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Propagacion in vitro de Musa acuminata (Simmunds) platano bocadillo
del Chocé, Colombia, a partir del cultivo de meristemos apicales

In vitro propagation Musa acuminata (Simmunds) platano bocadillo
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Resumen

Objetivos: Propagar brotes adventicios a partir de meristemos apicales de platano bocadillo o «primi-
tivo» Musa acuminata, mediante cultivo in vitro. Metodologia: Se propagaron in vitro brotes provenien-
tes de apices apicales extraidos de hijos de «platano bocadillo» M. acuminata; los apices se cultivaron
en un medio de iniciacion semisdlido de Murashige y Skoog, que contenia 4 mg/I tiamina-HCI, 0,5 mg/
I de ANA, 0,5 mg/l de IBA'y 0,5 mg/l de 6-BAP y pH ajustado a 5,8 y 1 g/l de carbdn activado y luego en
un medio de multiplicacion con cuatro tratamientos hormonales: (1) 0,3 mg/l de &cido naftalenoacético
(ANA)+1 mg/l de bencilaminopurina (6-BAP), (2) 0,5 mg/l de ANA+1,5 mg/l de BAP, (3) 1 mg/l de
ANA+3 mg/l de 6-BAP, (4) 1 mg/l de ANA+3 mg/l de 6-BAP+2 mg/l de &cido giberélico (AG3). Resulta-
dos: A los 90 dias, el numero de brotes y tamafio de los brotes por explantes fue: 25,8+0,9 brotes y
longitud del brotes 8,5+0,2 cm y nimero de raices 3,810,1 y longitud de las raices 2,1+0,4 cm. La mejor
combinacién de los reguladores de crecimiento fue de 1 mg/l de ANAy 3 mg/l de 6-BAP, lo cual indica
que es necesaria la presencia de la auxina y citoquinia para la brotacion. El enraizamiento fue in vitro
y a los 90 dias las plantas tenian en promedio 5,8+0,4 raices y longitud de raiz 3,2+0,3 cm. Los brotes
se formaron y enraizaron directamente del explante. Las plantas enraizadas se transfirieron al campo
de forma exitosa. Conclusiones: El platano bocadillo se puede multiplicar de manera masiva, siendo
la combinacion de los reguladores de crecimiento, 6-bencilamino purina (6-BAP) y &cido naftalenacético
(ANA) la que arrojé los mejores resultados con 1 mg/l de ANA'y 3 mg/l de 6-BAP como las concentra-
ciones mas efectivas.

Palabras clave: Cultivo de tejidos, Meristemo apical, Musa acuminata, Platano bocadillo.
Abstract

Obijetives: To propagate in vitro adventitious shoots from apical meristems of «platano bocadillo» o
«primitivo» Musa acuminata. Methodology: It were propagated in vitro shoots tip from apical apices
extracted from children of platano «bocadillo» M. acuminata, the apices were cultivated in a semisolid
of Murashige and Skoog initiation medium containing 4 mg. I-1 thiamine HCI, 05mg/I NAA, 0.5 mg/l IBA
and 0.5 mg/l 6-BAP and pH adjusted to 5.8 and 1 g/l activated charcoal, and then a multiplication
medium with four hormone treatments: (1) 0.3 mg/l of naphthalene acetic acid (NAA)+1 mg/l of
benzylaminopurine (6-BAP), (2) 0.5 mg/l NAA+1.5 mg/l BAP, (3) 1 mg/l NAA+3 mg/l 6-BAP, (4) 1 mg/I
NAA+3 mg/l 6-BAP+2 mg/l of gibberellic acid (GA3). Results: At 90 days, the number of shoots and
shoots size by explants was: 25.8+09 shoots and shoots length 8.5£0.2 cm, and number of roots
3.8101, length of roots 2.1+0.4 cm. The best combination of growth regulators was 1 mg/l NAA and 3
mg/l de 6-BAP indicating that the presence of auxin and cytokinin are necessary for sprouting. The
rooting was in vitro, and at 90 days the plants had an average of 5.8+0.4 roots and root length 3.2+0.3
cm. The adventitious shoots formed directly from the explants. Rooted plants successful were transferred
to the field. Conclusions: «Platano bocadillo» can multiply massively, being the combination of growth
regulators: Naphtalene acetic acid NAA and Benzylaminopuriene 6-BAP with the best results using 1
mg/l of NAA and 3 mg/l of 6-BAP as more effective concentrations.
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Introduccion

Descripcion taxonomica. Los bananos y plata-
nos son nativos del sudeste asidtico y se derivan de
dos especies silvestres, Musa acuminata Collay M.
balbisiana Colla (Simmunds y Sherphered 1955,
Simmunds 1973). Las musiceas pertenecen a la cla-
se de las monocotiledoneas, al orden Zingiberales y
a la familia Musaceae, la cual incluye a los géneros
Musay Ensete. El género se divide en cuatro seccio-
nes: Autralimusa, Callimusa, Rhodochlamys y
Emusa. Esta udltima seccién comprende a las espe-
cies M. acuminata y M. balbisiana. El nlimero bési-
co cromosOmico para la seccion Eumusa es de n=11.
Las muséceas comestibles usualmente se dividen en
dos especies M. acuminata 'y M. balbisiana que son
diploides (Simmonds 1962).

La poliploidia y el genomio de cada cultivar estd
representado con la letra A para indicar la proceden-
cia de M. acuminata y con la letra B para M. balbi-
siana.De esta forma las letras Ay B sirven para iden-
tificacion de cultivares (Aguilar 1993).

El grupo AAA esté constituido por varios tipos
de bananos con alguna semejanza entre si (Soto
1992). La separacion de estos, requiere de la aplica-
cién de una clave de cinco puntos y quince descrip-
tores morfolégicos descrita por Simmonds (Soto
1992).

Las musaceas en todas sus variedades, constitu-
yen el cultivo base para la alimentacion calérica del
departamento del Chocd; estos cultivos, a pesar de
haberse adaptado a tierras bajas himedas, son sus-
ceptibles a enfermedades como la sigatoka negra
(Mycosphaerella fijiensis), herenque (Ralstonia
solanancearum), mal de Panama (Fusarium
oxixporum) (Aular y Casares 2011) las cuales han
puesto en riesgo el recurso genético para la alimen-
tacidn y para establecer nuevos cultivos.

El plitano bocadillo, es un diploide AA (Angarita
y Pérez 1984) resistente al gusano tornillo (Castnio-
mera humboldtise), se usa como alimento desde hace
cientos de afos; es una fuente importante de calo-
rias, de facil adquisicion por las comunidades por su
amplia distribucién en el departamento del Chocé y
su bajo costo; se cultiva de forma natural sin necesi-
dad de aplicar insumos agricolas por lo que se ha
convertido en un cultivo de pancoger. Este cultivo
ha incrementado su valor social y econémico, ha-
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ciendo necesario mejorar el rendimiento de produc-
cion y calidad del producto, mediante la introduc-
cioén de tecnologias de reproduccion eficientes que
permitan aumentar la produccion.

La mayoria de las especies comestibles del gé-
nero Musa son partenocdrpicas, no producen semi-
llas y para su propagacién se separan los hijuelos
del cormo madre, por lo tanto, la tasa de propaga-
cioén que se logra a partir de este método es muy baja
ademds el riesgo de diseminacion de plagas y enfer-
medades es mayor (Tezenas 1985, Sandoval et al.
1991).

Para mejorar la produccién de plantas se hace
uso de las caracteristicas que tienen la células vege-
tales nucleadas de estar en capacidad de desarrollar
un nuevo individuo sin que sea necesaria la fusién
previa de gametos o totipotencia celular, permitien-
do dar lugar a una respuesta morfogenética forman-
do directamente 6rganos o embriones somdticos
(organogénesis o embriogénesis directa) (Aguilar
1993, Aguilar et al. 2008).

Haciendo uso de la totipotencia celular se ha
definido una alternativa biotecnoldgica, la técnica
de cultivo in vitro de tejidos vegetales, que permite
la propagacion masiva de muchas especies vegeta-
les, entre ellas plantas musdceas libres de enferme-
dades permitiendo que se realicen selecciones
clonales de genotipos sobresalientes, sus caracteris-
ticas agrondmicas, organolépticas y de adaptacién a
ambientes especificos, resistentes a estrés bidtico y
abidtico; ademds de que puede ocurrir durante todo
el afio por ser realizado en condiciones controladas
de laboratorio (Angarita y Pérez 1984).

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales en
muséceas mediante yemas apicales de hijuelos, cons-
tituyen una de las practicas mds importantes de la
biotecnolédgica para la obtencion de grandes volu-
menes de plantas de pldtanos y bananos libre de pla-
gas y enfermedades flngicas y bacterianas (Castro
et al. 2002) asi como para la propagacién clonal de
plantas sanas, por su estabilidad genética y en la con-
servacion e intercambio de germoplasma (Vuylsteke
y De Langhe 1988, Grisales 1994, Hoyos et al. 2008,
Ramirez et al. 2008).

Esta estrategia ha sido aplicada por varios in-
vestigadores en diferentes especies con buenos re-
sultados para la propagacién masiva de musiceas,
Ortega et al. (2011) y Pérez et al. (2011) utilizando
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la técnica de inmersién temporal del cultivar de pla-
tano vianda; Sandobal (1991) la utilizé en la propa-
gacidén de platanos y bananos; Rios et al. (2013) para
platano «cambur manzano»; Uzcdtegui (2009) en
hartén doble tallo; Pérez et al. (2002) y Hoyos et al.
(2008) en dominico harton, en musa AAB cv henano;
Ortega et al. (2011) en banano Williams; sin embar-
g0, se dispone de poca informacién para la propaga-
cién in vitro del pldtano primitivo «bocadillo». Por
lo tanto, se pretendi6 desarrollar un método de micro-
propagacion in vitro que permitird la obtencién ma-
siva de clones de este género libres de patdgenos
para garantizar la permanencia del cultivo en el de-
partamento del Chocd.

El método de micropropagacién desde sus ini-
cios ha tenido multiples aplicaciones y diversas va-
riaciones debido a que no es una metodologia repro-
ducible en todas las especies vegetales, porque la
respuesta de una metodologia depende de la confi-
guracion genética de la especie; por lo tanto, al no
existir antecedentes en la propagacién del platano
bocadillo del Chocd, se evaluaron diferentes con-
centraciones de auxina ANA y citoquinina 6-BAP
en la respuesta cultural y morfogenética en cada ex-
perimento. Esta medotologia se ha aplicado al culti-
vo de meristemos de diferentes especies y es de uso
comun en el laboratorio de biotecnologia de la Uni-
versidad Tecnoldgica del Choc6, Quibdé, Colombia.

Metodologia

Material vegetal. Se utilizaron los hijos de la
planta de platano bocadillo, que se trasladaron al la-
boratorio de biotecnologia de la Universidad Tecno-
l6gica del Chocé. Inicialmente fueron reducidos de
tamafio hasta 2,5 cm de didmetro y de 4 a 5 cm de
altura, luego se lavaron con agua corriente y se des-
infectaron con una solucién de hipoclorito de sodio
al 3% durante 20 minutos. En cdmara de flujo lami-
nar se realiz6 una segunda reduccion del dpice hasta
llegar a un tamafio de 1,5 cm de didmetro de la base
y de 2 a 3 cm de altura; el proceso de reduccién de
tamafio continu6 hasta obtener el explante apropia-
do.

Fase de iniciacion, establecimiento e induccion
del crecimiento de explantes de pldtano bocadillo.
Durante esta fase se obtuvieron los brotes adecua-
dos para la multiplicacién in vitro de yemas apicales
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de pldtano bocadillo. La extraccién y siembra de los
meristemos apicales se realizé en la cimara de flujo
laminar después de haber sido desinfectados. Los
meristemos aislados se cultivaron en un medio de
cultivo semisdlido de iniciacién que contenia 4 mg:1-
1 tiamina-HCI,0,5 mg/l de ANA, 0,5 mg/lde IBA,y
0,5 mg/l de 6-BAP y pH ajustado a 5,8, 1 g/l de car-
bén activado, incubados inicialmente en la oscuri-
dad por ocho dias y luego por cuatro semanas en
condiciones de fotoperiodo con luz blanca, hasta
obtener brotes de 1 cm de longitud aproximadamen-
te. Los medios de cultivo se esterilizaron en una au-
toclave bajo condiciones estdndar de presion y tem-
peratura (1,1 kg-cm?y 121°C) durante 20 min.

Fase de multiplicacion y alargamiento de los
brotes. En esta fase se evalud el tipo y la concentra-
cion de los reguladores del crecimiento a emplear en
la multiplicacién in vitro de platano bocadillo. Para
realizar este experimento se utilizaron vitroplantas
provenientes de la etapa de iniciacion en el medio
de cultivo MS, empleado inicialmente, adiciondn-
dole cuatro combinaciones de reguladores de creci-
miento; para ello se utilizaron como variables la re-
lacién auxina ANA, citoquinina 6-BAP y AG3 (Ta-
bla 1). El pH de los medios de cultivos se ajustd a
5,7£0,1 y se esteriliz6 a 121°Cy a 1,1 kg/cm?de pre-
sién por 20 min.

Se cultivé un explante por frascos de compota
con 10 ml del medio, los cuales se dejaron en una
cdmara de crecimiento a 27+1°C a 15 horas de
fotoperiodo por 30 dias; la intensidad luminosa fue
1.500 a 2.000 luz fria/suministrada por tubos
fluorescentes de 36W, equivalente a 34-90 m E/s/
m?. Para la propagacion masiva, esta fase se repite
varias veces hasta obtener el nimero de plantas de-
seadas.

El disefio experimental empleado fue completa-
mente al azar, con 10 repeticiones por tratamiento y

Tabla 1. Concentracién de citoquinina y auxina en
medios de cultivos utilizados para la multiplicacion in vitro
de los brotes obtenidos en la fase de iniciacion.

Tratamiento Citoquinina Auxina ANA AG3
6-BAP mg/l mg/l mg/l

1 1,0 0,3 0,0

2 1,5 0,5 0,0

3 3,0 1,0 0,0

4 3,0 1,0 2,0
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un frasco como unidad experimental. Las variables
evaluadas fueron nimero y tamafio de brotes forma-
dos por explante y niimero y longitud de las raices
en los diferentes medios de cultivo.

Para evaluar los resultados obtenidos, los datos
se procesaron estadisticamente mediante un analisis
de varianza en el programa Cohort 2, versién 6,003.
Para la separacion de medias se utiliz6 la prueba de
rangos miultiples de Duncan a un nivel de significa-
cion del 1%.

Resultados y discusion

Actualmente se han desarrollado con gran éxito
diferentes técnicas y metodologias para la micro-
propagacion in vitro de muséceas, que permitan la
obtencién masiva de plantulas ttiles en el estableci-
miento de cultivos comerciales; por ejemplo Pérez
et al. (2013) reportan condiciones Optimas para la
propagacion del cultivar de pldtano vianda
«INIVITPV-2011» (AAB), aplicando el método de
inmersién temporal, usando medio liquido MS su-
plementado con 2 mg.L-1 de 6-BAP; 3,5 mg.L-1de
AlIA; Rios et al. (2013) propagaron plitano «cam-
bumber manzano» usando medio de cultivo MS, con
varias concentraciones de BA (0, 2,5 y 5 mg/I con
yemas apicales; en contraste, los datos que aqui se
presentan son los primeros generados para el culti-
var de platano bocadillo.

Iniciacion. El protocolo aplicado con el propé-
sito de establecer un procedimiento in vitro de pro-
pagacion masiva de platano bocadillo, a partir del
cultivo de meristemos apicales, arrojé que en la eta-
pa de establecimiento, después de cuatro semanas
de haber establecido el cultivo en condiciones de
oscuridad se obtuvo un alto porcentaje de explantes
viables y un bajo porcentaje de explantes contami-
nados u oxidados; hacia las cuatro semanas de culti-
vo, hubo brote de una yema apical, con una longitud
de 4 a 5 mm aproximadamente; después de cuatro
semanas adicionales en el mismo medio, hubo alar-
gamiento de las hojas y alargamiento del vastago (1
a3 cm)y el alargamiento se incrementd con el tiem-
po sin que se observara brotacion lateral (Figura 1A).

Durante esta fase, también se observé un ligero
ennegrecimiento u oxidacién en la base de los
explantes, este fendmeno se incrementd con el paso
del tiempo; sin embargo, las yemas fueron viables
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durante la fase. La oxidacién puede estar asociada
con compuestos fendlicos, responsables del ennegre-
cimiento, causado por enzimas oxidoreductasas que
se liberan durante el proceso de obtencién de los
explantes por corte del tejido (Ramirez 1998). Este
fenémeno es muy comun en el laboratorio y lo he-
mos minimizado agregando carbdn activado al me-
dio de cultivo porque estas enzimas contenidas en el
citoplasma y las vacuolas, catalizan reacciones en
presencia de luz que pueden afectar la viabilidad y
desarrollo de los explantes (Ramirez et al. 1998).La
adicién de 1 g por litro de carbdn activado e incuba-
do en la oscuridad durante dos semanas minimiza
este fendmeno en cultivos de meristemos apicales
segtin Sepulveda et al. (2008)

Multiplicacion de los brotes. A las ocho sema-
nas (Figura 1B) se observd un alto nimero de
explantes viables y explantes con yemas brotadas que
provenian de yemas apicales de vastagos cultivados
en medio con 6-BAP; en los medios de multiplica-
cién también se observo la presencia de tres brotes
de 3 mm (Figura 1C). Esta baja proliferacion es muy
comun en clones de Musa con genoma balbisiana
durante la primera fase de multiplicacién (Colmena-
res y Gomez 2003), por lo tanto, las respuesta a pro-
liferacion en medios con 6-BA esté relacionada al
cultivar y al clon (Ramirez et al. 2008). A las 12 se-
manas (Figura 1D), el incremento del nimero de bro-
tes fue notablemente importante.

En la Tabla 2 se evidencia el incremento del nu-
mero de brotes después de ocho semanas dependien-
do del medio de cultivo; los brotes se trasplantaron
cada dos semanas a un medio fresco con las mismas
condiciones. Después de 16 semanas (FiguralE), el
nimero de brotes en los medios tres y cuatro fue
aproximadamente de 60 y se formaron plantas ente-
ras. En esta fase no se observo ennegrecimiento ni
contaminacion.

Con el propo6sito de realizar comparaciones en
el crecimiento de los clisteres mencionados antes,
se separaron brotes individuales y se plantaron en
un medio fresco que solo contenia como regulador
del crecimiento AG3; la elongacién de estos brotes
fue similar, 3 a 4 cm después de ocho semanas, en
ambos medios con y sin reguladores de crecimiento
AG3; esto se pudo deber a que la concentracion uti-
lizada no fue la ideal o que predomind el efecto del
ANA y 6-BAP sobre el AG3. El niimero de brotes
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Tabla 2. Efectos de tres concentraciones de 6-BAP, ANA y AG3 en el numero de brotes, longitud del brote,
nuamero de raices en la etapa de multiplicacién después de ocho semanas de cultivo in vitro.

N° de brotes  Longitud de los N° de raices Longitud de Concentracion de reguladores
por explantes brotes cm las raices cm del crecimiento en mg/I
6-BAP ANA AG3
5,7+0,6 10,40,3 3,2+0,3 2,3+0,8 1,0 0,3 0,0
12,9+ 0,7 9,8+0,1 3,140,2 2,7+0,5 1,5 0,5 0,0
25,840,9 8,510,2 3,8+0,1 2,1+0,4 3,0 1,0 0,0
23,5+0,3 8,50,5 3,740,5 2,3+0,5 3,0 1,0 2,0

Figura 1. Proceso de propagacion in vitro del platano bocadillo Musa acuminata: Fase de iniciacion. A. Cuatro semanas,
fase de multiplicacién; B. Seis semanas. C. Ocho semanas. D. Doce semanas. E. Transferencia a invernadero.

obtenidos en la fase de multiplicacién fue mayor que
los reportados por Silva et al. (2009) quienes obtu-
vieron 0,85 brotes por explantes al utilizar 5 mg/l de
BA y 2,3 brotes por explantes con concentraciones
altas de BAP 10 mg/I en pldtano «cambur manzano»
clon (AAB) (Colmenares y Giménez 2003, Silva et
al.2010) en platano hartén y (Hoyos et al. 2008); en
hartén se observd la proliferacion de brotes relativa-
mente alta utilizando BAP.

Finalmente, Sandoval y Muller (1985) sostienen
que los cultivos se pueden mantener indefinidamen-
te transfiriéndose a un medio fresco cada 15 dias;
los brotes externos enraizados se preparan para su
aclimatacién y traspaso al campo y los internos pue-

den continuar con el proceso de proliferacion hasta
obtener nuevos brotes. Esta situacién se evidenci6
claramente en este trabajo y de un solo meristemo
viable se obtuvieron en 90 dias, mas de 150 plantulas
para ser aclimatadas y transferidas al campo. Duran-
te este proceso es necesario eliminar tejidos necro-
ticos externos, hojas y raices marchitas, porque esto
impide la proliferacién de nuevos brotes.

Conclusiones
El platano bocadillo se puede multiplicar de

manera masiva lo cual es de gran utilidad para la
erradicacion de agentes patdgenos y permite no s6lo
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el intercambio de germoplasma sano sino también la
multiplicacién comercial, siendo la combinacién de
los reguladores de crecimiento, 6-bencilamino purina
(6-BAP) y 4cido naftalenacético (ANA) la que arro-
j6 los mejores resultados con 1 mg/l de ANAy 3 mg/
1 de 6-BAP como las concentraciones mds efectivas.

Los clister de brotes formados durante el proce-
so de multiplicacién son la base para la propagacion
masiva de esta especie por esta via, porque a partir
de ellos se obtienen el nimero de plantas deseado
por multiplicaciones sucesivas de los brotes asilados.

El uso del 4cido goberélico AG3, en el medio de
cultivo como fitohormona que permite el crecimien-
to rdpido de los brotes, no presentd efecto importan-
te en el crecimiento de las plantas in vitro, porque
no hubo diferencia entre las plantas cultivadas en
ausencia de esta fitohormona. El enraizamiento ocu-
rri6 in vitro en el mismo medio de proliferacién
obteniéndose raices vigorosas que permiten su tras-
plante al suelo.

La oxidacién de los explantes y la contamina-
cion en la fase de establecimiento del cultivo son las
principales causas de pérdida de material vegetal que
se puede controlar con una buena desinfeccién y re-
duciendo la oxidacidén con carbon activado.

La multiplicacion in vitro acompafiada de una
buena seleccién en el campo del material parental,
permite disponer de plantas con excelentes condi-
ciones agrondémicas y fitosanitaria para conservar la
especie y disponer de germoplasma.
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