etapas del cultivo in vitro de banano ‘Valery’: a. introducción; b. establecimiento in vitro; 

c. propagación; d. enraizamiento. 

 

 a  b 

 c  d 

a  b 

 c   d 
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3.7 Etapa de crioconservación 

3.7.1 Extracción de los micromeristemos. 

Se seleccionaron las vitroplantas robustas y con buen sistema radicular de cada cultivar, y 

en condiciones asépticas (flujo laminar) con ayuda de un estereomicroscopio tuvieron una 

disección, donde se eliminaron las hojas, raíces y partes de las vainas hasta la cúpula apical 

y extraer así el micromeristemo (unidad experimental) del tamaño de 1x1x1 mm.  Durante 

la disección, los explantes fueron colocados en medio líquido MS suplementado con 0,17 M 

de sacarosa hasta concluir con la extracción.  

 

Todo el material de vidrio (cajas petri, fiolas y pipetas Pasteur), papel de filtro  

whatman y crioviales, fueron esterilizados en autoclave a temperatura de 121 °C y una 

presión de 1,05 kg/cm2 durante 30 minutos. 

 

3.7.2 Pre-tratamiento. 

Los micromeristemos extraídos fueron colectados con ayuda de una pipeta Pasteur plástica 

de 3 mL, para ser colocados en una solución de carga LS1 (Loading Solution) que consiste 

en un medio líquido MS más la adición de 2 M de glicerol y 0,4 M de sacarosa.  Luego de 

20 minutos de carga a temperatura ambiente, los micromeristemos fueron transferidos a la 

solución PVS2, previamente enfriada en hielo a 0 °C,  la cual contiene un medio líquido MS, 

3,26 M de glicerol, 2,42 M de EG, 1,9 M de DMSO y 0,4 M de sacarosa (Sakai, Kobayashi, 

& Oiyama, 1990).  Los explantes tuvieron un periodo de 30-40 minutos en esta solución 

crioprotectora. 
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Tabla 1. Composición de las soluciones crioprotectoras. 

Solución Componentes Cantidad 

LS1 

 

 

 

PVS2 

 

 

 

 

 

RS 

 

MS 

Glicerol 

Sacarosa 

 

MS 

Glicerol 

EG 

DMSO 

Sacarosa 

 

MS 

Sacarosa 

1,0 L 

2,0 M 

0,4 M 

 

1,0   L 

3,26 M 

2,42 M 

1,90 M 

0,4   M 

 

1,0  L 

1,2  M 

 

3.7.3 Inmersión en nitrógeno líquido. 

Los micromeristemos tratados con la solución PVS2 enfriada fueron colocados sobre cintas 

de papel aluminio (4 x 15 mm) previamente enfriadas, colocando de 8-10 micromeristemos 

por tira de papel y suplementados con una gota (de 15 µL) de la solución PVS2 fría.  Luego 

del procedimiento se colocó cada tira de papel en crioviales previamente enfriados y se 

sumergieron en nitrógeno líquido por un periodo de 30 minutos.  

 

3.7.4 Post-tratamiento. 

Para la descongelación, se retiraron los crioviales del nitrógeno líquido y se colocaron las 

cintas de papel en una caja Petri con 15 mL de la solución RS (Recovery Solution) la cual 

contiene un medio líquido MS, más la adición de 1,2 M de sacarosa, agitando la placa 

permanentemente para su rápido descongelamiento y eliminación de restos de la solución 

PVS2 (altamente tóxica).  En esta solución los micromeristemos permanecieron por un 

periodo de 15 minutos y a temperatura ambiente.  
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3.7.4.1 Recuperación.  

Después del post-tratamiento, los micromeristemos descongelados, fueron colocados en una 

hoja de papel filtro whatman puesto en medio semisólido, donde permanecieron durante 24 

horas en la oscuridad.  

 

Para la recuperación se modificaron las condiciones de medio de cultivo acorde a 

dos metodologías, la primera hace referencia al protocolo de Panis, (2009) donde se describe 

la utilización de un medio sólido MS más la adición de 0,3 M de sacarosa, mientras que la 

segunda es descrita por Korneva et al. (2009) con la utilización de un medio sólido MS 

reducido todos sus componentes a la mitad, más la adición de 0,08 M de sacarosa. 

 

Tabla 2. Composición de los medios de cultivo de recuperación. 

 

3.7.4.2 Regeneración. 

A las 24 horas después, los micromeristemos fueron transferidos al medio de regeneración 

sin papel filtro, permaneciendo la primera semana en la oscuridad y puestos posteriormente 

a las condiciones de fotoperiodo establecidas (26 ± 2 ºC, con 2 500-3 000 Luxes). 

 

Al igual que la recuperación, en esta etapa también se modificaron las condiciones 

de los medio de cultivo para la regeneración, la metodología I descrita por Panis, (2009) 

contempla la utilización de un medio MS, más la adición de 0,08 M de sacarosa y 2,22 µM 

Medio de cultivo Sales minerales Reguladores de 

crecimiento 

Sacarosa Otros 

Metodología I 

 

 

Metodología II 

Murashige & 

Skoog 

 

½ Murashige & 

Skoog 

- 

 

 

- 

102,68 g 

 

 

30 g 

Phytagel 3 g 

pH 6,12 

 

Phytagel 2 g 

pH 6,00 
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de BAP, mientras que la metodología II descrita por Korneva et al. (2009), un medio MS 

con la adición de 100 mL de agua de coco y 0,08 M de sacarosa. 

 

A continuación en la tabla 3, se describe la composición de los medios de 

regeneración utilizados en la regeneración. 

 

Tabla 3. Composición de los medios de cultivo de regeneración. 

 

3.8 Variables evaluadas en la recuperación y regeneración 

Se evaluó el número de micromeristemos vivos para determinar el porcentaje de 

sobrevivencia (N° total de micromeristemos vivos/ N° total de micromeristemos x 100), 

considerando como micromeristemo vivo aquel que tiempo después de la descongelación 

en nitrógeno líquido se tornó verde y turgente. Tres meses después, se evaluó el número de 

micromeristemos que regeneraron una planta, para determinar el porcentaje de regeneración 

(N° de micromeristemos que brotaron/ N° de total de micromeristemos x 100). 

 

3.9 Diseño experimental 

Durante el desarrollo de la investigación se contó con un diseño de bloques completamente 

al azar, el cual involucraba un arreglo factorial de A x B, con tres niveles (‘Williams’, 

‘Valery’ y ‘Barraganete’) para los niveles metodología I (Panis, 2009) y II (Korneva, et al., 

2009). 

Medio de cultivo Sales minerales Reguladores de 

crecimiento 

Sacarosa Otros 

Metodología I 

 

 

Metodología II 

Murashige & 

Skoog 

 

Murashige & 

Skoog 

BAP 2,22 µM 

 

 

- 

 

30 g 

 

 

30 g 

Phytagel 3 g 

pH 6,12 

 

Phytagel 2 g 

pH 5,9 

Agua de coco 

100 mL 
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Los tratamientos se dieron de la siguiente manera: 

Factor A: Cultivares    Factor B: Metodologías 

Niveles     Niveles 

 

A1 = ‘Williams’    B1 = Metodología I 

A2 = ‘Valery’    B2 = Metodología II 

A3 = ‘Barraganete’ 

 

Tratamientos  Repetición 1  Repetición 2  Repetición 3 

 

T1 = A1B1 

T2 = A1B2 

T3 = A2B1 

T4 = A2B2 

T5 = A3B1 

T6 = A3B2 

 

La cantidad de explantes crioconservados y recuperados se describe en la tabla 4, se 

utilizaron 15 explantes con tres repeticiones por cultivar, considerándose un total de 60 

micromeristemos distribuidos en cada tratamiento. 
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Tabla 4. Material experimental con tratamientos y repeticiones. 

Cultivar Tratamiento Micromeristemos Repeticiones Total de 

micromeristemos 

‘Williams’ 

 

 

‘Valery’ 

 

 

‘Barraganete’ 

 

T1 

T2 

 

T3 

T4 

 

T5 

T6 

15 

15 

 

15 

15 

 

15 

15 

3 rept de 15 

micromeriste
mos 

 

Ídem 

 

 

Ídem 

 

60 

60 

 

60 

60 

 

60 

60 

 

3.10 Evaluación estadística 

El efecto de la crioconservación sobre la cantidad de meristemos viables (sobrevivencia, 

Sm) y su capacidad de formar nuevas plantas por cada cultivar, se evaluó mediante 

estadística descriptiva con el objetivo de estimar las medidas de tendencia central y la 

dispersión de cada variable.  Se aplicó la prueba F para comprobar la homogeneidad de 

varianzas, procediéndose con posterioridad a realizar el análisis de varianzas y la 

conformación de subgrupos homogéneos con el estadístico Tukey.  Todas las pruebas 

estadísticas se realizaron al 5 % de significación y se emplearon los programas InfoStat y 

SPSS 12,0.  
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

4.1 Establecimiento in vitro de los cultivares 

Durante esta etapa los explantes de cada cultivar fueron mantenidos en condiciones 

controladas in vitro, su desarrollo en el transcurso fue satisfactorio, excepto por la presencia 

de la contaminación que se presentó al final de la etapa con porcentajes que van desde el 3 

al 15% en los cultivares ‘Williams’, ‘Valery’ y ‘Barraganete’.  Es de destacar que el método 

utilizado en la desinfección de los explantes, tuvo resultados satisfactorios a pesar de que 

las muestras fueron recolectadas en época lluviosa. 

 

Tabla 5. Porcentaje de contaminación de los cultivares. 

Cultivar N° de explantes 

iniciales 

N° de explantes 

contaminados 

% de contaminación 

‘Williams’ 

‘Valery’ 

‘Barraganete’ 

30 

30 

40 

2 

1 

6 

6 

3 

15 

 

4.1.1 Fenolización de los cultivos. 

Descartados los explantes contaminados, todos los que se encontraban en buenas 

condiciones se cambiaron a medio de propagación.  A los explantes se les observó 

engrosamiento en el tejido meristemático con oxidación moderada en la zona de reserva, el 

resto mantenía coloración verde con aumento de tamaño y masa vegetativa, en la figura 4 

puede observarse dos ejemplos: 
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Figura 4. Explantes en etapa de establecimiento in vitro. 

 

Los explantes cultivados  presentaron oxidación fenólica que promedió entre 

ligeramente oxidado y moderadamente oxidado; para el cultivar ‘Barraganete’, el porcentaje 

de muerte por necrosis fue del 15 %, ‘Williams’ 3 % y ‘Valery’ con oxidación moderada. 

Según describe Cajauri, (2007) los diferentes grados de oxidación observados en los 

explantes, se expresan siguiendo la siguiente escala: Ligeramente oxidado (++), 

moderadamente oxidado (+++), oxidado (++++) y necrótico (+++++). Estos resultados 

concuerdan con Angarita y Perea, (1984) quienes mencionan que la oxidación de polifenoles 

no es dificultosa para los cultivares AAA y ABB; sin embargo, para los del tipo AAB 

presentan mayor oxidación debido a las cantidades superiores de fenoloxidasa.  En la tabla 

6 se describe el grado de oxidacion de los cultivares. 

 

Tabla 6. Grados de oxidación y porcentaje de muerte de meristemos. 

Cultivar Grado de oxidación promedio % de muerte por necrosis 

‘Williams’ 

‘Valery’ 

‘Barraganete’ 

++ 

++ 

+++ 

3 

0 

15 
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4.2 Multiplicación in vitro 

En esta etapa el material propagado presentó una respuesta diferente entre cultivares, con 

respecto a la capacidad de producción de brotes (ahijamiento), los cultivares ‘Williams’ y 

‘Valery’ durante tres subcultivos presentaron coeficientes de multiplicación de 2,20 y 2,12 

respectivamente; sin embargo el cultivar barraganete necesitó de un subcultivo adicional 

para poder obtener la cantidad de vitroplantas necesarias.  En la tabla 7 se muestra los 

coeficientes de multiplicación de cada cultivar. 

 

Tabla 7. Resultado de la multiplicación in vitro de los cultivares. 

Cultivar 

Subcultivos 

(brotes) Coeficiente de multiplicación 

1 2 3 4 

‘Williams’ 

‘Valery’ 

‘Barraganete’ 

54 

58 

56 

108 

118 

106 

280 

264 

197 

- 

- 

345 

2,20 

2,12 

1,95 

 

 

 Estos resultados superan a los presentados por Korneva et al. (2002) quienes 

reportaron la multiplicación de cultivares de banano con genotipo AAA con un coeficiente 

de 1,86 mientras que en cultivares de plátano AAB obtuvieron 0,8. 

 

 

Figura 5. Coeficiente de multiplicación de los cultivares. 
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4.3 Enraizamiento in vitro 

La inducción de raices y engrosamiento de las vitroplantas multiplicadas tiene una estrecha 

relación con la necesidad de generar micromeristemos vigorosos y bien formados con la 

finalidad que resistan el proceso de crioconservación, esta idea coincide con Henshaw, 

O'Hara, & Stamp, (1985) quienes indican que el estado fisiológico de la planta donante es 

de particular importancia y un factor significativo, en la morfogénesis de los explantes 

después de la inmersión en nitrógeno líquido.   

 

En consecuencia las vitroplantas obtenidas fueron subcultivadas en un medio MS 

suplementado con 0,17 M sacarosa, manteniéndose por un periodo de 30 días. Al terminar 

esta etapa se observó en los cultivares ‘Williams’ y ‘Valery’ características fisiológicas 

apropiadas; sin embargo existió una respuesta diferente en el cultivar ‘Barraganete’ el cual 

presentó vitroplantas con menor diámetro y pocas raíces, por lo que no estuvieron aptas para 

la extracción de los micromeristemos hasta después de una a dos semanas. 

 

4.4 Crioconservación 

4.4.1 Pre-tratamiento. 

En vista de que el tiempo de extracción de los micromeristemos (6-8 minutos) dificulta tener 

un tratamiento uniforme con los criopreservantes, estos tuvieron que ser colocados en un 

medio de cultivo MS líquido con 0,17 M de sacarosa hasta completar la cantidad de 

explantes, esto con la finalidad de que el material tuviera un tratamiento homogéneo 

(Korneva, et al., 2009).  A pesar que, en la literatura internacional se determina que los 

micromeristemos extraídos pueden estar expuestos en la solución LS1 (Loading Solution) 

de 20 minutos a 5 horas sin afectar su regeneración (Panis, 2009).  Relacionado a esto, 

Takagi, (1997) describe que el mecanismo preciso de pretratamiento (LS1) aún no está 

entendido completamente; sin embargo se ha comprobado que el tratamiento mejora la 

tolerancia de los micromeristemos a la deshidratación con la solución vítrea (PVS2) (Takagi, 

Thinh, Islam, Senboku, & Sakai, 1997). 

 

Durante el tratamiento con las soluciones crioprotectoras se comprobó que el uso de 

frascos cilíndricos de 10 mL para colocar los micromeristemos extraídos resulta poco 
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efectivo, dificultando la captura de los explantes suspendidos en el medio líquido.  Según 

Panis, (2002) el tiempo de permanencia de los explantes bajo la acción tóxica del DMSO, 

debe ser el indicado (30 min) ya que tiempos superiores afectan la sobrevivencia luego de 

la inmersión en N2L.  Por esta razón, con la finalidad de disminuir variaciones, se 

sustituyeron los frascos por pequeñas placas Petri, que agilitaron el proceso de captura para 

el pase a la lámina de aluminio. 

 

4.4.2 Post-tratamiento. 

Durante el post-tratamiento los micromeristemos fueron descongelados en un medio de 

recuperación RS (Recovery Solution) a temperatura ambiente con la ayuda de la corriente 

de aire estéril del flujo laminar, no se requirió la utilización de un baño termoestatado por 

cuanto la buena conductividad térmica de la lámina de aluminio optimizó el proceso de 

descongelación (Sakai & Engelmann, 2007). 

 

4.4.3 Recuperación. 

Los micromeristemos descongelados fueron puestos a recuperar en condiciones de 

oscuridad por una semana con la finalidad de evitar la fotoxidación.  Según Benson, (1990) 

determina que un síntoma común de daño por enfriamiento, es la susceptibilidad por la 

fotoxidación en plantas que crecen bajo condiciones estándares de luz y temperatura.  Este 

tipo de daño ocasiona una degradación en el contenido del pigmento, por lo que al exponerse 

a la luz de manera inmediata produciría un blanqueo rápido del tejido, si es que este estuviera 

dañado.  

 

Durante las primeras 24 horas de permanencia en los medios, pudo observarse 

fenolización alrededor de algunos explantes debido a la reacción enzimática del material, 

aunque la mayoría de los micromeristemos se mantuvieron de color claro por un par de días, 

aproximadamente al tercer día, comenzaron a fenolizarse.  En la metodología I, el porcentaje 

de fenolización sobre los cultivares se dio de la siguiente manera: 48 % para ‘Williams’, 55 

% para ‘Valery’ y 90 % para ‘Barraganete’. Mientras que, para la metodología II: 67 % para 

‘Williams’, 63 % para ‘Valery’ y 72 % para ‘Barraganete’.  
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Figura 6. Porcentaje de fenolización de los cultivares. 

 

4.4.3.1 Sobrevivencia. 

Se evaluaron los parámetros de sobrevivencia de acuerdo a lo descrito por Panis, (2009) 

donde los micromeristemos luego de cuatro a seis semanas en el medio de regeneración 

pueden tener cuatro tipos de reacción. 

 

i. Micromeristemos blancos que son el resultado de la muerte inmediata del 

tejido sin ennegrecimiento; 

ii. Micromeristemos negros completa o parcialmente, indicando que hubo una 

reacción enzimática después de la crioconservación; 

iii. Crecimiento desorganizado de callos representando excrecencia de pequeñas 

áreas aisladas del micromeristemo y; 

iv. Regeneración de meristemas resultando de la supervivencia de una parte 

sustancial del micromeristemo. 

 

En las evaluaciones visuales para la metodología I, los cultivares ‘Williams’ y 

‘Valery’ presentaron una sobrevivencia del 13 y 12 %, seguido de ‘Barraganete’ con el 8 %. 

Mientras que en la metodología II, los cultivares ‘Williams’ y ‘Valery’ presentaron una 

sobrevivencia del 18 y 15 % seguido de ‘Barraganete’ con el 3 %.  Los resultados del cultivar 
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‘Williams’ difieren de los obtenidos previamente por Korneva et al. (2004) quienes tuvieron 

una sobrevivencia del 34 %, por otro lado, para los cultivares ‘Valery’ y ‘Barraganete’ hasta 

la fecha no se han reportado datos sobre su crioconservación; sin embargo, podrían 

relacionarse a otros cultivares crioconservados por Panis et al. (2002) quienes obtuvieron 

del 14 al 27 % de sobrevivencia para los de tipo AAA, y del 5 al 35 % para los de tipo AAB.  

 

 

Figura 7. Porcentaje de sobrevivencia de los cultivares. 

 

El análisis estadístico de los datos experimentales con respecto a la sobrevivencia, 

indica que no se encontraron diferencias significativas (P≤0,05) entre las metodologías 

utilizadas.  Los cultivares ‘Williams’ y ‘Valery’ presentaron el mejor comportamiento 

aplicando la metodología II, mientras que ‘Barraganete’ presentó el menor promedio sin 

importar la metodología.  Se describe además la existencia de diferencias significativas 

(P≤0,05) entre los cultivares de la metodología II. 
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Figura 8. Comparación estadística de la sobrevivencia de los micromeristemos de cada cultivar, 

luego de la crioconservación. 

 

 La cantidad de sacarosa utilizada en la metodologia II fue menor a la contraparte, 

y la utilización de BAP fue reemplazada por agua de coco.  Según Crowe, (1984) la sacarosa 

es un protector de menbranas muy eficaz, induce cambios metabólicos y fisiológicos que 

conducen a la crioprotección.  Kendall, Kartha, Qureshi, & Chermak, (1993) describen que 

el compuesto puede mantener el estado cristalino de las bicapas de la menbrana y estabilizar 

las proteinas en condiciones de congelación.  En ese sentido Panis et al. (2002) y Korneva 

et al. (2009) pudieron haber aplicado cantidades determinantes a los medios de cultivo (0,3-

0,08 M).   

 

 El efecto de esta disminución es descrito por Digilio, (2015) quien en sus estudios 

comprobó que la baja concentración tendría un efecto benéfico en la rehidratación del tejido 

crioconservado, ya que reduce paulatinamente el potencial osmótico, por lo tanto, la célula 

puede ir incorporando agua de manera gradual, explicado de otra manera, el cambio 

fisiológico no sería brusco, ocasionando menos estrés para el tejido.  Por otro lado, Ayerbe, 

(1990) manifiesta que la adición de agua de coco a los medio de cultivo ha producido 

resultados sorprendentes, si se utiliza junto a la adición de auxinas produce una fuerte 

división celular en los tejidos. 
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Figura 9. Brotes recuperados de los cultivares cuatro semanas después de la descongelación. 

 

Algunos micromeristemos descongelados que sobrevivieron presentaron 

inicialmente una etapa de latencia, ya que después de seis a siete semanas en medio de 

regeneración comenzaron a tonarse verde (tal es el caso del cultivar ‘Barraganete’ de la 

metodologÍa II).  Una semana antes de la evaluación algunos micromeristemos oscuros se 

tornaron verdes, presentando primordios foliares, como el caso de los cultivares ‘Williams’ 

y ‘Valery’ de la metodología II.  En ningún caso se tuvo la presencia de callos que pudieran 

desarrollarse durante la recuperación y regeneración, caso que pudiera suceder como lo 

reporta Panis, (2009) en sus investigaciones, siempre la sobrevivencia fue directa. 

 

  Durante la etapa de recuperación y regeneración no se observó la presencia de 

agentes contaminantes, por lo que, es un indicador de que la esterilización fue óptima junto 

a una eficiente manipulación en condiciones asépticas, también puede tener relación a lo 

manifestado por Wang et al. (2008) quienes describen que la crioconservación tiene un 

efecto en la eliminación de bacterias, virus y otros agentes patógenos.  Concerniente a esto, 

Helliot et al. (2003), reportaron la crioterapia para la erradicación del virus del mosaico 

(CMV) en plantas de banano cv. ‘Williams’ (Torres, Román, & González, 2011), obteniendo 

resultados satisfactorios. 
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4.4.3.2 Regeneración. 

Con respecto a la regeneración, transcurridas las 8-10 semanas se observó la elongación del 

ápice y el desarrollo de brotes verdes (aproximadamente 4-6 mm de altura), durante este 

periodo, los micromeristemos que permanecieron oscuros o claros ya fueron dados por 

muertos.  El porcentaje de regeneración evaluado fue respecto al número inicial de 

micromeristemos y no en relación al número de micromeristemos sobrevivientes. 

 

En la figura 10 se describe el porcentaje de regeneración de los micromeristemos.  

En la metodología I, los cultivares ‘Williams’ y ‘Valery’ presentaron una regeneración del 

18 % y 10 % respectivamente, mientras que el cultivar ‘Barraganete’ presentó una 

regeneración del 12 %.  En la metodología II, ‘Williams’ y ‘Valery’ tuvieron una 

regeneración del 28 % y 18 % mientras que ‘Barraganete’ tuvo una regeneración del 7 %.  

 

 

Figura 10. Porcentaje de regeneración de los cultivares. 

 

En la figura 11 se puede observar que los mejores resultados (valores altos de 

regeneración) se dan en el cultivar ‘Williams’ aplicando la metodología II.  Los resultados 

menos favorables se dan en ‘Barraganete’ sin importar la metodología utilizada. 
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Figura 11. Comparación estadística de la sobrevivencia de los micromeristemos de cada cultivar 

luego de la crioconservación. 

 

 En la figura 12 se describe la comparación estadística de la sobrevivencia de los 

micromeristemos y la posterior regeneración de vitroplantas obtenidas en los distintos 

cultivares.  Letras distintas difieren para (P≤0,05).  

 

 

Figura 12. Comparación estadística de la sobrevivencia y regeneración de los micromeristemos de 

cada cultivar, de acuerdo a la metodología utilizada. 
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 Los resultados obtenidos de ambas metodologías para la regeneración del cultivar 

‘Williams’ no se aproximan a los reportados por Korneva et al. (2004) quienes obtuvieron 

el 34 %.  Para los cultivares ‘Valery’ y ‘Barraganete’ no se han conseguido hasta la fecha 

reportes de su crioconservación, y aunque pudieran ser relacionados a los obtenidos por 

Panis, (2002) en otros cultivares de genotipo AAB (entre 5 % y 35 %) hay que tener presente 

que, en estudios realizados por Korneva et al. (2009) se comprobó que la regeneración 

corresponde a características individuales de los cultivares en respuesta a variaciones de 

tensión termal o estrés por frio, y no podría estar asociada con un comportamiento 

diferencial entre grupos genómicos, dicho de otra manera, la respuesta de las adhesiones es 

diferente dentro del mismo genotipo.  

    

Figura 13.  Desarrollo de brotes a partir de micromeristemos descongelados. 

 

 Según Thinh y otros, (1999) se han crioconservado un sinnúmero de genotipos de 

Musa utilizando el método de gota-vitrificación, siendo el apropiado para esta forma de 

cultivo (ápice meristemático) (Panis, Piette, & Swennen, 2005).  Sin embargo, en la 

literatura internacional se menciona que el método requiere de más trabajo cuando se trata 

de cultivares con genoma AAB, siendo una alternativa para este caso, la utilización de 

agregados proliferantes obtenidos al usar un medio que contiene altas concentraciones de 

citoquininas (10 mg/L TDZ) (Panis, 2009).  Los resultados de Korneva et al. (2009) 
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mostraron mayor regeneración de brotes a partir de scalps crioconservados en grupos 

genómicos AAA y ABB (69 % y 43 % respectivamente) y menor en el genoma AAB, con 

valores que promediaban el 20 %; sin embargo, la técnica de scalps no fue tomada en cuenta 

debido a que Pocasangre, (1992) manifiesta que el riesgo de variación somaclonal aumenta 

al ser utilizada. 
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1 Conclusiones 

1. El protocolo de introducción descrito por Korneva, Ortega, Santos, & Peralta, (2010) 

logró una satisfactoria desinfección y multiplicación de los cultivares. 

 

2. Durante la etapa de multiplicación, se obtuvo el mejor coeficiente en el cultivar 

‘Williams’. 

 

3. El porcentaje de fenolización de los explantes luego de la descongelación fue alta; 

sin embargo no influyó en la sobrevivencia y regeneración del material. 

 

4. La metodología II descrita por Korneva et al. (2009) dio como resultado una mayor 

sobrevivencia y regeneración para los cultivares ‘Williams’ y ‘Valery’.  

 

5. El cultivar ‘Barraganete’ presentó el menor promedio de regeneración sin importar 

la metodología. 

  

5.2 Recomendaciones 

1. Evaluar y determinar las concentraciones de los componentes de la solución PVS2 

para el mejoramiento de la etapa de crioprotección 

 

2. Evaluar el parámetro: tiempo de deshidratación y crioprotección, además del tamaño 

del explante.  

 

3. Evaluar la regeneración de los explantes luego de la etapa de criopreservación 

utilizando sistemas de inmersión temporal (SIT); analizando parámetros tales como 

el volumen de medio, tipo y tiempo de inmersión. 
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4. Realizar un seguimiento de las plantas regeneradas luego de la criopreservación en 

condiciones de invernadero y de campo con la finalidad de evaluar los parámetros 

de rendimiento y variación somaclonal. 

 

5. En el país existen un sinnúmero de cultivares de bananos y plátanos cuyas 

características genéticas aún no han sido estudiadas, por lo que es recomendable 

generar investigaciones en base a la temática que permitan conservarlos y así 

salvaguardar el germoplasma existente. 
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Apéndice I. Figuras 

 

Figura 14. Plantas madres a. ‘Williams’, b. ‘Valery’, c. ‘Barraganete’. 

   

Figura 15. Etapa de cultivo in vitro; a. introducción, b. desinfección, c. disección, d. establecimiento 

in vitro. 
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Figura 16. Etapa de multiplicación de ‘Williams’; a. pase 1, b. pase 2, c. pase 3, d. enraizamiento. 

  

Figura 17. Etapa de multiplicación de ‘Valery’; a. pase 1, b. pase 2, c. pase 3, d. enraizamiento. 
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Figura 18. Etapa de multiplicación de ‘Barraganete’; a. pase 1, b. pase 2, c. pase 3, d. pase 4. 

    

Figura 19. Etapa de crioconservación; a. extracción de los micromeristemos, b. tratamiento con 

criopreservantes, c. goteo de la PVS2 en láminas de aluminio, d. inmersión en N2L.   
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 a  b 
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Figura 20. Reacción de los micromeristemos después de la crioconservación. 

 

 

Figura 21. Sobrevivencia de los micromeristemos. 

 

   

Figura 22. Regeneración de los micromeristemos. 

 

 

   

   

  



 

 

 

Figura 23. Crecimiento de brotes regenerados.



 

 

Apéndice II. Composición de medios y soluciones 

 

Tabla 8. Composición del medio de cultivo Murashige & Skoog 1962 (MS). 

Componentes Unidades 

Sales minerales 

Cloruro de calcio  

Nitrato de amonio (NH4NO3)  

Sulfato de magnesio 80.70 

Ácido bórico (H3BO3) 6.2 

Cloruro de cobalto (CoCl2 · 6H2O)  

Sulfato de cobre (CuSO4 · 6H2O)  

Sulfato de manganeso (MnSO4 · H20)  

Yoduro de potasio (KI)  

Nitrato de potasio (KNO3)  

Fosphato de potasio (KH2PO4)  

Molibdato de sodio (Na2MoO4 · 2H2O)  

Sulfato de zinc (ZnSO4 · 7H2O)  

Fuente de Hierro 

Sodio EDTA (Na2 · EDTA) 

Sulfato férrico ((FeSO4 · 7H2O) 

Vitaminas 

Mio-inositol  

Acido nicotínico 

Piridoxina HCL  

Tiamina HCl  

Glicina (forme libre) 

 

Concentración (mg/L)  

332,02 

1 650 

80,70 

6,2 

0,025 

0,025 

16,90  

0,83 

1 900 

170 

0,25 

8,60 

 

37,26 

27,80 

 

100 

0,5 

0,5 

0,5 

2,0 

 

Medio de propagación 

 

Medio MS (Murashige y Skoog) complementado con sacarosa 30 g/L, 10 µM de 

BAP, 1 µM de AIA, 2 g/L de Phytagel o 5 g/L de agar. 

 

 

 



 

 

Medio de Precultivo (PCM) 

 

Medio MS complementado con 0,17 M (60 g/L) sacarosa.  

 

Medio de pretratamiento LS1 

 

Medio MS líquido complementado con 2 M de glicerol y 0,4 M (136,8 g/L) de 

sacarosa, el pH es ajustado a 5,8. La solución es esterilizada por un filtro de 0,22 µ. 

  

Solución PVS2 

 

 Medio MS diluido en agua complementada con (30 %) 3,26 M de glicerol, (15 %) 

2,42 M de EG, (15 %) 1,9 M de DMSO y 0,4 M de sacarosa. La solución es esterilizada por 

un filtro de 0,22 µ. 

 

Solución RS 

 

 Medio MS diluido en agua complementada con 1.2 M (410,4 g/L) de sacarosa 

ajustado a un pH de 5,8. 

 

Medio de recuperación (Panis, 2009) 

 

Medio MS más la adición de 120 g de sacarosa. 

 

Medio de recuperación (Korneva, 2009) 

 

Medio MS reducido sus componentes a la mitad más la adición de 30 g de sacarosa. 

 

Medio de regeneración (Panis, 2009) 

 

Medio MS con una concentración de BAP de 1 µM/L. 

 



 

 

Medio de regeneración (Korneva, 2009) 

 

Medio MS más la adición de 100 mL de agua de coco. 



 

 

Apéndice III. Materiales y equipo requerido 

 

Herramientas (Bisturís y cuchillas) 

Platillos 

Pipetas Pasteur 

Fuente de nitrógeno líquido N2L 

Criotanques  - 1 para el almacenamiento del nitrógeno liquido 

    - 1 para el almacenamiento del material experimental 

Cajas de poliestireno 

Recipientes de Dewar 

Crioviales esterilizados de 2 mL y portador de crioviales 

Reactivos (DMSO, EG, etc.) 

Microscopio estéreo binocular 

Equipo de seguridad: guantes, lentes (para la manipulación del nitrógeno líquido) 

Termómetro  

Temporizador  

Hielera 

  



 

 

Apéndice IV. Evaluación estadística 

Medidas 

 

 Metodología   Cultivar       Variable       Media D.E. E.E.  CV   

Metodología I Barraganete Sobrevivencia      1,25 0,50 0,25 40,00 

Metodología I Barraganete Regeneración       1,75 0,50 0,25 28,57 

Metodología I Barraganete Sobrevivencia Tasa  0,09 0,03 0,02 35,29 

Metodología I Barraganete Regeneración Tasa   0,12 0,03 0,02 26,09 

Metodología I Valery      Sobrevivencia      1,75 0,96 0,48 54,71 

Metodología I Valery      Regeneración       2,00 0,82 0,41 40,82 

Metodología I Valery      Sobrevivencia Tasa  0,12 0,06 0,03 52,64 

Metodología I Valery      Regeneración Tasa   0,13 0,05 0,03 40,11 

Metodología I Williams    Sobrevivencia      1,00 0,00 0,00  0,00 

Metodología I Williams    Regeneración       2,75 0,96 0,48 34,82 

Metodología I Williams    Sobrevivencia Tasa  0,07 0,00 0,00  0,00 

Metodología I Williams    Regeneración Tasa   0,18 0,07 0,03 36,72 

Metodología II Barraganete Sobrevivencia      0,75 0,50 0,25 66,67 

Metodología II Barraganete Regeneración       1,00 0,82 0,41 81,65 

Metodología II Barraganete Sobrevivencia Tasa  0,05 0,04 0,02 66,67 

Metodología II Barraganete Regeneración Tasa   0,09 0,03 0,02 38,49 

Metodología II Valery      Sobrevivencia      2,25 0,50 0,25 22,22 

Metodología II Valery      Regeneración       2,75 0,96 0,48 34,82 

Metodología II Valery      Sobrevivencia Tasa  0,15 0,04 0,02 23,73 

Metodología II Valery      Regeneración Tasa   0,18 0,07 0,03 36,72 

Metodología II Williams    Sobrevivencia      2,75 1,26 0,63 45,76 

Metodología II Williams    Regeneración       4,25 1,26 0,63 29,61 

Metodología II Williams    Sobrevivencia Tasa  0,19 0,08 0,04 45,12 

Metodología II Williams    Regeneración Tasa   0,29 0,08 0,04 29,29  



 

 

Análisis de la varianza 

 

Sobrevivencia 

 

  Variable     N   R²  R² Aj  CV   

Sobrevivencia  24 0,55  0,42 45,29 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

       F.V.             SC   gl  CM   F   p-valor    

Modelo.               11,88  5 2,38 4,38  0,0087    

Metodología            2,04  1 2,04 3,77  0,0680    

Cultivar               4,75  2 2,38 4,38  0,0281    

Metodología*Cultivar   5,08  2 2,54 4,69  0,0229    

Error                   9,75 18 0,54                 

Total                  21,63 23                      

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,63125 

Error: 0,5417 gl: 18 

 Metodología   Medias    n  E.E.    

Metodología I    1,33  12 0,21 A  

Metodología II   1,92  12 0,21 A  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,93917 

Error: 0,5417 gl: 18 

 Cultivar    Media   n E.E.       

Barraganete    1,00   8 0,26 A     

Williams       1,88   8 0,26 A  B  

Valery         2,00   8 0,26    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 



 

 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,65390 

Error: 0,5417 gl: 18 

 Metodología    Cultivar   Medias  n  E.E.       

Metodología II Barraganete   0,75   4 0,37 A     

Metodología I  Williams      1,00   4 0,37 A     

Metodología I  Barraganete   1,25   4 0,37 A  B  

Metodología I  Valery        1,75   4 0,37 A  B  

Metodología II Valery        2,25   4 0,37 A  B  

Metodología II Williams      2,75   4 0,37    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

  



 

 

Regeneración 

 

  Variable    N   R²  R² Aj  CV   

Regeneración  24 0,62  0,52 37,77 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

       F.V.             SC   gl  CM   F    p-valor    

Modelo.               24,83  5 4,97  5,96  0,0020    

Metodología            1,50  1 1,50  1,80  0,1964    

Cultivar              18,08  2 9,04 10,85  0,0008    

Metodología*Cultivar   5,25  2 2,63  3,15  0,0671    

Error                  15,00 18 0,83                  

Total                  39,83 23                       

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,78297 

Error: 0,8333 gl: 18 

 Metodología   Medias  n  E.E.    

Metodología I    2,17  12 0,26 A  

Metodología II  2,67  12 0,26 A  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=1,16490 

Error: 0,8333 gl: 18 

 Cultivar    Media   n E.E.       

Barraganete    1,38   8 0,32 A     

Valery         2,38   8 0,32 A  B  

Williams       3,50   8 0,32    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

 



 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=2,05141 

Error: 0,8333 gl: 18 

 Metodología    Cultivar   Medias  n  E.E.       

Metodología II Barraganete   1,00   4 0,46 A     

Metodología I  Barraganete   1,75   4 0,46 A     

Metodología I  Valery        2,00   4 0,46 A     

Metodología I  Williams      2,75   4 0,46 A  B  

Metodología II Valery        2,75   4 0,46 A  B  

Metodología II Williams      4,25   4 0,46    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

  



 

 

Sobrevivencia Tasa 

 

    Variable        N   R²  R² Aj  CV   

Sobrevivencia Tasa  24 0,54  0,42 44,30 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

       F.V.             SC  gl   CM     F   p-valor    

Modelo.               0,05  5    0,01 4,28  0,0097    

Metodología           0,01  1    0,01 3,58  0,0747    

Cultivar              0,02  2    0,01 4,27  0,0305    

Metodología*Cultivar  0,02  2    0,01 4,65  0,0235    

Error                  0,04 18 2,4E-03                 

Total                  0,09 23                         

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,04164 

Error: 0,0024 gl: 18 

 Metodología   Medias  n  E.E.    

Metodología I    0,09  12 0,01 A  

Metodología II   0,13  12 0,01 A  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,06195 

Error: 0,0024 gl: 18 

 Cultivar    Medias  n  E.E.       

Barraganete    0,07   8 0,02 A     

Williams       0,13   8 0,02 A  B  

Valery         0,13   8 0,02    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

 



 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,10910 

Error: 0,0024 gl: 18 

 Metodología    Cultivar   Medias  n  E.E.       

Metodología II Barraganete   0,05   4 0,02 A     

Metodología I  Williams      0,07   4 0,02 A     

Metodología I  Barraganete   0,09   4 0,02 A  B  

Metodología I  Valery        0,12   4 0,02 A  B  

Metodología II Valery        0,15   4 0,02 A  B  

Metodología II Williams      0,19   4 0,02    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

  



 

 

Regeneración Tasa 

 

    Variable       N   R²  R² Aj  CV   

Regeneración Tasa  23 0,60  0,48 35,82 

 

Cuadro de Análisis de la Varianza (SC tipo III) 

       F.V.             SC  gl   CM     F   p-valor    

Modelo.               0,09  5    0,02 5,04  0,0052    

Metodología           0,01  1    0,01 2,84  0,1101    

Cultivar              0,06  2    0,03 8,98  0,0022    

Metodología*Cultivar  0,02  2    0,01 2,08  0,1551    

Error                  0,06 17 3,6E-03                 

Total                  0,15 22                         

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,05294 

Error: 0,0036 gl: 17 

 Metodología   Medias  n  E.E.    

Metodología I    0,14  12 0,02 A  

Metodología II  0,19  11 0,02 A  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,07892 

Error: 0,0036 gl: 17 

 Cultivar    Media   n E.E.       

Barraganete    0,10   7 0,02 A     

Valery         0,16   8 0,02 A  B  

Williams       0,23   8 0,02    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 

 



 

 

Test: Tukey Alfa=0,05 DMS=0,13968 

Error: 0,0036 gl: 17 

 Metodología    Cultivar   Medias  n  E.E.       

Metodología II Barraganete   0,09   3 0,03 A     

Metodología I  Barraganete   0,12   4 0,03 A     

Metodología I  Valery        0,13   4 0,03 A     

Metodología II Valery        0,18   4 0,03 A  B  

Metodología I  Williams      0,18   4 0,03 A  B  

Metodología II Williams      0,29   4 0,03    B  

Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05). 

 

 


