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RESUMEN

La investigacion se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Agricolas Campus IV (UNACH) con
el objetivo de determinar el efecto de dos reguladores del crecimiento tradicionales y un homobrasinolido (brasinoesteroide)
adicionados en dos concentraciones al medio MS en el crecimiento in vitro del clon de banano gran enano (Musa sp.).
Se establecid en dos medios de cultivo con base a Murashige y Skoog (MS) (1962) modificado, y tres reguladores del
crecimiento BAP, AIA y Br en dos concentraciones de 2 mg [ vy 4 mg L% a pH de 5.6. Los explantes se incubaron a
26+1°C, 60% H.R., I.L: 45 mEm °s™? y un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 de oscuridad. En total 14 tratamientos con 10
repeticiones en un disefio completamente al azar. Se midieron, numero de brotes, hojas, raices y altura. Los resultados
indicaron efecto diferencial entre medios de cultivo y concentraciones de reguladores del crecimiento. En la induccion
radical el medio MS al 50% en interaccion con AlA y Brasinoesteroide aumentaron el numero de raices en los explantes,

mientras que el numero de hojas lo aumentd BAP y Brasinoesteroide y disminuyo con AlA.
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ABSTRACT

The study was carried out in the Biotechnology Laboratory of the Agricultural Sciences School Campus IV (UNACH) with the
objective of determining the effect of two traditional growth regulators and one homobrassinolide (brassinosteroid) added
in two concentrations to the MS medium for the in vitro growth of Gran Enano banana (Musa sp.). It was established on two
growth media based on modified Murashige and Skoog (MS) (1962), and three growth regulators, BAP, AIA and Br in two
concentrations of 2 mg L~ and 4 mg L7%, at pH of 5.6. The explants were incubated at 261 °C, 60% H.R., I.L: 45 mE.m~?
sland a light period of 16 hours light and 8 darkness; in total, 14 treatments with 10 repetitions in a completely random
design. The number of buds, leaves, roots and height were measured. The results indicated differential effect between
growth media and concentrations of growth regulators. In the radical induction, the MS medium at 50 % in interaction with
AlA and brassinosteroid increased the number of roots in the explants, while the number of leaves increased with BAP and

brassinosteroid and decreased with AlA.

Keywords: brassinosteroid, growth regulators, MS media concentrations.
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Reproduccion in vitro de Musa sp. cv gran enano

INTRODUCCION

(Musa spp.) es uno de los cultivos mas impor-
E l ba n a n O tantes del mundo con mayor consumo por la
poblacion y en especial es alimento basico para millones de personas en los
paises en desarrollo. Su produccion presenta diferentes problemas, especial-
mente con plagas, y por ello, se han disefado diferentes practicas de ma-
nejo integrado que combinan, entre otras, las aplicaciones de plaguicidas,
utilizacion de cultivares resistentes y produccion de plantulas micropropaga-
das (Koffi et al, 2009). La micropropagacion puede contribuir a solucionar
algunos de los problemas en campo, especialmente cuando se dispone de
nuevos Mmateriales para ser establecidos en menor tiempo, en comparacion
con los procedimientos tradicionales de propagacion. La propagacion in vi-
tro de algunos materiales presentan bajo coeficiente de multiplicacion, alto
porcentaje de fenolizacion de los explantes y baja supervivencia (Azofeifa,
2009; Aragon et al, 2010). Se han reportado varias formulaciones de me-
dios para cultivo de apices de platano con ligeras modificaciones del MS
(Browning et al., 1987) debido a que cada genotipo registra una determinada
proliferacion de yemas in vitro (Gubbuk y Pekmezci 2004). En otros casos se
han consignado brotes anormales o variantes somaclonales de las varieda-
des de origen con algunos de los reguladores de crecimiento, incorporados
al medio de cultivo (Izquierdo et al., 2012), por ejemplo, variacion genética y
epigenética con el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Liy Jin, 2007), y en
el caso de citoquininas, tales como la zeatina, cinetina y 6-bencilaminopuri-
na (6-BAP), que inducen aberraciones cromosdmicas cuando se utilizan en
concentraciones elevadas en los medios de cultivo (Aragon et al., 2010, Be-
llarmino, 2007). Los reqguladores del crecimiento no tradicionales, tales como
los analogos de brasinoesteroides (ABr) y la mezcla de oligogalacturonidos
(MOLG) se pueden utilizar como sustitutos de las auxinas vy las citoquininas
como alternativa para disminuir el riesgo de inducir variaciones genéticas en
los procesos de multiplicacion (Ali et al, 2008, Gonzalez et al, 2005). Los
brasinoesteroides son hormonas esteroidales esenciales para el crecimiento
y desarrollo normal de las plantas, y su aplicacion mejora su tolerancia a
ciertos factores bioticos y abioticos, como sucedio con la aplicacion del Bio-
bras (6-ABr) que atenuo el estrés de altas temperaturas en el banano FHIA-18
(Gonzalez et al, 2005) y en el platano FHIA-21, se favorecio la formacion
de raices durante la fase de enraizamiento in vitro (Jiménez et al,, 2004). El
Pectimorf (mOLG), por ejemplo, disminuyd el tiempo de emision de brotes
en los explantes del clon de platano macho cv Sobrino durante su estableci-
miento (Diaz et al., 2004). Con base en lo anterior, se determino el efecto de
dos reguladores del crecimiento de uso tradicional, y un homobrasinolido
adicionados en dos concentraciones al medio MS en el crecimiento in vitro
del clon de banano gran enano.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizo en el Laboratorio de Biotecnologia de la Facultad
de Ciencias Agricolas Campus IV (UNACH), localizado en 15° 00" 25.02" N
y 94° 23 59.06" O, a 44 m de altitud. Se obtuvo el material vegetativo del
clon Gran enano de una finca bananera localizada en el Cantéon Corozal
(15°00" 32" Ny 92° 93" 56" O), de Huehuetan Chiapas, México. Se seleccio-
naron hijos tipo espada (explantes), se desinfectaron con Azoxistrobin y se

dejaron reposar en Tween 80 por
30 minutos. Posteriormente se su-
mergieron en alcohol al 70% por un
minuto. En Campana de Flujo Lami-
nar se introdujeron en solucion de
NaClO al 3 % (v/v), por 20 minutos,
se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril y se dejaron repo-
sar en antioxidante. Para la siembra
del material en los medios de culti-
VO se realizaron cortes de 3 cm de
longitud.

Medio de cultivo

Se utilizd el medio de cultivo Muras-
hige y Skoog (MS) (1962) modifica-
do en dos concentraciones de sus
componentes. Uno de ellos basado
en el total de los ingredientes vy el
otro, con la mitad de los mismos.
En ambos casos se agregaron los
tres requladores de crecimiento
6-Bencilaminopurina (BAP), Acido
Indolacético (AlA) y Brasinoesteroi-
de (Br) en dos concentraciones, 2
mg L™ty 4 mg L™ El testigo fue el
mismo medio completo MS sin re-
guladores de crecimiento. Ademas,
a los medios se adicionaron 30 g Lt
de sacarosa; se ajusto elpH a 56y
solidificd con phytagel®. Con los
componentes en cada medio se es-
terilizaron en autoclave a 15 PSI por
20 min. Los explantes se colocaron
en magentas estériles selladas con
70 mL de medio de cultivo estéril y
se establecieron en el cuarto de in-
cubacion (temperatura de 26x1 °C,
60% de humedad relativa, fotoperio-
dode16hluza45mEm™s™y8
de oscuridad), donde permanecie-
ron por 80 dias en evaluacion, con
cambios de medio cada 30 dias.

Disefio experimental y Variables

Se tuvieron 14 tratamientos con 10
repeticiones, distribuidos en un di-
sefio completamente al azar. Las
variables registradas cada ocho dias
fueron: numero de brotes, hojas,
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raices y altura del brote. Los resul-
tados de las variables se graficaron
con el programa Sigma Plot (ver.
10.0) de Jandel Scientific y se con-
sidero el error estandar como medi-
da de dispersion en los promedios.
Con éste mismo programa se reali-
zaron las correlaciones para encon-
trar la relacion entre variables. Los
resultados se analizaron mediante el
programa GLM de SAS version 8.1,
y diferencias entre medias segun
Tukey (p=0.05).

Se presentaron diferencias (p<0.05)
entre las variables de acuerdo a la
concentracion de ingredientes del
medio y los requladores del creci-
miento. Los explantes

Los resultados contrastantes entre las concentraciones de los ingredientes
del medio MS en interaccion con los reguladores del crecimiento sugieren la
importancia de conocer los ingredientes de los medios de cultivo de tejidos
vegetales con los productos quimicos necesarios en buenas combinaciones
y formas para cada cultivo (Huang y Murashige 1977). Las citoquininas como
(BAP) y cinetina reducen la dominancia del meristemo apical e inducen for-
macion de brotes axilares y adventicios de explantes meristematicos en el
banano (Gubbuk y Pekmzci 2004; Khalid 2011), pero la aplicacion de altas
concentraciones de BAP inhibe la elongacion de meristemos adventicios y
la conversion en plantas (Gubbuk y Pekmzci 2004; Khalid 2011). La interac-
cion del medio MS con los ingredientes completos y la auxina AlA, también
incrementaron el numero de brotes conforme se aumento la concentracion
en ambos medios.

Altura del brote

La altura del brote se incrementd con el medio MS completo en sus concen-

traciones y fue estadisticamente diferente (p<0.05) al medio que contiene

la mitad de los ingredientes (Figura 2). En promedio la altura de los brotes en

el medio MS con todos los ingredientes fue de 6.8 cm *0.31 y con la mitad

de los mismos, alcanzo 5.9 cm =0.28. El efecto de la combinacion de los
medios y los regula-

se incrementaron en
el medio MS con las
cantidades completas
de los ingredientes
cuando se aplicaron
al mismo la auxina AlA
y el Br, ademas del
testigo. En cambio,
al adicionar la cito-
quinina BAP al medio
de cultivo MS con la oL
mitad de sus compo-
nentes, se aumento el
numero de explantes
con brotes, en com-
paracion al mismo
medio de cultivo con
los ingredientes com-
pletos. La respuesta
fue ascendente, es decir, aumento
al incrementarse la concentracion
de 2 a4 mg L™! (Figura 1). Las cito-
quininas se caracterizan por la pro-
mocion de la division y expansion
celular (Taiz, y Zeiger, 2002) que se
expresan en gran capacidad de pro-
duccion de brotes (Miranda-Furtado
etal, 2007).

Explantes con brotes
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Figura 1. Explantes con brote de Musa spp. cv Gran enano en dos medio de
cultivo in vitro con diferentes reguladores del crecimiento. Los valores son
promedios de diez repeticiones a la semana diez de muestreo.

dores del crecimiento
en la altura del brote
fue menor con BAP
en sus dos concen-
traciones y en los dos
medios. Ferdous et al.
(2015) estudiaron el
efecto de diferentes
concentraciones de
BAP en apices de dos
cultivares de banano
en medio MS vy regis-
z traron que los brotes
E mas largos (2.64 cm
Testigo y 2.16 cm) fueron a
partir de 0.5 mg Lt
de BAP. Los regulado-
res del crecimiento, el
acido indolacéticoy la
bencilaminopurina han sido considerados como parte de la regeneracion
in vitro de diversas plantas (Ali et al., 2014). Se sabe que las citoquininas tales
como la bencilaminopurina (BAP) reducen la dominancia del meristemo api-
cal (Madhulatha et al,, 2004).

MS 50 %
MS 100 %
MS 50 %
MS 50 %
MS 100 %

BAP AlA AlA Br Br
4mgL 2mgL 4mgL 2mgL 4mgL

En cambio el incremento mas alto en la altura del brote se presento con la in-
clusion del Bry el AlA. El efecto de los homobrasinolidos a bajas concentra-
ciones en los procesos morfogenéticos, como sustitutos o complementos
de las auxinas y citoquininas son muy efectivos (Gonzalez et al, 2005). Son
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Figura 2. Altura del brote de platano cv gran enano creciendo en dos me-
dios de cultivo in vitro y diferentes concentraciones de reguladores del cre-

cimiento. Los valores son promedios de ocho repeticiones * error estandar
a la semana 10 de muestreo. Las letras que no son iguales indican diferencia

(Hu et al, 2000; Nemhauser y Chory, 2004). Terry
etal (2011) citan incremento en el desarrollo foliar
de lechuga Lactuca sativa L. con la aspersion foliar
de Biobras-16 y Cortés et al. (2003) seflalan que
los Br promueven acumulacion de citoquininas
enddgenas que favorecen la regeneracion de bro-
tes adventicios en hipocotilos de coliflor, en coti-
ledones de pimenton y en callos de Spartina bajo
condiciones in vitro. El Br se encuentra en forma
natural en los apices de muchas plantas (Teixeira
y Adam, 2002) y su aplicacion favorece el incre-
mento promedio del numero de hojas a 11.2, y los
tratamientos con BAP presentaron en promedio
10.4 hojas, con la dosis mas baja de 2 mg L% La
eficacia de BAP sobre otras citoquininas en la in-
duccion de la multiplicacion de los apices ha sido
citada en diferentes cultivares de banano (Buah et
al., 2010) como un suplemento a los medios basa-

estadistica (Tukey, p=<0.05 %). CV=13.1%.

metabolitos que tienen la capacidad de estimular el cre-
cimiento vegetal (Texeira y Adam, 2002) en segmentos
de diferentes organos y explantes (Salgado et al., 2008).
Hernandez et al. (1999) citan mayor altura en Solanum
tuberosum L., crecidas in vitro, después de 30 dias de
edad, al agregar al medio de propagacion 1 mg L™t de
Biobras-6. En banano clon FHIA-18 se ha demostrado
que el brasinoesteroide puede ser utilizado con éxito en
todas las fases de la micropropagacion masiva, en sus-
titucion de auxinas usualmente utilizadas (Nufiez
et al, 2014). El numero de hojas aumentod en los
medios donde se incluyd algun regulador del cre-
cimiento en comparacion con el testigo (Figura 3).

En esta variable, el aumento de mayor contras-
tante fue con el medio base MS en interaccion
con BAP, y comparado con los otros reguladores
del crecimiento. Este mismo efecto ha sido con-
signado con BAP en Stevia rebaudiana Bert (Ja-
gatheeswari y Ranganathan, 2012). En cambio, en
el medio MS con la mitad de sus componentes
se indujeron mas hojas con AIA en concentra-
cion de 4 mg Lt y Bren2mg Lt lzquierdo et al.
(2012) demostraron que la inmersion de las vitro
plantas de banano clon FHIA-18 en soluciones de
Biobras-6, estimuld el desarrollo y el numero de

Numero de hojas

les MS vy su efecto en estimular el crecimiento de
los brotes axilares y yemas adventicias también en
el desarrollo foliar de diversos cultivos (Buah et al,
2010). El numero de raices aumentd en el medio MS al
50% de sus componentes con o sin la inclusion de AlAy
Br en comparacion con BAP (Figura 4).

Las auxinas en el cultivo in vitro, inducen la formacion
de raices, mientras que las citoquininas promueven for-
macion y crecimiento de brotes (North et al, 2012). El
mayor numero de raices de 7.8 fue con Brasinoesteroide
(2 mg L™, y con 6.9 AIA a razén de 2 mg L% Segun

A
MS 100 %

T T T T
AlA Br Br Testigo
4mgL  2mgL  4mgL

T
AlA
2mgL

T
BAP
4mgL

T
BAP
2mgL

las hojas. En otros cultivos se ha encontrado res-
puesta semejante con la aplicacion de los Br en
el incremento en la expansion celular de las hojas

Figura 3. Numero de hojas del platano cv. Gran enano en dos medios de
cultivo y diferentes reguladores del crecimiento in vitro. La linea vertical indi-
ca = error estandar de 8 repeticiones. Las letras que no son iguales indican
diferencia estadistica (Tukey, p<0.05 %). CV=18.9%.
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Garcés (2011), al aplicar Br a las plantas se mejora
el crecimiento de las raices. Suarez (2007) al tra-
bajar con las orquideas, Cattleya leuddemanniana
y Guarianthe skinneri con repetidas aspersiones
foliares de BB-16 (0.05 mg L™%) incremento el nu-
mero de raices. El aumento de raices por Br se ha
reportado anteriormente en otras especies, por
ejemplo, Terry et al. (2011) citan que la aspersion
foliar de BB-16 también favorecio el crecimien-
to radical en Lactuca sativa L. En papa Solanum
tuberosum L. variedad Desirée, Hernandez et al.
(1999) mostraron incrementos en la biomasa ra-
dical de las plantulas de 30 dias de edad crecidas
in vitro, al enriquecer el medio con BB-6 a razon
de 1 mg L™!. En este mismo cultivo, se demostré
que la inmersion de vitro plantas en soluciones de

Ndmero de raices

o]

MS 100 %|

T T T T
AlA Br Br Testigo
4mgL  2mgL  4mgL

T
AlA
2mgL

T
BAP
4mgL

T
BAP
2mgL

Figura 4. Numero de raices de banano cv Gran enano creciendo in vitro

BB-6, o BB-16 solas 0 en combinacion con ANA,
antes de la transferencia a la fase ex vitro, resulto
positiva para las vitro plantas al aumentar desarro-
llo radical (Nuriez et al., 2014).

CONCLUSIONES
| numero de brotes, altura y numero de hojas
aumentaron en el medio MS con los ingredien-
tes completos y el sistema radical cuando se
adiciond la mitad de los ingredientes. La altu-
ra del brote presento efecto diferencial entre los me-
dios de cultivo y las concentraciones de reguladores
del crecimiento. En cambio, en el numero de hojas se
incrementaron con BAP y Brasinoesteroide y disminu-
yeron con AlA.
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