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RESUMEN

Fue desarrollado un protocolo para la rapida formacién de yemas adventicias en banano cv. ‘Grande naine’ y el
desarrollo de plantas. Varias concentraciones de 6-Bencilaminopurina y 1-phenil-3-(-1,2,3-thidiazol-5-yl) urea
(TDZ) fueron estudiadas en el medio de cultivo para la inducciéon de estas estructuras y se evaluaron cuatro
tamafios de explante para la multiplicacién. EI mayor niumero de yemas adventicias fue obtenido cuando el TDZ
fue adicionado al medio de cultivo, solo dos subcultivos fueron necesarios para el desarrollo de explantes con la
emisién de este tipo de yemas. Los explantes de 1.0 mm? fueron seleccionados para la multiplicacion y un medio
de cultivo compuesto por las sales MS, 1.0 mg.I* de tiaminay 2.0% de sacarosa para la regeneracion de plantas,
alcanzando valores de 96%. El uso de este protocolo pudiera ser una alternativa Gtil en los programas de
mejoramiento genético con este cultivar mediante la induccién de mutaciones y la variacion somaclonal.
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ABSTRACT

A protocol for the quick formation of adventitious buds in banana cv. ‘Grande Naine’ and the development of plants
was developed. Several concentrations of 6-Benzylaminopurine (6-BAP) and 1-phenyl-3-(-1,2,3-thidiazol-5-yl)urea
(TDZ) were studied in the culture media for the induction of these structures, evaluating some explants sizes for
multiplication. The highest number of adventitious buds was obtained when TDZ was used in the culture medium,
with only two subcultures needed to develop explants with adventitious buds. The explants of 1mm? were selected
for the multiplication and a medium of MS salts with 1.0 mg.I"* thiamine HCI and 2.0% sucrose for plant regeneration,
reaching the values of 96%. The use of this protocol could be a very useful alternative in genetic improvement
programs with the cv. “Grande naine’ using the mutation induction and somaclonal variation.
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INTRODUCCION

Para el uso del cultivo in vitro en un programa de
mejoramiento genético, un requisito indispensable
es contar con un sistema eficiente de regeneracion
de plantas que permita que las células modificadas
genéticamente puedan desarrollarse y regenerar
plantas que manifiesten las caracteristicas
deseadas. El uso de técnicas biotecnoldgicas tales
como la mutagénesis in vitro (Novak, 1992) se ve
afectada debido a que el tratamiento mutagénico
a tejido multicelular resulta en un alto grado de
quimerismo (Ahloowalia, 1998). De aqui la
importancia de utilizar explantes que se formen de
una o pocas células como los embriones somaticos
(Lee etal., 1997) y las yemas adventicias (Vuylsteke
et al., 1997). Ademas, con el uso de yemas
adventicias, la variabilidad puede ser incrementada,
lo cual es un requerimiento para el mejoramiento
genético.

En el cultivar ‘Grande naine’, debido a su alta
dominancia apical (INIBAP, 1996), son necesarios
varios subcultivos, con el uso de altas

concentraciones de 6-Bencilaminopurina (6-BAP),
para obtener yemas adventicias. Esto puede
entorpecer todo el proceso de seleccion de
individuos promisorios, debido a que es conocido
que la edad del cultivo in vitro es uno de los factores
determinantes en el incremento de aneuploidias
y cambios epigenéticos en las plantas (Sandoval
etal., 1996; Orellana, 1998; Rodrigues et al., 1998;
Jambhale et al., 2001; Sahijram et al., 2003).

El objetivo del presente trabajo fue establecer un
nuevo protocolo reproducible para laregeneracion
de plantas in vitro a partir de yemas adventicias en
el cultivar ‘Grande naine’.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal y condiciones de incubacién

Como material vegetal de partida se utilizaron apices
del cultivar ‘Grande naine” (Musa AAA), obtenidos
de hijos tipo espada con un tamafio aproximado de
50 a 100 cm de altura. Se utilizé el medio de cultivo
propuesto por Orellana (1998).
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Todo el material vegetal fue incubado en condiciones
de luz solar (48-62 1 mol.m?s?) y una temperatura
de 27+ 2°C. Después del establecimiento in vitro de
los apices meristematicos (explantes) a los 25 dias,
los mismos fueron colocados en los diferentes
medios de cultivo para la formacion de yemas
adventicias.

Induccion de yemas adventicias

Se evalué el efecto de dos citoquininas en el medio de
cultivo compuesto por las sales MS (Murashige y
Skoog, 1962) , 1Img.I* de tiaminay 20 g.I'* de sacarosa,
6-BAP (5.0, 10.0, 20.0 mg.I*) 6 1-phenil-3-(-1,2,3-
thidiazol-5-yl)urea (TDZ) (1.0, 5.0, 10.0 mg.I*). Estos
medios de cultivo fueron solidificados con 7.0 g.I*de
agar (Tipo A, Sigma). El pH fue ajustado a 5.8 antes
del proceso de esterilizacién a 121°C durante 20 min.

En este trabajo se nombraron yemas adventicias a
las estructuras globosas, de color blanquecino, de
tamafio entre 1.0y 3.0 mm, que se desarrollaban en
la superficie del explante.

Fueron evaluados a los 60 dias de cultivo el nimero
de explantes que formaron yemas adventicias y el
ndmero de brotes desarrollados por frasco.

Los explantes fueron subcultivados, cada 30 dias,
en el mismo medio de cultivo. Se utilizaron frascos
de 250 ml de capacidad. Cada frasco contenia 30 ml
de medio de cultivo y fue inoculado con 10 explantes.
Se utilizaron 10 frascos por tratamiento repitiéndose
el experimento tres veces.

Determinacion del tamafio minimo del explante
para la multiplicacion

Conociendo las desventajas que presenta utilizar
tejidos multicelulares en los programas de
mejoramiento genético por mutaciones, se
estudiaron diferentes tamarfios de explantes: 9.0,
4.0,1.0, 0.36 mm?, con el objetivo de seleccionar el
explante mas pequerio posible.

Estas secciones fueron colocadas en frascos que
contenian un medio de cultivo compuesto por las
sales MS, 1.0 mg.I* de tiamina, 2.0% de sacarosa
y 1 mg.I*de TDZ (M1).

Alos 30 dias de cultivo se evalué el porcentaje de
supervivenciay debido a la imposibilidad del conteo
de las yemas adventicias formadas la
multiplicacion de los explantes fue evaluada a
través del incremento de masa fresca. Se
determiné, ademas, la tasa de crecimiento relativa
segun Vazquez y Torres (1995).

Cada frasco de cultivo con 30 ml de M1 fue inoculado
con 10 explantes. Se utilizaron 10 frascos como
repeticion por tratamiento.
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Regeneracion de plantas a partir de yemas
adventicias

Segmentos de explantes de 1.0 mm? que crecieron
durante tres subcultivos en medio de cultivo M1
fueron colocados para la regeneracion de plantas en
los siguientes medios de cultivo:

_ Sales MS, 1.0 mg.I"* de tiamina, 20 g.I* de
sacarosa, 0.05 mg.I'* de acido indolacético (AIA) y
4.0 mg.I"* de 6-BAP acorde con la metodologia
propuesta por Orellana (1998)

_ Sales MS, 1mg.I*de tiaminay 20 g.I* de sacarosa.

Cada frasco de cultivo fue inoculado con 10 explantes.
Se utilizaron 10 frascos como repeticion por
tratamiento.

Para los analisis estadisticos se realizaron analisis
de varianza de clasificacion simple y la prueba t-
student. Para determinar los grupos homogéneos y/
o significativamente diferentes, a un nivel de 5.0%,
se utiliz6 la prueba de rangos multiples de Duncan o
Dunnett’'s C, esta Ultima cuando no se cumplieron
los supuestos de homogeneidad de varianza y
normalidad de los datos. El procesamiento de los
datos se realizé con los paquetes estadisticos SPSS/
PC ver. 9.00 para Windows.

RESULTADOS
Induccion de yemas adventicias

Cuando los explantes provenientes del medio de
cultivo de establecimiento fueron colocados en los
medios de cultivo para la formaciéon de yemas
adventicias, se encontraron diferencias morfolégicas
en cuanto al desarrollo de los brotes formados en el
primer subcultivo (Figura 1).

Previamente para distinguir entre las yemas formadas
fueron usados criterios morfolégicos y estudios
histolégicos (resultados no mostrados).

El efecto de los reguladores del crecimiento
estudiados en la formacién de las yemas
adventicias a los 60 dias de cultivo (segundo
subcultivo) se muestra en latabla 1. La citoquinina
que mayor influencia ejercié sobre la induccion
de yemas adventicias fue el TDZ. Se obtuvieron
altos porcentajes de explantes con desarrollo de
estas estructuras en todas las concentraciones
ensayadas.

Solo dos subcultivos fueron necesarios para lograr
el desarrollo de yemas adventicias en la superficie
de los explantes (Figura 2). Las concentraciones de
6-BAP ensayadas fueron desfavorables para la
obtencién de estas estructuras en el genotipo
evaluado.
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Figura 1. Influencia de las concentraciones de 6-BAP (A) y TDZ (B) en el desarrollo de yemas adventicias en el cv.

‘Grande naine’.

Tabla 1. Influencia del 6-BAP y el TDZ en la formacién de yemas adventicias a los 60 dias de cultivo en el cv.

‘Grande naine’.

Citoquinina Numero de explantes por frasco con Numero de brotes formados
(mg.l'l) induccién de yemas adventicias por frasco

6-BAP - 5.0 0.50 b 22.1b
-10.0 1.40b 23.0b
-20.0 0.10b 335a
TDZ -1.0 7.20 a 148c
-5.0 6.20 a 11.1d
-10.0 8.30a 69e

Medias con letras distintas en una columna difieren por Duncan para p< 0.05.

2

o

Figura 2. Desarrollo de yemas adventicias en el cv. ‘Grande naine’ en el medio de cultivo: Sales MS, 1.0 mg.I* de
tiamina, 20 g.I* de sacarosay 1.0 mg.I"* de TDZ a los 60 dias de cultivo.

Con el conocimiento de que el TDZ puede influir
negativamente en la elongacién y el enraizamiento
de los brotes la concentracién de 1.0mg.I* fue
seleccionada para incorporarla en los medios de
cultivo de induccion de yemas adventicias, ya que
esta fue la minima concentracién ensayada que
permitié la formacion de estas estructuras sin
diferencias significativas con la mas alta.

Determinacion del tamafio minimo del explante
para la multiplicacion

En todos los tamafios de explantes evaluados fueron
obtenidos altos porcentajes de supervivencia con solo
diferencias significativas para el explante de menor
tamafio (Figura 3 a). Igual tendencia se manifesto
cuando se analiz6 el incremento de masa fresca total
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de los explantes. Se observé una disminucién
significativa en este parametro a medida que disminuy6
el tamafio de los mismos (Figura 3b). Cuando se calculd
la tasa de crecimiento relativa se aprecié que este
indice para el tamafio de 1.0 mm? fue muy similar al de
los explantes de 9.0 y 4.0 mm? (Figura 3c).

Teniendo en cuenta que no se encontrd afectacion
en la supervivencia del explante con el tamafio de
1.0 mm? respecto al control y que la tasa de
crecimiento relativo mostré valores similares a los
tamafios de explante superiores se seleccioné este
tamafio para utilizarlo en los siguientes experimentos.
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Regeneracion de plantas a partir de yemas
adventicias

Los resultados en la figura 4 muestran que la media
de los explantes que regeneraron plantas por frasco
cuando se utilizdé el medio de cultivo compuesto
solamente por las sales MS, 1.0 mg.I* de tiamina y
20 g.I'* de sacarosa, fue significativamente superior
al medio de cultivo de multiplicacion de brotes
propuesto por Orellana (1998). El 96% de los
explantes, que estaban compuestos solamente por
yemas adventicias, lograron en un solo subcultivo la
regeneracion de plantas (Figura 4 b).
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Figura 3. Influencia del tamafio del explante (mm?) en el crecimiento de yemas adventicias en el cv. ‘Grande naine’
a los 30 dias de cultivo. A- Supervivencia B- Incremento de la masa fresca. C- Tasa de crecimiento relativa
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Figura 4. Influencia del medio de cultivo en la regeneracion de plantas a los 30 dias de cultivo en el cv. ‘Grande
naine’. A- Medias de explantes con regeneracion de plantas en (I)- Sales MS con 1mg.I* de tiamina, 20g.I* de
sacarosa, 0.05 mg.I* de AIA'y 4.0 mg.I* de 6-BAP (ll)- Medio de cultivo libre de reguladores del crecimiento. B-
Regeneracion de plantas en el medio de cultivo libre de reguladores del crecimiento.

Con los resultados obtenidos se desarroll6 un
protocolo para la regeneracion de plantas a partir de
yemas adventicias en el cv. ‘Grande naine’, el mismo
incluyd:

_ Establecimiento in vitro de apices segun la
metodologia propuesta por Orellana (1998).

_ Colocar los explantes desarrollados en un medio
de cultivo de inducciéon de yemas adventicias
compuesto por las sales MS, 1.0 mg.I* de tiamina,
20 g.I* de sacarosa, 1.0 mg.I*de TDZ.

_ Multiplicar las yemas adventicias en el mismo
medio de cultivo de induccion (explantes de 1.0 mm?),
los subcultivos se realizaran cada 30 dias.

_ Regenerar las plantas en un medio de cultivo
compuesto por las sales MS, 1.0 mg.I* de tiaminay
20 g.I* sacarosa.

DISCUSION

En especies lefiosas se han utilizado diferentes
concentraciones de TDZ para el desarrollo de yemas
adventicias. Dependiendo del cultivo y del tipo de
explante esta concentracion oscila desde 0.2 mg.I*
a 5.0 mg.I" y puede ser combinada con otros
reguladores del crecimiento como
isopenilaminopurina (2ip), Acido naftalenacético
(ANA), Acido indol-3-butirico (AIB), Acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y Zeatina (Huetteman y
Preece, 1993; INIBAP, 2001).

Sin embargo, en bananos del subgrupo Cavendish
(AAA), pocos investigadores han usado el TDZ como
citoquinina en los medios de cultivo (Arinaitwe et al.,
2000; INIBAP, 2001; Srangsam y Kanchanapoom,
2003). Seguramente debido a que este regulador del

crecimiento puede influir negativamente en la
elongacion y el enraizamiento de los brotes
(Huetterman y Preece, 1993; Murthy et al., 1998;
De Carvalho et al., 2000).

La respuesta de este cultivar se debe a la alta
dominancia apical que presenta (INIBAP, 1996), lo
que condujo a que las concentraciones de 6-BAP
estudiadas, solamente estimularan la formacién de
brotes y fueran incapaces de favorecer el desarrollo
de yemas adventicias que crecieran con las
caracteristicas descritas anteriormente, aunque
concentraciones altas han sido usadas para la
induccién de brotes en la micropropagacion de
plantas (Hirimburegama y Gamage, 1997; Vani y
Reddy, 1999; Braga et al., 2001).

El TDZ al ser mas activo a bajas concentraciones
gque la citoquinina aminopurina y ser menos
susceptible a las enzimas degradantes presentes
en las plantas (Mok et al., 1987), permiti6 el
desarrollo de estas estructuras.

Una fuerte correlacion fue encontrada por INIBAP
(1996) entre la constitucion genomica de los
cultivares (el porcentaje del genoma B), la
dominancia apical in vitro y el nimero de ciclos
en el medio de cultivo de multiplicaciéon necesarios
para sobreponer la dominancia apical. Clones con
genoma BB y ABB tienen una baja dominancia y
en relativamente bajas concentraciones de
citoquininas pueden multiplicarse eficazmente,
mientras que los cultivares AAA requieren hasta
nueve subcultivos en el medio de cultivo antes de
gue la dominancia apical se elimine.

En este trabajo utilizando el TDZ en los medios de
cultivo, solo dos subcultivos fueron necesarios
para el desarrollo de yemas adventicias. Roux et
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al. (2000) obtuvieron yemas adventicias del
cultivar ‘Grande naine’ en el sexto subcultivo con
4.5 mg.I"t de 6-BAP.

Los explantes grandes tienen un potencial
regenerador considerablemente mayor, sin
embargo, la viabilidad y la capacidad regenerativa
de explantes muy pequefios tiende a ser baja (Litz
y Jarret, 1993).

Jiménez (1998) correlacioné el tamafio del explante
con la supervivencia, lo cual pudiera estar relacionado
con el contenido de fenoles, ademas, de que estos
explantes tienden a ser dafiados mas facilmente.
En el presente estudio los explantes de 9.0, 4.0y
1.0 mm® mostraron altos porcentajes de
supervivencia.

La considerable disminucién del crecimiento en el
tamafio de 0.36 mm? cuando se compara con los
demas pudiera atribuirse, a la relacién del nimero
de células intactas y dafiadas dentro del tejido
vegetal, ala composicion composicion de reguladores
de crecimiento del medio de cultivo, que para este
tamafio, pudiera resultar sobresaturada y/o al grado
de contacto de los explantes con el medio nutritivo.

Mediante la tasa de crecimiento relativa se expresa
el incremento de masa por unidad de tejido inicial y
por unidad de tiempo, esto da una comparacién mas
efectiva entre explantes que difieren en su tamafio
(Vazquez y Torres, 1995).

Cuando se estudiaron diferentes concentraciones
de 6-BAP en el medio de cultivo, bajos porcentajes
de regeneracion de plantas fueron obtenidos para
este genotipo en contraste a lo referido por Okole
y Schulz (1996) quienes obtuvieron 90% de
regeneracién de plantas con 6- BAP ( 2.4 mg.l?)
en el medio de cultivo.

CONCLUSIONES

Se establecié un protocolo para la regeneracion de
plantas in vitro a partir de yemas adventicias en el
cv. ‘Grande naine’.

El TDZ (1.0 mg.I*) resulté ser la citoquinina mas
efectiva para la induccién de yemas adventicias, lo
que se logré, en solo dos subcultivos con porcentajes
de formacion de 72%.

Se obtuvo 96% de regeneracion de plantas en medios
de cultivo libres de reguladores del crecimiento.
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