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Resumen. El presente trabajo tuvo como objetivo la regeneracion in vitro del
platano ‘Hartén Gigante’ (Musa AAB), frutal de importancia econémica y
bésico en la dieta de la poblacion en Venezuela. La micropropagacion se llevd
a cabo en tres fases: iniciacion, multiplicacion y enraizamiento de los brotes.
En la fase de iniciacion se cultivaron apices caulinares de 5y 8 mm de longitud
en medios de cultivo en estado liquido con soporte Puente Heller (M1) y en
estado sélido (M2). Estos medios estuvieron constituidos por las sales
minerales de Murashige y Skoog (MS). El medio M1 fue suplementado con
0,125 mg L™ de 4cido indolbutirico (AIB) y 2 mg L™ de bencilaminopurina
(BAP) y el medio M2 sélo con 0,5 mg L™ de BAP. Los &pices de 5 mm
cultivados en el medio M2 obtuvieron el mejor desarrollo (100 % de
sobrevivencia, 5,58 cm de longitud promedio de brotes y 0 % de
contaminacion). En la multiplicacién se probaron dos citocininas: BAP e
Isopenteniladenina (2ip) en concentraciones de 2,5; 50 y 10,0 mg L™ y dos
estados fisicos del medio (liquido y s6lido). La utilizacién de BAP en dosis de
5y 10 mg L™ adicionada al medio liquido permitié incrementar el nmero de
brotes por frasco; mientras que adicionada al medio so6lido permitié el mayor
crecimiento de los mismos. En la fase de enraizamiento se usé el medio MS
s6lido, con y sin la aplicacién de carbén activado (2 g L™). EI mayor niimero
de hojas y raices y la mayor longitud de raices se obtuvo con la aplicacién de
este producto. Recibido: 14 Abril 2009, aceptado: 29 Noviembre 2010.
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Abstract. The objective of the present work was to study in vitro
regeneration of ‘Giant Harton’ plantain (Musa AAB), a fruit tree of
economic and basic importance in the human diet in Venezuela.
Micropropagation was carried out in three phases: Initiation or
establishment of the culture, multiplication, and rooting of shoots. In the
initiation phase, caulinar apexes 5 and 8 mm long were cultivated in
liquid culture medium with Heller bridge support (M1) and in solid
medium (M2). The media consisted of Murashige and Skoog mineral salts
(MS). The M1 medium was supplemented with 0.125 mg L™ of
indolbutirico acid (IBA) and 2 mg L™ of bencilaminopurine (BAP), and
M2 medium with 0.5 mg L™ of BAP. The 5 mm apexes cultivated in M2
medium had the best development (100 % survival, 5.58 ¢cm mean shoot
length and 0 % contamination). In the multiplication phase, two
cytokinins were tested: BAP and Isopenteniladenine (2ip), in
concentrations of 2.5, 5.0 and 10.0 mg L™ and two physical states of
medium (liquid and solid). The use of BAP in doses of 5 and 10 mg L-1
added to the liquid medium used to increase the number of shoots per
bottle, while added to the solid medium allowed the highest growth of
them. In the rooting phase the MS solid medium was used, with and
without activated charcoal (2 g L™'). The greatest number and maximum
length of roots were obtained with application of this product. Received:
14 April 2009, accepted: 29 November 2010.

Key words. Micropropagation, in vitro, ‘Giant Hartén’ plantain, Musa
AAB.

INTRODUCCION

En Venezuela, el platano ‘Harton Gigante’ (Musa AAB) constituye un
elemento basico en la dieta de la poblacion y es uno de los renglones agricolas
mas importantes por el valor de la produccion, superficie sembrada, nimero y
caracteristicas socioecondémicas de las familias involucradas en el cultivo y
mercado nacional de la fruta fresca y procesada (Martinez et al. 2004). En el
admbito nacional, ocupa el primer lugar en volumen de produccion con 496.478
TM, lo cual representa un 44 % de la produccion total de las frutas (FAOSTAT
2009).

Al igual que otros clones del género Musa, el platano es triploide estéril
partenocarpico y solo es posible la reproduccion y perpetuacion de la especie a
través de la propagacion vegetativa o asexual (Khalil et al. 2002). Las
“semillas™ utilizadas para la siembra corresponden a partes vegetativas como
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retofios, rizomas 0 hijos con tamafios y edades variables, lo que se traduce en
marcadas diferencias en la época de maduracién y cosecha (Boursnell 2003,
Santos et al. 2005).

Las enfermedades en las muséaceas comestibles ocasionan pérdidas en las
cosechas, ya que reducen el area foliar, la masa fresca y la calidad de los
racimos (Martinez et al. 1999). Por lo tanto, se hace necesaria la busqueda de
una serie de técnicas biotecnoldgicas como la micropropagacion o
regeneracion in vitro, que ha permitido la produccion masiva de plantas sanas,
libres de organismos fitopatdgenos, la multiplicacion rapida de genotipos
importantes, la uniformidad de las plantaciones y la obtencidn de variantes
somaclonales resistentes a las enfermedades foliares, lo cual constituye
herramientas para el mejoramiento genético (Roux et al. 2002).

En el presente trabajo se desarroll6 un protocolo de micropropagacion o
regeneracion in vitro del platano ‘Harton Gigante’ (Musa AAB), como
estrategia para la obtencién masiva de plantas uniformes, vigorosas, libres de
organismos patdgenos y que puedan estar disponibles en cualquier época del
afio.

MATERIALES Y METODOS

La micropropagacion se realiz6 en el Laboratorio de cultivo in vitro de la
Unidad de Biotecnologia del Decanato de Agronomia, nicleo “Héctor Ochoa
Zuleta” de la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado”, en Cabudare,
Municipio auténomo Palavecino del Estado Lara. La misma se llevd a cabo en
tres fases, las cuales se detallan a continuacion:

1.- Fase de iniciacién: El objetivo de esta fase fue obtener material in vitro
completamente libre de contaminacion a partir de una previa seleccion de las
yemas de aproximadamente 5 cm de longitud, del plantel inicial. Para ello se
realizaron los siguientes pasos:

a) Desinfeccion del material de laboratorio: Todo el instrumental se
lavd previamente con agua y jabén y luego se esterilizd en
autoclave a 15 PSI de presiéon y 121°C durante 30 min.

b) Desinfeccion del material vegetal: Las yemas fueron sometidas a
una serie de pasos consecutivos de desinfeccion que incluyeron
lavados con: 1) jabon iodado antiséptico (losep®) al 3 % durante
10 min en agitacién constante; 2) solucion de fungicida Benlate®



428 Florio et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

(4 g/L™) con adherente Tween 20® (30 gotas por litro) durante 10
min; 3) solucion de bactericida y fungicida Kasumin® (4 ml/L™)
con Tween 20® (30 gotas por litro) por 15 min y 4) hipoclorito de
sodio (5,25 i.a) al 10 % durante 20 min. Después de cada paso
mencionado, se realizaron tres lavados consecutivos con agua
destilada.

c) Preparacion y cultivo del explante: Los explantes utilizados para
el establecimiento de los cultivos estuvieron constituidos por
apices caulinares de 5 y 8 mm de longitud, extraidos a partir de
las yemas previamente desinfectadas y tratadas con cisteina
estéril (60 mg L™) como antioxidante por 10 minutos. Dicha
extraccion se realiz6 bajo condiciones asépticas en la camara de
flujo laminar y con la ayuda de un microscopio esteroscépico.
Para ello, con ayuda de pinzas y bisturi estériles, se eliminaron
las hojas més externas hasta descubrir el &pice caulinar. Se coloco
un explante por tubo de ensayo contentivo del medio de cultivo
previamente esterilizado.

d) Medio de cultivo: Los explantes se cultivaron en medios sélidos
(Trujillo 1994) y liquidos (Orellana 1994), ambos constituidos
por las sales minerales de Murashige y Skoog (1962). La
composicion de estos medios se muestra en la Tabla 1.

Ambos medios de cultivo (s6lido y liquido) se distribuyeron
en tubos de ensayo (alicuotas de 20 ml) de 250 mm de largo x 15
mm de didmetro. A cada tubo con medio liquido, se le coloco
internamente un soporte de papel de filtro para el explante
(Puente Heller). Posteriormente, los tubos se esterilizaron en
autoclave durante 20 min a 15 PSI de presion y 121°C.

e) Condiciones de cultivo: Los explantes se colocaron durante 48 h
en oscuridad, con el objeto de disminuir la oxidacion. Luego, se
llevaron al cuarto de crecimiento con luz blanca fluorescente a
una intensidad luminica de 40,54 pmol.m™.s™, temperatura de 25
+ 2 °C y un fotoperiodo de 16 h luz, por un periodo de seis
semanas hasta lograr la regeneracion de los brotes.

f) Disefio estadistico: Para evaluar el efecto de los tratamientos se
utiliz6 un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 2
X 2 (2 tipos de medios y 2 tamafios de explantes) para un total de
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4 tratamientos, 25 repeticiones por tratamiento; siendo la unidad
experimental un explante por tubo. Las variables evaluadas a los
45 dias de cultivo fueron: porcentaje de sobrevivencia, porcentaje
de oxidacion, porcentaje de contaminacion y longitud de brote.
Los datos fueron procesados estadisticamente mediante el
programa SAS versién 8.1 para Windows, realizando el analisis
de la varianza correspondiente al disefio empleado.

Las variables porcentaje de sobrevivencia, oxidacion y contaminacion, se
analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskal y Wallis, después de
verificar que no se cumplian con los pardmetros de normalidad, ain realizando
las transformaciones correspondientes: Raiz cuadrada de X, Arcsen de la Raiz
Cuadrada de X, Arcsen de X y Seno de la Raiz Cuadrada de X. El andlisis de
normalidad se realiz6 a través de la prueba de Wilk-Shapiro. En el caso de la
variable longitud del brote, se realizd la separacion de medias mediante la
prueba de rangos multiples de Duncan a un nivel de significancia del 0,1; 1y 5
%.

2.- Fase de multiplicacion: Considerando que la adicion de citocininas en los
medios de cultivo durante la etapa de multiplicacién promueve el nimero de
propagulos o plantas a obtener (Orellana 1994, Roels et al. 2005), este
experimento estuvo dirigido a determinar el tipo de citocinina y la
concentracion mas adecuada para maximizar la tasa de multiplicacion,
utilizando medios de cultivo sélido y liquido.

El explante utilizado estuvo constituido por brotes de 3,0 cm de longitud
provenientes de la fase de iniciacién; los cuales se implantaron en frascos de
180 ml de capacidad (10 cm de altura x 6 cm de didmetro), contentivos cada
uno de 20 ml de medio de cultivo, previamente esterilizados en autoclave a 121
°C de temperatura y 15 PSI de presion durante 20 min.

Al respecto, se probaron dos citocininas: Bencilaminopurina (BAP) e
Isopenteniladenina (2ip), en concentraciones de 2,5; 5,0 y 10,0 mg L™y dos
estados fisicos del medio (liquido y solido). Los otros componentes del medio
se mantuvieron igual a los de la fase de iniciacién, con la excepcién de que en
este caso no se agregdé AIB y en el medio liquido no se us6 el puente Heller
como soporte para el explante, sino que éstos quedaron sumergidos y se
colocaron en un agitador orbital a 100 RPM. Todos los explantes se incubaron
en el cuarto de crecimiento a una intensidad luminica de 67,57 pmol.m'z.s'l,
temperatura de 25 + 2 °C y un fotoperiodo de 16 h luz, por un periodo de seis
semanas.
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El disefio estadistico empleado en este experimento fue completamente al
azar, bajo un arreglo factorial 2 x 2 x 3 (2 estados fisicos del medio, 2
citocininas y 3 concentraciones de cada una de las citocininas) con dos testigos
Unicos por citocinina, para un total de 14 tratamientos, 10 repeticiones por
tratamiento y un explante por frasco como unidad experimental.

Las variables evaluadas a los 45 dias de cultivo fueron: nimero de brotes
obtenidos por explante, longitud de los mismos y longitud méaxima de raices.
Los datos fueron procesados estadisticamente mediante el programa SAS
version 8.1 para Windows, realizando el analisis de la varianza correspondiente
al disefio empleado. La separacion de medias se realizd6 mediante la prueba de
rangos multiples de Duncan a un nivel de significancia del 1y 5 %.

3.- Fase de enraizamiento: Considerando que los brotes obtenidos en la fase de
multiplicacion (medio liquido) no produjeron raices, se sugiri6 una fase de
enraizamiento para inducir la rizogénesis. Para ello, se usdé el medio MS
constituido por la formulacion descrita en la fase de iniciacion, exceptuando el
uso de reguladores de crecimiento.

El estado fisico del medio fue sélido adicionando agar (8 g L™), con y sin
la aplicacion de carbdn activado (2 g L™). El mismo fue dispensado en frascos
de 180 ml de capacidad, colocando 20 ml por frasco. Los frascos fueron
colocados en condiciones de alta luminosidad (135,14 pmol.m?s™),
temperatura de 25 + 2 °C y un fotoperiodo de 16 h luz, durante cuatro semanas
y asi preacondicionar la vitroplanta antes de su transferencia ex vitro.

Se utilizé un disefio completamente al azar, con 2 tratamientos (con y sin
carbén activado), 50 repeticiones por tratamiento, siendo la unidad
experimental dos explantes por frasco.

Las variables evaluadas a los 30 dias fueron: nimero de hojas, porcentaje
de brotes enraizados, nimero y longitud maxima de raices. Los datos fueron
procesados estadisticamente mediante el programa SAS versién 8.1 para
Windows.

La variable porcentaje de brotes enraizados se analiz6 mediante la prueba
no paramétrica de Kruskal y Wallis. En el caso de las variables nimero de
hojas, numero y longitud méaxima de raices, la separacién de medias se realizo
mediante la prueba de rangos mdaltiples de Duncan a un nivel de significancia
del 1y 5 %.
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Tabla 1. Medios de cultivo para la iniciacion del platano cv. ‘Hartén
Gigante’ (Musa AAB) a partir de apices caulinares.

Componentes M1 M2
Sacarosa 30gL"! 30gL"?
Tiamina - HCI 30mgL*? 30mgL*
Glicina 2mg L™ 2mgL?
Acido nicotinico 5mg L™ 5mg L™
Piridoxina - HCI 1mgL? 1mgL™?
Mio-inositol 100 mg L™ 100 mg L™
Cistefna (Antioxidante) 60gL* 60gL*
AIB 0,125mg L™ 0
BAP 2mg L? 0,5mgL?
Agar (Bacto Agar®) 0 8gL™?
Carbén activado (antioxidante) 0 2gL?
pH 57%0,1 57+0,1

M1: Medio liquido recomendado por Orellana (1994), M2: Medio solido
recomendado por Trujillo (1994). AIB: Acido Indolbutirico (auxina). BAP:
Bencilaminopurina (citocinina).

RESULTADOS Y DISCUSION

1.- Iniciacion: Para el efecto de la combinacion de dos medios de cultivo: M1
(liquido con soporte puente Heller) y M2 (sélido) y dos tamafios de apices
caulinares: 5 mm y 8 mm en el establecimiento del cultivo de platano ‘Harton
Gigante’ (Musa AAB) a los 45 dias, se detectaron diferencias altamente
significativas en las variables porcentaje de sobrevivencia y longitud del brote,
observandose mejores resultados con el cultivo de apices caulinares de 5 mm
en medio M2, donde se obtiene una sobrevivencia del 100 % y una longitud
promedio del brote de 5,58 cm. Por el contrario, empleando el medio M1 y
apice de 8 mm, se registraron los menores valores de sobrevivencia (88 %) y
longitud de brote (2,04 cm) (Tabla 2).

Estos resultados superaron a los sefialados por Trujillo (1994), quien
utilizé el medio de cultivo M2 y épices de banano ‘Brasilero’ de 5 mm y
obtuvo un 70 % de sobrevivencia y una longitud promedio de 3,5 cm.
Igualmente, coinciden con los reportados por otros autores, donde la utilizacion
de apices caulinares de 5 mm, produjo un mayor porcentaje de sobrevivencia
de los explantes (Roels et al. 2005, Colmenares y Giménez 2007).

Adicionalmente, los resultados obtenidos en esta fase superan
notablemente a los reportados en platano ‘Curraré’ (Barrantes y Acufia 1995) y
banano ‘Gran Enano’ (Gonzalez et al. 2002), donde la bencilaminopurina a una
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dosis de 0,5 mg L™ fue efectiva para estimular el mayor porcentaje de
sobrevivencia y longitud de brotes.

Tabla 2. Efecto de la combinacion de los medios de cultivo: liquido con soporte
Puente Heller (M1) y sélido (M2) y dos tamafios de apices caulinares: 5 mm y
8 mm sobre la iniciacion del platano ‘Hartéon Gigante’ (Musa AAB) a los 45 dias
de cultivo.

Tamafio Medio s . . Longitud S S
del apice de obrevivencia oromedio del Oxidaci6  Contaminacién
(mm) cultivo (%) brote cm)® " (%) (%)
M1 92¢* 297c* 0 8bh*
S M2 100a 558 a 0 0a
M1 88 d 2,04d 0 12¢c
8 M2 96 b 382D 0 4b
C.V (%) 11,23 13,55 10,85 11,93
P Feek Feek ns o

? Valores con la misma letra no difieren estadisticamente al nivel del 5 %,
segun: ®Prueba no paramétrica de Kruskal y Wallis y ®Pruebas de Rangos
Multiple de Duncan (n=25). ns: no significativo; ** P < 0,01; *** P < 0,001.

Los valores promedios de porcentaje de sobrevivencia obtenidos en este
trabajo se corresponden con los reportados por Barrantes y Acufia (1995),
quienes estudiaron la influencia de la consistencia del medio de cultivo en la
micropropagacion del platano ‘Curraré’ (AAB), obteniéndose el 90 % de
sobrevivencia de los explantes con el estado fisico solido.

En cuanto a la variable porcentaje de oxidacion, no hubo necrosamiento u
oscurecimiento de los tejidos en ninguno de los medios de cultivo ni tamafios
de apices caulinares evaluados (Tabla 2). Esto posiblemente fue debido a la
adecuada manipulacion de los explantes, condiciones de oscuridad por 48 h 'y
tratamiento antioxidante con carb6n activado y cisteina, adicionado al medio de
cultivo (M2) y la utilizacidn previa de ésta en el momento de la transferencia
de los apices a cada uno de los medios. Esto concuerda con los estudios
realizados por Thorpe et al. (1991), quienes sefialaron que el carbon activado se
usa para adsorber compuestos toxicos de la microatmosfera gaseosa y el exceso
de reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo. Del mismo
modo, Utino et al. (2001) sefialaron que la oxidacién fendlica de los tejidos en
el cultivo in vitro, se logra reducir con el uso de antioxidantes en el medio
nutritivo.
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Para la variable porcentaje de contaminacion, se detectaron diferencias
significativas, resultando superior el medio de cultivo M2 y &pice caulinar de 5
mm, donde no hubo contaminacién (Tabla 2). Los resultados de porcentaje de
contaminacion superan a los sefialados por Orellana (1994) quien trabajando
con apices caulinares de banano ‘Gran Enano’ de 5 y 8 mm de longitud y
desinfectados sélo con hipoclorito de sodio al 3 %, obtuvo elevados porcentajes
de contaminacién de los explantes (25 y 35 %, respectivamente). Igualmente,
superan a los reportados por Van den Houwe et al. (1998), quienes al aplicar un
protocolo de desinfeccion basado en etanol al 70 % e hipoclorito de sodio al 2
%, obtuvieron 20 y 30 % de contaminacion bacteriana en los apices de 5 mmy
50 % en los de 10 mm en cultivares de banano ‘Gran Enano’ y ‘Pisang
Palembang’, respectivamente.

Se ha sefialado la influencia del tamafio del explante inicial en la
incidencia de contaminacion y se ha comprobado que en la medida que el
tejido es mas pequefio y mas cercano al meristema apical, las poblaciones de
microorganismos, disminuyen (Garcia et al. 2002).

Los resultados obtenidos indican que a mayor longitud del &pice caulinar
(8 mm) en medios de cultivo liquido con soporte Puente Heller, el porcentaje
de contaminacion se incrementd. Esto se corresponde con lo establecido por
algunos autores (Strosse et al. 2004, Pérez et al. 2006, Colmenares y Jiménez
2007), quienes sefialaron que la longitud 6ptima de los apices caulinares para el
cultivo in vitro de bananos (AAA) y platanos (AAB) debe encontrarse en un
rango de 3 a 5 mmy cuando se cultivan en medios sélidos, principalmente para
evitar el incremento de la contaminacién por organismos pat6genos.

2.- Multiplicacién: El efecto de dos citocininas (BAP y 2ip) y dos estados
fisicos del medio de cultivo (M1 sin soporte y M2) sobre la multiplicacion de
platano ‘Harton Gigante’ (Musa AAB) a los 45 dias del cultivo, se muestra en
la Tabla 3. El analisis de la varianza detect6 diferencias altamente significativas
para tratamientos en las tres variables evaluadas.

En relacion al nimero de brotes por explante, los mayores valores se
alcanzaron en medio liquido en presencia de BAP, independientemente de la
concentracion usada. lgualmente, al usar 2ip en el medio liquido no hubo
diferencias estadisticas entre las concentraciones usadas, registrandose valores
que variaron de 5,28 a 5,98 brotes por explante. Sin embargo, en el medio
solido todos los tratamientos, incluyendo el testigo, se comportaron
estadisticamente iguales e inferiores al resto de los tratamientos.



434 Florio et al. [Bol. Centro Invest. Biol.

Tabla 3. Efecto de dos citocininas: Bencilaminopurina (BAP) e
Isopenteniladenina (2ip) y dos estados fisicos del medio de cultivo: liquido y
sélido sobre el desarrollo de los brotes de platano ‘Hartéon Gigante’ (Musa
AAB) a los 45 dias de cultivo en fase de multiplicacion.

Longitud Longitud

. Concentracién NUmero de .
Tratamientos 1 de brote maxima de
(mgL™) brotes/explante .
(cm) raices (cm)
Testigo 0 3,18¢c* 1,32d* 0c*
2,5 6,50 a 434D Oc
- 5,0 8,93 a 4,10b Oc
(sbr;qeﬂb‘igo) BAP 10,0 797a 348¢ 0c
2,5 528 b 3,34¢c Oc
2ip 5,0 543 b 3,27¢ Oc
10,0 598 b 3,16 ¢ Oc
Testigo 0 1,46 d 1,85d 4,06 a
2,5 151d 576 a 3,98 a
BAP 5,0 1,56 d 595a 3,95a
Solido 10,0 1,62d 5,24 a 3,90a
(agar) 2,5 1,25d 421b 3,18b
2ip 5,0 1,28d 411b 3,14 b
10,0 1,39d 4,08b 311b
C. V. (%) 12,36 11,29 11,35
P *kk *kx *kk

“Valores con la misma letra no difieren estadisticamente al nivel del 5 %,
segun las Pruebas de Rangos Multiple de Duncan (n=10). *** P < 0,00.

Los resultados obtenidos difieren de los reportados por Hardy y Garcia
(1994), donde la dosis de 5 mg L™ de BAP adicionado al medio MS sélido, fue
la mejor concentracién para la induccion del mayor nimero de brotes en
banano ‘Cavendish’ (AAA).

El nimero de brotes por explante difieren de los obtenidos por Arinaitwe
et al. (2000), quienes establecieron una tasa promedio de 10,2 brotes por
explante en el cultivar ‘Ndiziwemiti’; 9,5 en el cultivar ‘Kibuzi’ y 8,2 en el
cultivar ‘Bwara’, con una dosis de 5 mg L™ de BAP en medio liquido en
constante agitacion. Se presume que la diferencia en estos resultados puede
atribuirse a las caracteristicas propias de cada genotipo.

En cuanto a la longitud de brote (Tabla 3), los mayores valores se
obtuvieron en el medio sélido suplementado con BAP, independientemente de
la concentracién usada, registrandose valores promedios que oscilaron entre
5,24 y 5,95 cm. Al usar BAP (10,0 mg L™) y cualquiera de las concentraciones
de 2ip en el medio liquido, se registraron valores estadisticamente inferiores al
resto de los tratamientos con hormonas (3,16 a 3,48 cm). Se observo que la
mayor longitud total de los brotes se presentd en los tratamientos testigos, lo
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que evidencia la necesidad de agregar citocinina al medio de cultivo para
obtener una adecuada longitud de brote, tal como ha sido sefialado por Lisei et
al. (2002).

Estos resultados destacan el efecto positivo de las citocininas en promover
el crecimiento de los brotes de platano, siendo mayor cuando se usa BAP en
medio sélido. Las respuestas se asemejan con lo reportado en bananos (AAA) y
topochos (ABB), donde BAP fue la citocinina mas efectiva en la induccién y
proliferacion de los brotes (Arinaitwe et al. 2000, Jambhale et al. 2001,
Muhammad et al. 2006, Colmenares y Giménez 2007).

Con respecto a la variable longitud méaxima de raices se encontraron
diferencias altamente significativas. En este experimento, sélo se observo
rizogénesis en los tratamientos en medio sélido, registrandose valores que
variaron entre 3,11 a 4,06 cm (Tabla 3). En este sentido, los resultados
coinciden con los reportados por otros autores (Dhumale et al. 1997, Oliveira 'y
Silva 1997), donde la mayoria de las plantas del género Musa presentan un
notable incremento en la longitud de raices s6lo en los medios de cultivo
solidos.

En todos los tratamientos con hormonas en M2 se observo una relacion
inversa entre la longitud méxima de raices y la concentracion de citocinina.
También se observd una tendencia al incremento del nimero de brotes por
explante y a la disminucion de la longitud de los mismos, con el aumento en la
concentracién de BAP y 2ip (Tabla 3), lo cual puede deberse al acortamiento
de entrenudos comun en altas concentraciones de dichas sustancias, de acuerdo
a lo sugerido por Salisbury y Ross (1994). Esto se corresponde con Capellades
et al. (1991), quienes sefialaron que incrementos en los niveles de citocininas
puede mejorar la tasa de multiplicacion pero al mismo tiempo afectar el tamafio
y calidad del brote.

En esta investigacion, los resultados obtenidos sugieren la eleccion del
medio de cultivo liquido para el establecimiento de un protocolo mas sencillo,
eficiente y rentable en la fase de multiplicacion; ya que la exclusion del agar o
cualquier otro agente gelificante puede disminuir hasta un 60 % los costos de
preparacion de medios y abre la posibilidad de la automatizacion de la
micropropagacion, tal como ha sido sefialado Etienne y Berthouly (2002).

3.- Enraizamiento: Después de 30 dias de cultivo en el medio MS en estado
s6lido (agar) con y sin la aplicacion de carbon activado (2 g L™), el anélisis
detecto diferencias altamente significativas para las variables nimero de hojas,
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numero de raices y longitud maxima de las mismas en los brotes de platano cv.
‘Harton Gigante’ (Musa AAB) provenientes de la fase de multiplicacion en
medio liquido (Tabla 4).

Tabla 4. Efecto del medio MS en estado sélido (agar) con y sin la aplicacién de
carbén activado (2 g L™) sobre el porcentaje de brotes enraizados, niimero de
hojas, numero y longitud maxima de raices de los brotes de platano ‘Harton
Gigante’ (Musa AAB) durante 30 dias de cultivo en la fase de enraizamiento.

Carboén % de Numero  NuUmero rrl;;;?r:guge
Tratamientos activado brotes de ] de ] raices
-1 - a - -

(gL™) enraizados hojas raices (cm)”
Medio s6lido 0 100 432b* 764b° 7,31b°
(agar) 2,0 100 503a 9,48 a 10,65 a

C. V. (%) 12,02 11,42 11,96 10,74

P nS *k*k *k*k *k*k

“Valores con la misma letra no difieren estadisticamente al nivel del 5 %,
segun: *Prueba no paramétrica de Kruskal y Wallis y ®Pruebas de Rangos
Multiple de Duncan (n=50). ns: no significativo; *** P<0,001.

Los mayores valores de las variables nimero de hojas, nimero de raices y
longitud maxima de las mismas, se alcanzaron en el medio de cultivo con la
aplicacion de carbén activado (5,03; 9,48 y 10,65 cm, respectivamente). En
relacion al porcentaje de brotes enraizados, no hubo diferencias estadisticas
entre los tratamientos, obteniéndose 100 %. Resultados similares fueron
reportados por otros autores (Oliveira y Silva, 1997; Gubbuck y Pekmezci,
2006), quienes establecieron que los clones de Musa enraizan simplemente en
un medio de cultivo MS s6lido basico y con la adicién de carb6n activado.
Igualmente, coinciden con Choi (1991) quien logré 100 % de enraizamiento de
vitroplantas de jengibre (Zingiber officinale) en el medio MS sélido sélo con la
aplicacion de 2 g L™ de carbén activado. Sin embargo, difieren de los sefialados
por Castro et al. (2002), quienes lograron el mayor porcentaje de enraizamiento
de banano ‘Giant Cavendish’ en medios de cultivos solidos suplementados con
auxinas.

En este experimento, las respuestas obtenidas en relacion a las variables
porcentaje de brotes enraizados, nimero y longitud de raices, difieren de lo
reportado en bananos ‘Anamur 2’, ‘Dwarf Cavendish’ y ‘Gazipasa 6°, donde
todos los cultivares presentaron un promedio del 75 % de brotes con
rizogénesis, 6 raices y una longitud de 10 cm (Gubbuck y Pekmezci 2006). Asi
mismo, superan a los resultados obtenidos por Braga et al. (2001) quienes



Vol. 44, 2010] Regeneracion in vitro del Platano CV 437

sefalaron en banano ‘Caipira’ un 65 % de brotes enraizados y raices de 2 cm
de longitud.

El desarrollo de las raices en el medio de cultivo MS sélido, sin la
aplicacion de ningun tipo de regulador de crecimiento, sugiere que esta planta
posee contenido endégeno de auxina suficiente para el proceso de rizogénesis.
Igualmente, se evidencia que aunque la presencia del carbon activado no es
indispensable para el proceso de enraizamiento, la adicion de este en dosis de 2
g L™ induce un mayor numero y longitud de raices y niamero de hojas. Estas
respuestas se asemejan a los resultados indicados por Pan y Van Staden (1998),
quienes sefialararon que este producto se utiliza in vitro para adsorber
inhibidores en estado so6lido y gaseoso, compuestos fendlicos y establece
condiciones de oscuridad en el medio de cultivo.

CONCLUSIONES

La micropropagacion del platano ‘Harton Gigante’ requiri6 de la ejecucion
de las fases de iniciacion o establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in
vitro. Durante la fase de iniciacion del platano, el mejor desarrollo de los apices
se obtuvo mediante el cultivo de &pices caulinares de 5 mm de longitud en el
medio de Murashige y Skoog (MS) en estado sélido y suplementado con 0,5
mg L™ de Bencilaminopurina (BAP).

En la fase de multiplicacion, la utilizacion de BAP en dosis de 5y 10 mg
L adicionada al medio liquido permiti6 incrementar el nimero de brotes por
frasco; mientras que adicionada al medio s6lido permitié el mayor crecimiento
de los mismos. El enraizamiento de las vitroplantas se logré en el medio de
cultivo MS solido sin la adicion de reguladores de crecimiento. La rizogénesis
se violfavorecida por la aplicacion del antioxidante carbén activado en dosis de
2gL"
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