Articulo cientifico Biotecnologia vegetal Vol. 2, No. 3: 131-136, julio-septiembre 2002

Empleo del BIOBRAS-6 en cultivar de

platano FHIA -21 (AAAB)

la micropropagacién del

Felipe Alberto Jiménez Terry*, Daymi Ramirez Aguilar, Daniel Agramonte Pefalver. *Autor para correspondencia.

Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Universidad Central “Marta Abreu” de las Villas. Carretera a Camajuani Km
5 V. Santa Clara Villa Clara. Cuba.

RESUMEN

Con la finalidad de evaluar la efectividad del BIOBRAS-6 en la micropropagacion del cultivar de platano FHIA-
21(AAAB) se llevo a cabo el presente trabajo durante el periodo de enero del 2000 a septiembre del 2001, en el
laboratorio de Propagacion Masiva, del Instituto de Biotecnologia de las Plantas (IBP). Se estudiaron diferentes
concentraciones (0.05 y 0.01 mg.I") y combinaciones de este producto con reguladores del crecimiento para la
multiplicacion y enraizamiento in vitro y la aclimatizacion. Los resultados mostraron un marcado efecto de reforzamiento
auxinico del BIOBRAS-6 para las diferentes etapas. En la fase de multiplicacion el BIOBRAS-6 (0.05 mg.I'") combinado
con 6-Benzilaminopurina (6BAP) (4 mg.I"") presenté los indicadores superiores del crecimiento de las plantas in
vitro, al igual que en la fase de enraizamiento como suplemento del medio de cultivo con Acido indolacético (AlA) 0.65
mg.I"". También se observé un desarrollo superior de las plantas in vitro en la fase de aclimatizacion después de la
inmersién de las raices en la soluciéon de agua comun con BIOBRAS-6 (0.05 mg.I"") y Acido naftalenacético (ANA) (10
mg.I'"). De forma general el empleo del BIOBRAS-6 en la micropropagacion del cultivar hibrido FHIA-21 incrementd
los principales indicadores del crecimiento para las diferentes etapas.
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ABSTRACT

With the objective of evaluating the effectiveness of BIOBRAS-6 in the micropropagation of the plantain cultivar FHIA-
21, the present work was carried out during the period of January 2000 to September 2001, in the laboratory of Mass
Propagation of the Institute of Plant Biotechnology. Different concentrations (0.05, 0.01 mg.I"") and combinations of
this product were studied with growth regulators for multiplication, in vitro rooting and acclimatization. Results
obtained in the experiments of the different phases had a marked effect of auxin reinforcement of BIOBRAS-6.
In the multiplication phase BIOBRAS-6 (0.05 mg.I"') combined with 6-Benzilaminopurine(BAP) (4 mg.I")
presented growth indicators superior to the plants in vitro as well as in the rooting phase as supplement of the
culture medium with Indolacetic acid(IAA) (0.65 mg.l""). A superior development was also observed in the in
vitro plants in the acclimatization phase after submerging the roots in a solution of water with Naftalenacetic
acid (NAA) (10 mg.I"") and BIOBRAS-6 (0.05 mg.I'"). In general the use of BIOBRAS-6 in the micropropagation of the
hybrid FHIA-21, increased the principal indicators for the different stages.
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INTRODUCCION

Los bananos y platanos (Musa spp.) son una
importante fuente alimenticia en las regiones
productoras de América Tropical. Y constituyen a nivel
mundial el principal alimento para cerca de 400
millones de personas, con una produccion anual de
76 millones de toneladas. Aproximadamente el 50%
de la produccion de bananos se consume dentro de
los paises productores y el resto se exporta, mientras
que el platano se emplea en su totalidad como
alimento basico (Bermudez et al., 2000). La
micropropagacion de los platanos y en particular del
hibrido FHIA-21, presenta algunos problemas que
afectan negativamente su tasa de multiplicacion y
brotacién incluyendo brotacién reducida, ocurrencia
de alta oxidacion de los explantes y crecimiento lento.
El empleo del brasinoesteroide BIOBRAS-6 en
especies cultivadas in vitro abre nuevas posibilidades
ya que el mismo pudiera sustituir a algunos

reguladores del crecimiento empleados en los medios
de cultivo. Con el objetivo de evaluar el efecto de este
Brasinoesteroide sobre el coeficiente de
multiplicacion y el incremento de la calidad de las
plantas in vitro del cultivar FHIA-21 en la
micropropagacion se realizo el presente trabajo.

MATERIALES Y METODOS

En los ensayos realizados en el Instituto de
Biotecnologia de Las Plantas (IBP), ubicado en la
Universidad Central de las Villas, se utilizaron plantas
in vitro del cultivar de platano hibrido FHIA-21 (AAAB),
procedentes de un tercer subcultivo. El instrumental
utilizado se esterilizé en la estufa a 180°C y los
medios de cultivo en autoclave a una temperatura de
121°c y 1.2 kg/cm? de presion durante 20 minutos.
El material vegetal se coloc6 en camaras de luz solar
(4 500 lux) con temperatura constante de 28+ 2°C.
Las vitroplantas en la fase de aclimatizacion se



132

colocaron en cajas de polieturano de 70 alvéolos
con 121 cm?® de volumen cada uno. En la etapa de
multiplicacion el medio de cultivo basal estuvo
compuesto por las sales propuestas por Murashige
y Skoog (MS) (1962) + 1.0 mg.I"" de tiamina + 3%
sacarosay 8% de agar, dosificado a razon de 30 ml/
frasco con 10 explantes y 10 réplicas por tratamiento.
En las variantes de medios de cultivo liquidos se
redujeron las sales (MS) al 70% y se aplicaron 15 ml
de medio por frasco. Se utilizaron frascos de 250 ml
de capacidad. Se realizaron tres subcultivos o
evaluaciones en esta etapa, cada 21 dias y el manejo
utilizado fue: separacion de brotes axilares, extraccion
de los tejidos fenolizados y corte transversal en el
cormo de las plantas completamente formadas. Para
la fase de enraizamiento se incrementé a 4% de
sacarosa el medio de cultivo de la fase de

multiplicacion y la evaluacion se efectud a los 28 dias.
Las aplicaciones en la fase de aclimatizacion
consistieron en lainmersion de las raices de las plantas
in vitro en las diferentes soluciones del Brasinoesteroide
y el Acido Naftalenacético (ANA) con agua comun
durante 10 minutos antes de la plantacién.

Efecto del BIOBRAS-6 en
multiplicacion del FHIA-21

la fase de

Se realizaron dos experimentos en la fase de
multiplicacion, para los estados fisicos semisoélido y
liquido, en ambos se evaluaron diferentes
combinaciones de 6-BAP (2.0 y 4.0 mg.I'") y de
BIOBRAS-6 (0.01 y 0.05 mgl'), ademas se
compararon con un tratamiento control (4 mg.I"" 6-
BAP + 0.65 mg.I""de AlA (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamientos para la evaluacion del efecto del BIOBRAS-6 en los medios de cultivo semisoélido

y liquido para la fase de multiplicacion del FHIA-21.

Tratamientos 6- BAP (mg.I") BIOBRAS-6 (mg.I") AIA (mg.I")
1 0 0.01 -
2 0 0.05 -
3 2 0.01 -
4 2 0.05 -
5 4 0.01 -
6 4 0.05
7 (control) 4 - 0.65

Las variables evaluadas en los subcultivos para la fase
de Multiplicacién in vitro fueron:

- Numero de brotes, coeficiente de multiplicacion y
numero de raices y altura de las plantas.

- Los datos se procesaron mediante un analisis de
varianza trifactorial y analisis de varianza de
clasificacion simple con prueba de rango multiple de
Duncan para el 5%.

Influencia del BIOBRAS-6 en el crecimiento y
desarrollo de las plantas in vitro de FHIA-21 en
la fase de enraizamiento

Con el objetivo de analizar la influencia del BIOBRAS-
6 y combinaciones del mismo con AIA en el
crecimiento y desarrollo de las plantas para la fase
de enraizamiento, se definieron los siguientes
tratamientos (Tabla 2.)

Las variables evaluadas en esta etapa, a los 28 dias,
fueron:

- Porcentaje de brotacién de los explantes, niumero de
raices y altura de las plantas (cm), numero de hojas,
peso fresco y peso seco de la planta (g).

- Los datos se procesaron mediante un analisis de
varianza bifactorial y analisis de varianza de
clasificacion doble con prueba de rango multiple de
Duncan para el 5 %.

Evaluaciéon del comportamiento de las plantas
in vitro del cultivar FHIA-21 en la fase de
aclimatizacion

Para evaluar el comportamiento de las plantas in vitro
en la fase de aclimatizacion, se tomaron plantas in
vitro procedentes de la fase de enraizamiento, las
mismas crecieron en medio de cultivo con BIOBRAS-
6 (0.05 mg.I"") y AIA (0.65 mg.I"") y se aplicaron los
siguientes tratamientos a las plantas. Los mismos
comprendieron la inmersion de las raices en
soluciones estimuladoras con los productos como
se describe:

1- BIOBRAS-6 (0.01 mg.I")

2- BIOBRAS-6 (0.01 mg.I'") + ANA (10 mg.I")
3- BIOBRAS-6 (0.05 mg.I"")

4- BIOBRAS-6 (0.05 mg.I'") + ANA (10 mg.I")
5- ANA 10 mg.I'")

6- Control (agua comun)

Las variables analizadas en esta etapa fueron:

- Porcentaje de supervivencia (a los alos 15 dias de
plantadas las vitroplantas).

- salida del cepelldn, altura de las plantas (cm),
numero de hojas y peso fresco y peso seco de la
planta (g) (a los 45 dias del ciclo de aclimatizacion).



La escala de la salida del cepelldn utilizada fue la
siguiente: grado 0- al extraer la vitroplanta del
contenedor sale menos del 25% del cepellén
conformado por el sustrato adherido a las raices
de la planta; grado 1- sale entre 25-50%; grado 2-
sale entre 50-75 y grado 3 sale mas del 75% del
cepelldn. Los datos se procesaron mediante un
analisis de varianza de clasificacién simple con
prueba de rango multiple de Duncan para el 5%.
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Todas las observaciones de los experimentos fueron
registradas mediante el programa Excel y el
procesamiento estadistico de los datos en las diferentes
variables, se realiz6 a través del paqueteestadistico
SPSS version 8.1.3 para windows, con el mismo se
efectud la previa comparacion de los supuestos de
homogeneidad de varianzas y normalidad de los datos,
y posteriormente los analisis de varianza
correspondientes para cada ensayo.

Tabla 2. Tratamientos aplicados en el medio de cultivo para la fase de enraizamiento de las plantas in

vitro de FHIA-21.

Tratamientos BIOBRAS-6 (mg.I") AIA (mg.I")

1 0.01 -
2 0.05 -
3 0.01 0.65
4 0.05 0.65
5 0.01 1.3
6 0.05 1.3

7 (control) - 1.3

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del BIOBRAS-6 en la Fase de
Multiplicacién del FHIA-21

Medio de cultivo semisoélido

Como se puede observar en la tabla 3 el numero de
brotes y el coeficiente de multiplicacion manifestaron
diferencias estadisticas, favorables a los tratamientos
5y 6. Estas variables son los indicadores principales
para esta etapa. En el nUmero de raices los valores
inferiores correspondieron al mejor tratamiento para

las variables anteriormente descritas, o sea que
existié una relacién inversa pero que es la esperada
en esta etapa; los explantes con mayor nimero
de raices presentan menor coeficiente de
multiplicacion. ElI comportamiento del
Brasinoesteroide estuvo relacionado con su efecto
sobre la elongacion y crecimiento de las plantas
(Barranco, 2001). El efecto descrito del BIOBRAS-
6 sobre el crecimiento de las plantas en
correspondencia con la accion del 6BAP sobre la
division celular permitié un balance adecuado para
obtener valores superiores del nUmero de brotes y
coeficiente de multiplicacion (tratamientos 5y 6).

Tabla 3. Efecto del BIOBRAS-6 en los medios de cultivo semisolidos sobre diferentes variables de la fase de

multiplicacién en el cultivar FHIA-21.

Tratamientos. Numero de  Coeficiente de Numero Altura de las

Brotes multiplicacion de raices plantas (cm)
1 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I™) 1.3c 1.14d 6.1¢c 29ab
2 (BIOBRAS-6 0.05 mg.I"") 1.7c 1.06d 79c¢c 32a
3 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I"" + 6BAP 2 mg.I") 26b 22c 0.6a 2.5bc
4 (BIOBRAS-6 0.05 mg.I"" + 6BAP 2 mg.I") 29b 25c 1.3b 27b
5 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I" + 6BAP 4 mg.I") 34a 3.1a Oa 23c
6 (BIOBRAS-6 0.05 mg.I" + 6BAP 4 mg.I") 3.8a 3.5a Oa 26b
7 Control (AIA 0.65 mg.I" + 6BAP 4 mg.I™") 3.1a 28b 0.2a 2.5bc

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren estadisticamente segin Duncan (p< 0.05).

Los resultados obtenidos evidenciaron un efecto
positivo del BIOBRAS-6 como sustituto del AlAen
el medio de cultivo de multiplicacion del platano
FHIA-21 en adicién con el 6BAP. Como respuesta
a los brasinoesteroides se logran en las plantas

efectos tales como la elongacién, la division celular,
el desarrollo vascular y reproductivo, la polarizaciéon
de la membrana y el bombeo de protones, las
relaciones fuente/sitio de consumo y la modulacion
del estrés (Nufez, 2000).
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Tabla 4. Efecto de BIOBRAS-6 y el 6-BAP en medios de cultivo liquidos, sobre diferentes variables de la fase de

multiplicacién del cultivar FHIA-21.

Tratamientos. Numerode  Coeficiente de Numero Altura de las

Brotes multiplicacion ~ de raices plantas (cm)
1 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I") 11c¢ 1.0d 53c 2.8
2 (BIOBRAS-6 0.05 mg.I"") 11c 1.0d 55¢c 29
3 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I"" + 6BAP 2 mg.I") 22b 1.8¢ 0.3a 26
4 (BIOBRAS-6 0.05 mg.I" + 6BAP 2 mg.I") 24b 21c 1.3b 27
5 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I"" + 6BAP 4 mg.I™) 27a 25a Oa 2.4
6 (BIOBRAS-6 0.01 mg.I”" + 6BAP 4 mg.I"") 3.0a 28a Oa 27
7 Control (AIA 0.65 mg.I" + 6BAP 4 mg.I") 27a 25a 02a 25

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren estadisticamente segun Duncan (p< 0.05)

Medio de cultivo liquido

Al analizar los resultados obtenidos en las
aplicaciones del BIOBRAS-6 al medio de cultivo
para la fase de multiplicacién en estado liquido
del cultivar de platano FHIA-21, se pudo apreciar un
comportamiento similar al logrado en los medios de
cultivo en estado semisolido, mantuvieron diferencias
estadisticas los tratamientos 6 (4.0 mg.I"" 6-BAP+
0.05 mg.I"" BIOBRAS-6) y 5 (4.0 mg.I"' 6-BAP+ 0.01
mg.I"* BIOBRAS-6) con respecto a los tratamientos
uno, dos, tres y cuatro. En cuanto al nimero de
raices, encontramos los valores superiores en los
tratamientos uno y dos los cuales difieren
estadisticamente con los tratamientos restantes
que presentan 6BAP en su composicion lo que
demuestra un efecto marcado del 6-BAP en la

division celular, promueve la formacion de brotes y
por consiguiente disminuye la formacion de raices.
El BIOBRAS-6 ha sido utilizado con buenos
resultados en multiplicacién in vitro de la jojoba
(Nunez, 2000).

El efecto logrado por este brasinoesteroide en los
ensayos de multiplicacion en medios de cultivo
semisolidos y liquidos radica fundamentalmente
en su accion auxinica, que garantizé un balance
hormonal adecuado en las plantas favorables para
el incremento de los brotes y el coeficiente de
multiplicacion.

Influencia del BIOBRAS-6 en el
comportamiento de las plantas in vitro en la
fase de enraizamiento

Tabla 5. Influencia del BIOBRAS-6 sobre el comportamiento de las plantas in vitro en la fase de enraizamiento

del cultivar FHIA-21.

Tratamientos.

Numero de Alturadela Peso fresco de

raices planta (cm) la planta (g)

1 BIOBRAS-6 ( 0.01 mg.I") 49c 3.8b 18c

2 BIOBRAS-6 ( 0.05 mg.I") 51c¢ 40b 2.0bc

3 BIOBRAS-6 ( 0.01 mg.I") + AIA (0.65 mg.I"™") 56b 42b 23b
4 BIOBRAS-6 ( 0.05 mg.I") + AIA 0.65 mg.I") 5.8b 43b 23b
5 BIOBRAS-6 ( 0.01 mg.I") AIA (1.3 mg.I") 6.2a 48a 26a
6 BIOBRAS-6 ( 0.05 mg.I") AIA (1.3 mg.I") 6.3a 49a 26a
7 (control) AIA (1.3 mg.I™) 54b 46a 25a

Medias con letras diferentes en una misma columna

En la tabla 5 se observa que la combinacion de
BIOBRAS vy la auxina AlA ofrecié los mejores
resultados (tratamientos cinco y seis) lo que
parece corroborar el papel de reforzamiento
auxinico del BIOBRAS-6 sefialado por Nufiez
(2000) al estudiar combinaciones de este producto
con el AlA para la fase de enraizamiento de platanos
y bananos.

difieren estadisticamente segun Duncan (p< 0.05)

El porcentaje de brotacién de los explantes y nimero
de hojas no presentaron diferencias significativas.

Comportamiento de las plantas in vitro del
cultivar FHIA-21 en la fase de aclimatizacion

El tratamiento cuatro que correspondi6 al BIOBRAS-
6 en la concentracion de 0.05 mg.I"'y ANA 10 mg.I"!
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presenté valores superiores en relacién con los supervivencia no se encontraron diferencias
tratamientos del BIOBRAS-6 solo y con aplicacion significativas entre ellos. Todos los tratamientos
del ANA 10 mg.l " (control y tratamiento cinco, fueron superiores al control (Tabla 6.)
respectivamente). En la variable porcentaje de

Tabla 6. Resultados después de la aplicacion de BIOBRAS-6 por inmersion a las raices de plantas in vitro del
cultivar de platano FHIA-21 en la fase de aclimatizacion.

Variables Analizadas

Tratamientos

Numero de hojas Salida del cepellon Peso seco de la planta (g)
1 7.22a 278 b 23.6a
2 7.60 a 283 b 26.4 a
3 7.62a 2.81b 242 a
4 7.85a 293 a 285a
5 6.89b 2.84b 239a
6 6.63 b 2.66 ¢ 20.8b

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren estadisticamente (p<0.05).

Los resultados en las figuras 1y 2 mostraron que las ANA. Los valores inferiores correspondieron al control,
variables analizadas fueron superiores en los en relacién con el cual los restantes tratamientos
tratamientos del brasinoesteroide combinado con el presentaron diferencias significativas.

(cm)
13,31

131
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11,8+
11,5

1 2 3 4 5 6

Figura 1. Influencia del BIOBRAS-6 sobre el comportamiento de la altura de plantas en la fase de aclimatizacion.

Leyenda: 4- BIOBRAS-6 (0.05 mg.I'") + ANA (10 mg.I'")
1- BIOBRAS-6 (0.01 mg.I'") 5- ANA 10 mg.I'")
2- BIOBRAS-6 (0.01 mg.I'") + ANA (10 mg.I"") 6- Control (agua comun)

3- BIOBRAS-6 (0.05 mg.I")

(9)
12077 | _ i >
100-
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40-
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Figura 2. Influencia del BIOBRAS-6 sobre el peso fresco de plantas en la fase de aclimatizacion.

Leyenda:
1- BIOBRAS-6 (0.01 mg.I") 4- BIOBRAS-6 (0.05 mg.I'") + ANA (10 mg.I")
2- BIOBRAS-6 (0.01 mg.I'") + ANA (10 mg.I"") 5- ANA 10 mg.I")

3- BIOBRAS-6 (0.05 mg.I") 6- Control (agua comun)



136

De forma general no existieron diferencias entre
las concentraciones del Brasinoesteroide, pero se
logré un reforzamiento del efecto del regulador de
crecimiento (ANA) en las combinaciones con el
mismo. Estos resultados demostraron las
potencialidades de este producto como regulador
del crecimiento vegetal. Agramonte (2000) observé
resultados similares en la adaptacion de
vitroplantas de papa, con aplicacion de BIOBRAS-
6 (0.05 mg.I"" y ANA (10 mg.I"") se redujo el ciclo
vegetativo de las vitroplantas en esta etapa.

CONCLUSIONES

Se logré un incremento de los indicadores niumero
de brotes y coeficiente de multiplicacion, en la fase
de multiplicacion del hibrido FHIA-21, al adicionar
el BIOBRAS-6 a una concentracién de 0.05mg.I"*
al 6BAP 4mg.I"" para los medios de cultivo en
estado fisico semisdlido y liquido.

La aplicacién del BIOBRAS-6 al medio de cultivo
en la fase de enraizamiento, a una concentracién
de 0.01 mg.I"" en adicién con el AIA 1.3 mg.I'",
demostré un marcado efecto de reforzamiento
auxinico.

EIBIOBRAS-6, 0.05 mg.I"* en adicién con el ANA 10
mg.I"" por inmersion de las raices durante 10 minutos
antes de la plantacion en la fase de aclimatizacion
condujo a lograr plantas con incremento en los
indicadores del crecimiento y desarrollo para esta etapa.
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