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Resumen.

El efecto de la benciladenina (BA) (0, 3 y 4
mg/L) y el acido indolacético (AlA) (0, 0.2y 0.6
mg/L) fue evaluado en la proliferacion in vitro
de brotes de tres cultivares de bananos, ‘Dwarf
Cavendish’, ‘Giant Cavendish® y ‘Poyo’. Se
obtuvo formacion de brotes con BA solo o con
AlA. En el segundo subcultivo el BA solo a 3
mg/L indujo de 3 a 4 brotes por explante en
todos los cultivares. El incremento del BA o la
adicion de AIA no tuvieron un efecto
significativo en la proliferacion de brotes en
este subcultivo. Por el contrario, la induccion
de brotes en el cuarto subcultivo fue
significativamente superior con BA y AlA (0.2
mg/L) y el BA a 4 mg/L incrementd la
respuesta, especialmente, en ‘Poyo’. Los
resultados indican la importancia de una
adecuada seleccion del balance hormonal para
todas las fases de la multiplicacion en estos

cultivares.
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Abstract.

The effect of benzyladenine (BA) (0, 3 and 4
mg/L) and indol-3-acetic acid (IAA) (0, 0.2 and
0.6 mg/L) was tested in the induction of in vitro
shoot proliferation on three commercial banana
cultivars, ‘Dwarf Cavendish’, ‘Giant Cavendish’
and ‘Poyo’. Axillary bud formation was
achieved in presence of BA alone or in
combination with IAA. In the second subculture
of multiplication BA 3 mg/L alone was enough
to induce three or more shoots per explant in
all varieties. Increment of BA concentration or
addition of IAA had not superior effect on shoot
proliferation at this stage. On the contrary, the
shoot induction on subculture four was
significantly better in combinations of BA and
IAA 0.2 mg/L, BA 4 mg/L enhanced the
response, especially in ‘Poyo’. Results leads to
the importance of selecting adequate
hormones balance for the whole multiplication
process.
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Introduccion.

La micropropagacion de bananos fue aplicada inicialmente a los cultivares ‘Cavendish’ (AAA)
con el cultivo de brotes apicales como via para obtener la rapida multiplicacion de material de
plantacion libre de enfermedades. Desde entonces, esta técnica se ha aplicado a un amplio
rango de variedades locales y comerciales y se ha extendido su aplicacion debido a las
conocidas ventajas de la micropropagacion sobre las técnicas convencionales de
propagacion (Pérez, 1998; Smith et al., 2004). La optimizacion de la fase de multiplicacion es
un aspecto critico en el cultivo de tejidos de bananos. Usualmente, se usan dos tipos de
reguladores del crecimiento, una citoquinina y una auxina, para inducir proliferacién de brotes
y la concentracion y la proporcion entre ellas determina el crecimiento y la morfogénesis de
los tejidos de banano (Zaffari, 2000). La concentracion de citoquinina exdgeno es el principal
factor que afecta la multiplicacion de bananos y la mas comunmente usada para iniciar
proliferaciéon de brotes es la benciladenina a concentraciones desde 2.25 a 5 mg/L con
optimos resultados a 4 mg/L. BA ha demostrado ser superior a la kinetina, el N°-(2-
isopentenil)adenina (2iP) y a la zeatina para la mayoria de los cultivares (Wong, 1986;
Bekheet and Saber, 1999, Strosse et al., 2004). Muchos laboratorios comerciales usan el
BA solo entre 3 y 5 mg/L o bajas concentraciones de acido indolacético (AlA) y BA para sus
medios de multiplicacion debido a las aceptables tasas de multiplicacion y el menor riesgo de
variacion somaclonal que se obtienen en este rango (Bairu et al., 2006; Matsumoto et al.,
2006).

Comunmente, los estudios sobre la influencia de hormonas en la proliferacion de brotes se
realizan hasta el tercer subcultivo. Sin embargo, en las propagaciones posteriores la tasa de
multiplicacién disminuye y por tanto el requerimiento de hormonas puede variar para alcanzar
una mejor respuesta. En el presente estudio, se evalua la proliferacion de brotes in vitro de
tres cultivares comerciales de bananos usando BA y AIA en el segundo y cuarto subcultivo

de la multiplicacion para determinar la influencia de estas hormonas en cada etapa.

Materiales y métodos.

La investigacion se realizoé en el Centro de Investigaciones Agricolas de Melkassa (MARC)
del Instituto de Investigacion de la Agricultura de Etiopia (EIAR). Los cultivares estudiados
fueron ‘Dwarf Cavendish’, ‘Giant Cavendish’ y ‘Poyo’, todos de genotipo AAA. Las plantas se

tomaron de la coleccion de germoplasma de MARC. Los brotes usados para los
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experimentos se colectaron a partir de cultivos en proliferacién después del primer subcultivo
en medio de multiplicacion con 3 mg/L de BA. Las sales completas de Murashige y Skoog
(MS) (1962) se usaron como medio basal que fue suplementado con tiamina 1 mg/L,
myoinositol 100 mg/L, sacarosa 30 g/L y agar 8 g/L. El pH del medio fue ajustado a 5.7. En la
induccion de brotes se evalud el BA (0, 3y 4 mg/L) y el AIA (0, 0.2y 0.6 mg/L).

El periodo de subcultivo fue de cuatro semanas, se usaron siete explantes por recipiente de
cultivo de 350 ml de capacidad con 40 ml de medio de cultivo. Los cultivos se incubaron a
una temperatura de 26+2°C bajo un fotoperiodo de 16 horas y 37 pM s™' m™ de intensidad
luminosa. El nUmero de brotes por explante y el coeficiente de multiplicacion se evaluaron en
el segundo y cuarto subcultivos. El coeficiente de multiplicacion se determind como el
numero de explantes obtenidos a partir del explante inicial después de cuatro semanas de
cultivo, es decir, al final de cada subcultivo cuando los clusters de brotes se separan segun
su tamafo para cultivarlos de forma independiente. Los brotes de un centimetro de altura y
mas se individualizaron y los explantes mas vigorosos se dividieron longitudinalmente en dos
partes. Los datos se analizaron con ANOVA al 95% y el Test de Rangos Multiples de Duncan

(p=<0.05). El programa Statgraphics Plus 5.0 se empled para el procesamiento de los datos.

Resultados y discusion.

Los resultados de la proliferacion de brotes y el coeficiente de multiplicacion en respuesta a
las concentraciones de BA y AlA se muestran en la Tabla 1 para el segundo subcultivo y en
la Tabla 2 para el cuarto subcultivo. En ambos subcultivos no hubo proliferacion de brotes en
el medio sin reguladores del crecimiento para los tres cultivares.

En el segundo subcultivo, el numero de brotes por explante en todos los cultivares no se
incremento significativamente con el aumento de BA de 3 a 4 mg/L o con la adicion de AlA al
medio de cultivo. Para ‘Dwarf Cavendish’ no hubo diferencias significativas entre las
concentraciones de BA y sus combinaciones con AlA lo cual indica que dentro del rango de 3
a 4 mg/L de BA la proliferacion de brotes puede ser inducida hasta obtener tres brotes por
explante. En este cultivar el coeficiente de multiplicacion fue mayor en los tratamientos con 4
mg/L de BA y 4 mg/L BA + 0.2 mg/L AIA (3.57 y 3.19 respectivamente). Entre los
tratamientos con hormonas el promedio mas bajo (2.33) se obtuvo en la combinacién de 4
mg/L BA + 0.6 mg/L de AIA. Nandi y Chaudhari (1997) también obtuvieron una buena

proliferacion de brotes durante los tres primeros subcultivos usando BA solo a 5 mg/L en
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brotes apicales de los genotipos AAA de cultivares de dwarf enano, 'Basrai' y 'Shrimantio'. En
algunos cultivares africanos Talengera et al. (1994) encontraron mejor induccion de brotes

con 4.5 mg/l de BA solo que usando combinaciones de BA y acido naftalenacético (ANA).

La proliferacion de brotes obtenida en ‘Giant Cavendish’ fue significativamente mayor con el
BA solo que indujo cuatro brotes por explante seguido por los tratamientos 4 mg/L BA + 0.2
mg/L AIA 'y 3 mg/L BA + 0.6 mg/L AIA (Tabla 1). En los tratamientos sin AIA o con
concentraciones de 0.6 mg/L, el coeficiente de multiplicacion llegé hasta tres brotes por
explante lo cual se debe, probablemente, a que se obtuvo un mayor numero de brotes en el
primer caso y a un efecto positivo de la auxina en el tamafo de los brotes en el segundo
caso.

En el cultivar ‘Poyo’, el BA solo a 3 mg/L fue superior a todos los tratamientos con un
promedio de 5.28 brotes por explante. Los demas tratamientos con reguladores del
crecimiento no presentaron diferencias significativas entre ellos e indujeron tres brotes por
explante en todos los casos (Tabla 1). El coeficiente de multiplicacion fue mejor en
tratamientos con 3 mg/L de BA indicando un efecto superior de esta concentracién de BA en
la proliferacion de brotes y se obtuvo un incremento del coeficiente hasta cuatro en la
combinacion de BA 3 mg/L y AlA 0.6 mg/L debido al efecto de esta auxina en el tamafio de
los brotes que permite separarlos del explante.

La respuesta en el cuarto subcultivo fue diferente al segundo para todos los cultivares. Se
observé un efecto positivo de la adicion de AIA a 0.2 mg/L al medio de cultivo dependiendo
de la concentracion especifica de BA. Este efecto del balance auxina/citoquinina en el
mejoramiento de la proliferacion de brotes comparado con la citoquinina sola ha sido
observado en algunos cultivares de bananos. Para los cultivares africanos 'Kibuzi' (AAA-EA),
'‘Bwara' (AAA-EA) y 'Ndiziwemiti' (ABB) se han obtenido tasas de proliferacion en el rango de
4.6 -8.5 con BA 3.78-5.59 mg/L combinado con AIB 0.24 mg/L (Arinaitwe, 1999). Rahman et
al. (2005) lograron la mayor multiplicacion de brotes (4.52 por explante) y el mayor tamaro
de los brotes (3.62 cm) en el cultivar ‘BARI-I‘cuando usaron 4.0 mg/L BA+1.5 mg/L ANA.

En este subcultivo, el numero de brotes para ‘Dwarf Cavendish’ fue mas bajo con BA solo y
con la combinacion de 4 mg/L BA + 0.6 mg/L AlA, esta ultima también indujo el menor
coeficiente de multiplicaciéon después del control MS (Tabla 2). EI numero de brotes fue

mayor en las combinaciones de BA 3 mg/L con AlA y en el tratamiento con 4 mg/L BA + 0.2
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mg/L AlA, el cual indujo el mayor promedio con 3.45 brotes por explante y, ademas, mostrd
el mayor coeficiente de multiplicacion con 3.16 lo cual indica la superioridad de este
tratamiento en ambos subcultivos para este parametro. En este cultivar, solo los
tratamientos con BA + IAA 0.2 mg/L indujeron tres brotes por explante. Una respuesta similar
en cuanto a la adicion de AlA al medio de multiplicacion ha sido obtenida por GUbbUk and
Pekmezci (2004) en ‘Dwarf Cavendish’, ellos encontraron que al utilizar BA o Tidiazuron
(TDZ) con 0.17 mg/L de AlA se incremento la elongacion de los brotes en comparaciéon con
el uso de BA o TDZ solo, lo cual determiné una mayor emisién de brotes.

En ‘Giant Cavendish’ se observé que el BA solo fue inferior a los tratamientos con AlA en la
induccién de brotes y en el coeficiente de multiplicacion. No obstante, ningun tratamiento
llego a tres brotes por explante lo cual indica una reduccién de la proliferacion de brotes en
este subcultivo comparado con los mismos tratamientos en el segundo subcultivo. EI mayor
namero de brotes (2.75) y coeficiente de multiplicacion (2.20) se obtuvieron con el
tratamiento que contenia BA 3 mg/L + IAA 0.2 mg/L.

En el caso de ‘Poyo’, los mejores tratamientos en la induccion de brotes fueron BA 4 mg/L y
BA 3 mg/L+ AIA 0.2 mg/L con 3.44 y 3.25 brotes, respectivamente, seguido por las
combinaciones de BA (4 mg/L) y AlA. En el coeficiente de multiplicacion, 4 mg/L de BA solo
y 4 mg/L de BA + 0.6 mg/l de AlA fueron mejores lo que apunta a un mejor resultado del BA
a 4 mg/L en este subcultivo. En este cultivar también se observa la reduccion en la
formaciéon de brotes en comparacion con el subcultivo anterior. Este es un fendmeno comun
en la induccién de brotes axilares de bananos que se debe a la reduccion o agotamiento de
las yemas preexistentes después de varios subcultivos (Lee, 2005).

Como se observo, la respuesta a la induccioén de brotes varia en dependencia de la variedad,
la composicion hormonal en el medio de cultivo y el numero de subcultivos. En resumen, en
un estadio temprano de la multiplicacion la formacion de brotes no se incrementd
significativamente por el incremento de la citoquinina de 3 a 4 mg/L o la adicion de AlA. Sin
embargo, en el cuarto subcultivo, cuando el potencial de proliferacién de brotes disminuye,
se obtuvo una mejor respuesta con el empleo de las combinaciones de BA y AlA o el
incremento de la concentracion de BA dependiendo del cultivar. Estos resultados indican que
la seleccion de un adecuado balance hormonal en todo el proceso de multiplicacion es

necesaria para optimizar la respuesta de los explantes en los diferentes subcultivos.
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Anexos.
Tabla 1. Proliferacion de brotes con 3 y 4 mg/L de BA y sus combinaciones con AlA en el

segundo subcultivo de multiplicacion de ‘Dwarf Cavendish’, ‘Giant Cavendish’ y ‘Poyo’.

Variedad Tratamientos lt\)lrtértrézro de Coefici_entg de
(mg/L) (brotes/explante) multiplicacion
Control (MS) 1.14b 1.09¢
3 BA 3.33a 2.85ab
3BA+0.2 AIA 3.28a 3.0ab
‘Dwarf 3BA +0.6 AIA 3.04a 3.09ab
Cavendish” | 4 BA 3.38a 3.57a
4BA+0.2 AIA 3.19a 3.19a
4 BA+ 0.6 AIA 3.0a 2.33b
ES 0.15 0.12
Control (MS) 1.19¢ 1.19¢c
3 BA 4.19a 3.23ab
3BA+0.2 AIA 2.76b 2.47b
‘Giant 3BA +0.6 AIA 3.04ab 3.61a
Cavendish” | 4 BA 4.33a 3.28ab
4BA+0.2AIA 3.95ab 2.42b
4 BA+ 0.6 AIA 2.61b 3.14ab
ES | 0.19 0.13
Control (MS) 1.23c 1.09¢
3 BA 5.28a 3.42ab
3BA+0.2 AIA 3.80b 3.33ab
3BA +0.6 AIA 3.52b 4 .14a
‘Poyo’
4 BA 3.95b 2.80b
4BA+0.2AIA 3.47b 2.71b
4 BA+ 0.6 AIA 3.23b 3.04b
ES 0.16 0.13




Medias con diferentes letras son significativamente diferentes a p<0.05.
ES error estandar

Tabla 2. Proliferaciéon de brotes con 3 y 4 mg/L de BA y sus combinaciones con AlA en el

cuarto subcultivo de multiplicacion de ‘Dwarf Cavendish’, ‘Giant Cavendish’ y ‘Poyo’

Variedad Tratamientos lt;lrt:;[r;esro de Coefici_entg’ de
(mg/L) (brotes/explante) multiplicacion
Control (MS) 1.04c 1.08d
3 BA 2.54b 2.37bc
3BA+0.2AIA 3.25ab 2.50bc
‘Dwarf 3BA +0.6 AIA 2.91ab 2.87ab
Cavendish® | 4 BA 2.45b 2.20c
4 BA +0.2 AIA 3.45a 3.16a
4 BA+ 0.6 AIA 2.41b 2.20c
ES 0.12 0.099
Control (MS) 1.08c 1.04c
3 BA 1.95b 1.70b
3BA+0.2AIA 2.75a 2.20a
‘Giant 3BA +0.6 AIA 2.25ab 2.12ab
Cavendish® | 4 BA 1.95b 1.75b
4 BA + 0.2 AIA 2.41ab 2.0ab
4 BA+ 0.6 AIA 2.29ab 2.0ab
ES | 0.10 0.071
Control (MS) 1.11c 1.05d
3BA 2.19b 1.88c
3BA+0.2 AIA 3.25a 2.72ab
3BA +0.6 AIA 2.19b 2.08c
‘Poyo’
4 BA 3.44a 2.80a
4 BA + 0.2 AIA 2.75ab 2.30bc
4 BA+ 0.6 AIA 3.0ab 2.91a
ES 0.11 0.071

Medias con diferentes letras son significativamente diferentes a p<0.05.
ES error estandar
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