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RESUMEN

Se evaluo el efecto de la concentracion hormonal en la generacion de bro-
tes al micropropagar platano dominico harton (Musa AAB Simmonds) con
10 tratamientos en un diserio completamente al azar (DCA). Se probaron
tres concentraciones de BAP y AlA en arreglo factorial 3x3: 0.01; 0.5y 5
mag/L. Los tratamientos presentaron diferencias significativas (p< 0.01%)
en la etapa de multiplicacion in vitro. Los resultados de la prueba de DMSt
mostraron que el mayor nimero de brotes se produjo con las combinaciones
5mg/L de BAP / 0.5mg/L de AIA y 5mg/L de BAP / 0.01mg/L de AIA. Para
determinar la optima concentracion de AlIA a partir del rango resultante
(0.07-0.5mg/L), se realizo un experimento adicional con 6 tratamientos en
DCA, variando solamente la concentracion de AIA. Las concentraciones
0.2y 0.3mg/L de AlA (p< 0.01%) generaron el mayor numero de brotes
en la etapa de multiplicacion.

ABSTRACT

The effect of the hormonal concentration in the generation of bud in mi-
cropropagation of dominico-harton plantain (Musa AAB Simmonds) was
evaluated with 10 treatments in a Complete Randomized Design (CRD).
Three concentrations of BAP and IAA in a 3x3 factorial arrangement: 0,01;
0,5 and 5 mg/L were tested. The treatments presented significant differ-
ences (p< 0.01%) in vitro multiplication phase. The MSDt test showed
that the major number of bud were found with 5mg/L of BAP / 0.5mg/L
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of AIA and 5mg/L of BAP / 0.01mg/L of AIA combinations. To determine the optimum concentration of AlA
from the resultant rank (0,07-0,5 mg/L), an aditional experiment with 6 treatments in a Complete Randomized
Design (CRD), varying only AIA concentration was conducted. The concentrations 0.2 and 0,3 mg/L of AIA
(p< 0.01%) generated the biggest number of sprouts in the stage of multiplication.

INTRODUCCION

El cultivo de platano se encuentra ampliamente distribui-
do en las regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo, el estimado de la produccion es de 88 millones
de toneladas al afio con un area calculada de siembra
de 10 millones de hectareas. Forma parte de la dieta
alimenticia de mas de 400 millones de personas y se
ubica en el cuarto renglon en la categoria de productos
alimenticios de gran demanda después del arroz, el trigo
y laleche [1]. El platano es un fruto altamente energé-
tico, sus carbohidratos son faciimente asimilables por
el organismo. El fruto esta compuesto principalmente
de agua, carbohidratos, proteinas y grasas, ademas
es rico en vitamina A, B, C, E y minerales, debido a
esto se ha convertido en un producto de alta demanda
en la alimentacion mundial [2]. Posee diferentes usos
entre los que se destacan el medicinal, la produccion
de alcohol'y como fuente de fibra [3] y [4].

En Colombia, el platano se produce principalmente en
los departamentos de Antioquia, Boyacd, Caldas, Cau-
ca, Cundinamarca, Huila, Narifio, Quindio, Risaralda,
Santander, Tolima, Valle del Cauca y Arauca. Este cultivo
equivale al 23% de los cultivos permanentes, anualmente
se destinan algo mas de 590.000 ha para su cultivo.

La biotecnologia ofrece nuevas oportunidades para
la seguridad alimentaria, donde el platano es fuente
importante de alimento, fundamentalmente en paises
en via de desarrollo [9].

Las plantas presentan caracteristicas particulares al
permitir Ia obtencion de estructuras organizadas de novo
a partir de células, tejidos y organos, cuando estos se
cultivan en condiciones apropiadas (morfogénesis). Si
la formacion de plantas, involucra la formacion inicial de
brotes 0 yemas adventicias y el posterior enraizamiento
de éstos, se da una morfogenésis organogeénica [6]. A
través de las técnicas existentes es posible multiplicar
asexualmente cualquier especie vegetal de tal manera que
se mantenga el mismo genotipo en el material derivado de
la planta original. Este método de propagacion vegetativa
se denomina micropropagacion o propagacion clonal.

La micropropagacion de cultivos perennes y transitorios
ha contribuido al desarrollo de la produccion agronomica
de las ltimas décadas. Gracias a esta técnica se pueden
generar clones de variedades élites en grandes cantida-
des, con un conjunto de beneficios adicionales respecto
ala propagacion tradicional [7]. Esta técnica permite un
control fitosanitario estricto, obtencion de gran nimero
de clones en espacios reducidos y con caracteristicas
homogéneas, plantas libres de virus, siendo una herra-
mienta de utilidad para el fitomejorador [7].

La micropropagacion se divide en cinco fases que
corresponden a la preparacion del material vegetal,
establecimiento aséptico del cultivo, multiplicacion, en-
raizamiento y finalmente la adaptacion a campo. En las
fases de multiplicacion y enraizamiento las citoquininas
y las auxinas juegan un papel importante [7].

Las citoquininas fueron descubiertas en la década de
1950 como factores que promueven la proliferacion
celular y mantienen el crecimiento de tejidos vegetales
cultivados in vitro. Poco después de su descubrimiento
Skoog y Miller propusieron que la formacion de 6rganos
en las plantas se debe al balance existente entre las
citoquininas y las auxinas. Usando cultivos de tabaco,
demostraron que un balance alto de auxinas favorecia
la formacion de raices, mientras que un balance alto
de citoquininas favorecia la formacion de tallos [8].
Aparte de su papel como reguladores de la formacion
de nuevos 6rganos, las citoquininas también intervienen
en la apertura de estomas, supresion de la dominancia
apical e inhibicion de la senescencia de las hojas entre
otros procesos. In vitro la citoquinina mas utilizada es la
6- Bencilaminopurina (BAP) [9].

El nombre auxina significa en griego “crecer” y es dado
aun grupo de compuestos que estimulan la elongacion.
El 4cido indolacético (IAA) es la forma predominante, sin
embargo, evidencia reciente sugiere que existen otras
auxinas indolicas naturales en plantas. Las Auxinas per-
tenecen al grupo de hormonas vegetales; son sustancias
naturales que se producen en las partes de las plantas en
fase de crecimiento activo y regulan muchos aspectos
del desarrollo vegetal. Afectan el crecimiento del tallo,
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las hojas y las raices y el desarrollo de ramas laterales
y frutos. Las auxinas influyen en el crecimiento de estos
organos vegetales, estimulando la elongacion o alarga-
miento de ciertas células e inhibiendo el crecimiento de
otras, en funcion de la cantidad de auxina en el tejido
vegetal y su distribucion [9].

Es conocido que los costos de la micropropacion son
generalmente altos y pueden llegar a ser un impedimento
para la aplicacion de esta técnica como opcion en sis-
temas productivos. Es importante plantear alternativas
que faciliten este proceso, estudiando protocolos con
variaciones en sus componentes, con el fin de buscar
un tratamiento que permita la obtencion de resultados
que facilten la implementacion de técnicas de propa-
gacion in vitro. De esta forma, el estudio evalua la fase
de multiplicacion, en la cual la obtencion de mayor
namero de brotes viables es un criterio para evaluar la
sostenibilidad de esta tecnologia.

METODOLOGIA

El material vegetal (Musa AAB Simmonds), se obtuvo
de la coleccion que posee la Universidad Tecnoldgica
de Pereira (UTP), y fue establecido en la finca la Sultana
de la Universidad del Cauca ubicada en el municipio de
Timbio (Cauca). Se le realiz6 un seguimiento en campo
hasta la emision de racimo, teniendo como base para
la seleccion del material a trabajar caracteristicas mor-
fologicas v fitosanitarias adecuadas.

La fase de establecimiento y multiplicacion se adelanto
en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia de
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
del Cauca. Teniendo en cuenta las caracteristicas in
vitro, inicialmente se cultivaron las plantas en condicio-
nes de alta humedad relativa (80%) y baja intensidad
luminosa.

Los apices caulinares para el establecimiento en labo-
ratorio, se incuba-ron a temperatura de 26 a 32 °C, con
una intensidad luminosa entre 2000 y 5000 lux.

Para el establecimiento de los tejidos vegetales en la-
boratorio, se seleccionaron y desinfectaron los cormos
con NaOCl 5% y Tween-20 (0.001% v/v), realizando
un corte de 2.5 - 3 cm de diametro y de 4 - 5 cm de
longitud. Posteriormente, se realizd un segundo corte

disminuyendo el tamafrio del explante de 1 - 1.5 cm de
diametro y de 2 - 3 cm de longitud, realizando una desin-
feccion con NaOCI 2% y Tween-20 (0.001% v/v) durante
10 minutos, seguido de tres enjuages con abun-dante
H,0 D.E. EI material se establecio en un medio MS plus,
al cual se le adiciond 1mg/L BAP/0.2mg/L AlA.

Para la etapa de multiplicacion se establecio un ex-
perimento en el que se evaluaron 10 tratamientos en
un disefio completamente al azar en arreglo factorial
3x3 aumentado en uno (testigo) con cuatro repeticio-
nes, variando las concentraciones de hormonas (AIA
y BAP), con el fin de determinar en cual de ellos se
observaba un mejor efecto en la etapa de multiplica-
cion in vitro de platano (Musa AAB Simmonds). Se
establecio un testigo (T0) sin adicion de hormonas.
Para los tratamientos restantes se realizd variacion
en la concentracion de BAP y AIA, combinando tres
rangos, de acuerdo a ensayos preliminares: 0.01,
0.5y 5 mg/L [10], [11], [12]. Las combinaciones se
ilustran en el cuadro 1.

Para cada tratamiento, se prepararon 100ml de me-
dio, estableciendo 4 repeticiones, cada una con un
contenido de 25 ml. El medio presenta componentes
fijos de la siguiente forma: sales de MS plus 4.3 gr/L,
myo- inositol 100mg/L, aztcar 40gr/L, agar Difco
7gr/L, tiamina 1mg/L, glicina 1mg/L, L-cisteina 1Tmg/L,
piridoxina 0.5mg/L, acido nicotinico 0.5mg/L, H,0 D.E,
pHa5.8 = 0.1.

Para la etapa de multiplicacion, se tomaron plantas in
vitro bien formadas, de tamario uniforme procedentes

Cuadro 1. Tratamientos

Taamion | ST | e ot
T1 0.01 0.01
T2 0.01 0.5
T3 0.01 5
T4 0.5 0.01
T5 0.5 0.5
T6 0.5 5
T7 5 0.01
T8 5 0.5
79 5 5

TO (testigo) 0 0
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de lafase de establecimiento. A estas, se les efectuo
un corte hasta dejar un explante de 0.3 - 0.5 cm de
diametro y de 0.5 - 1 cm de longitud, seguido de una
desinfeccion con NaOCl 1% y Tween-20 (0.001% v/v)
durante 1 minuto. Se procedio a la siembra de los
explantes y se registraron observaciones diarias.

RESULTADOS

En los 10 tratamientos se determino la produccion
de brotes durante un periodo de 21 dias. Los resul-
tados obtenidos se presentan a continuacion en la
figura 1.

Mediante un analisis de varianza (ANAVA), los
tratamientos asignados presentaron diferencias
significativas (p< 0.01%) en la etapa de multiplica-
cion in vitro de platano dominico harton (Musa AAB
Simmonds). (Cuadro 2)

Mediante una prueba de promedios DMSt (@ =0.01%),
se observo que los tratamientos que presentaron mejor
efecto sobre la multiplicacion in vitro de platano fueron
T7 y T8 asignados con la letra (a) segun cuadro 2,
los cuales no presentaron diferencias significativas en
cuanto a la respuesta obtenida.

En orden de respuesta continuaron T9 (b), T4 (c) y TS
(d). Este comportamiento se debe al alto contenido de
citoquinina. La hormona BAP tiene un efecto directo so-
bre la generacion de brotes. Se sintetizan principalmente
en raices y se transportan desde las raices al tallo a
través de los haces vasculares. Esta hormona estimula
el desarrollo de los brotes laterales, la multiplicacion
celular en los meristemos apicales y expansion de las
hojas. Al no presentar el explante raices, este no tiene la
capacidad de sintetizar BAP, por lo cual, es fundamental
su adicion en la etapa de multiplicacion.

En los tratamientos con mayor proporcion auxina/
citoquinina que coresponden a T2 (f), T3 (f), y T6 (e),
se observo efecto de dominancia apical, enraizamiento
y crecimiento, incluyendo desarrollo foliar. Las auxinas
tienen la capacidad de producir un agranda-miento y
alargamiento celular; ademas promueven la multiplica-
cion y crecimiento celular y la expansion de Ias hojas,
producen dominancia apical, formacion de raices ad-

Figura 1. Generacion de brotes

6

(&}

N

Numero de brotes
N w

-
L

o
n

TO T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Tratamientos

Cuadro 2. Prueba en multiplicacion

. Brotes
Tratamiento Promedio DMS
T0 0.25 g
T1 1.00 f
T2 1.00 f
T3 1.00 f
T4 3.25 c
T5 2.25 d
16 1.25 e
17 5.00 a
T8 5.25 a
T9 3.75 b

venticias y raices laterales. Sin embargo, se presentan
diferencias significativas de T6 con respecto a T2 y
T3, obteniendo mejor respuesta T6, debido al mayor
contenido de BAP frente a T2 y T3.

Los tratamientos T1(f), TS (d) y T9 (b), presentan igual
proporcion de auxina/citoquinina. El tratamiento T1
(0.01mg/I BAP/0.01mg/I AlA), present6 un brote, T5
(0.5mg/I BAP/0.5mg/I AlA) con 2.25 brotesy T9 (5mg/I
BAP/5mg/I AlA) con 3.75 brotres (ver cuadro 1). Enlos
tratamentos T9 y T5, cuando la adicion de citoquinina
fue igual o mayor de 0.5 mg/L, a pesar de presentar
igual concentracion de auxina que de citoquiinina (ver
cuadro 1), la concentracion de BAP indujo la genera-
cion de brotes, por la mayor disponibilidad de esta en
el medio. No obstante, altos contenidos de auxinas en
el medio disminuyen la accion de la citoquinina, por
lo cual, los tratamientos en mencion no obtuvieron
respuesta similaraT7y T8 [13].
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El tratamiento TO (g), que corresponde al testigo,
presentd la menor respuesta a la generacion de bro-
tes en la etapa de multiplicacion con respecto a los
tratamientos restantes, debido a la ausencia exdgena
de hormonas.

Los tratamientos T7 y T8 con concentraciones de BAP
de 5 mg/L, presentaron la mejor respuesta, no obstante
la concentracion de auxina fue de 0.01mg/L para T7 y
0.5 mg/L para T8. Para determinar, la concentracion de
auxina que en este rango logre obtener el mayor nimero
de brotes, se realiza un segundo experimento.

El cuadro 3, resume los tratamientos para determinar
la concentracion de AIA dejando como factor fijo la
concentracion de BAP (5mg/L) encontrada en el expe-
rimento anterior.

Los resultados obtenidos mediante un analisis de va-
rianza (ANAVA) al 99% de confiabilidad (J=0.01%),
muestran que los tratamientos asignados presentan
diferencias significativas (figura 2). La prueba de pro-
medio por el método de DMSt al 99% de confiabilidad
(0=0.010%), arroja que los tratamientos T3 (5mg/L
BAP/ 0.2 mg/L AIA) y T4 (5mg/L BAP/ 0.3 mg/L AlA)
catalogados con la letra (a) son los que presentaron me-
jor respuesta a la emision de brotes, como se observa
en el cuadro 4. Esto permite ratificar la importancia de
una combinacion adecuada BAP/AIA para la obtencion
de un ndmero 6ptimo de brotes. (Figura 2.)

Comparado los resultados obtenidos con estudios
realizados por Canchignia, 2004, en la etapa de multi-
plicacion cuando se utilizaron concentraciones de 2.5
mg/L BAP/ 0.8 mg/L AlA en la variedad barragante, se
obtuvieron 5.25 brotes. Con respecto a evaluaciones
presentadas por Perez, (Cuadro 4)

2006, reportan concentraciones de 4mg/L de BAP y
0.65mg/L de AIA, durante la fase de multiplicacion
para el hibrido AAAB [11]. Roca, 1993, establece que
los mejores resultados en la etapa de multiplicacion se
obtienen cuando se utilizan concentraciones de 5mg/L
de BAPy 0.5 mg/L de AIA [12].

Las concentraciones comdnmente empleadas en la
multiplicacion de brotes oscilan entre 2-5 mg/L. Se han
utilizado concentraciones de hasta 10 mg/L de BAP, los
cuales en el clon Zanzibar (AAB) forman yemas multi-
ples [14]. Otros han empleado esta concentracion en la

Cuadro 3. Determinacion de AIA

. Concentracion Concentracion
Tratamientos | 4o pAP mg/L | de AIA mg/L
T 5 0.01
T2 5 0.1
T3 5 0.2
T4 5 0.3
T5 5 04
T6 5 0.5
Cuadro 4. Prueba de promedios
TRATAMIENTO PROMEDIO
T1 4.75(c)
T2 4.80 (c)
T3 5.50 (a)
T4 5.75 (a)
T5 5.00 (b)
T6 5.00 (b)
Figura 2. Generacion de brotes
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formacion de multiyemas [15], [16]. Concentraciones
entre 3 a 7mg/L de BAP son consideradas como 0p-
timas para la induccion de brotes, sin la formacion de
raices [17], [18], [19]. Manejando medios semisdlidos
se facilita la formacion de yemas maultiples [20].

CONCLUSIONES

En el rango para BAP estudiado las concentraciones de
5 mg/L presentaron el mayor ndmero de brotes
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Concentraciones de AlA por encima de 0.5mg/L, en los
tratamientos independientemente de las concentracio-
nes de BAP, causaron una disminucion en la generacion
de brotes. Igual comportamiento ocurrié cuando la
relacion auxina/citoquinina fue de uno.

Combinaciones de BAP con 5mg/L y de AlA entre 0.2-
03mg/L, bajo las condiciones de laboratorio, inducen
a la formacion de un promedio de 5.0 a 5.75 brotes
viables, valor cercano pero superior a estudios repor-
tados por otros autores.
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