Multiplicacion in vitro de platano: Revision de
literatura

Joffre Andre Carrion Paredes

Escuela Agricola Panamericana, Zamorano

Honduras
Noviembre, 2020



ZAMORANO
CARRERA DE INGENIERIA AGRONOMICA

Multiplicacion in vitro de platano: Revision de
literatura

Proyecto especial de graduacion presentado como requisito parcial para optar
al titulo de Ingeniero Agrénomo en el
Grado Académico de Licenciatura

Presentado por

Joffre Andre Carrion Paredes

Zamorano, Honduras
Noviembre, 2020



Multiplicacion in vitro de platano: Revision de
literatura

Presentado por:

Joffre Andre Carrion Paredes

Aprobado:

Wz @; ’ SR
Maria Alexandra Bravo, M.Sc. Rogel Castillo, M.Sc.
Asesora Principal Director

Departamento de Ciencia y Produccion

Agropecuraria

7
/% /AN
Cinthya Martinez (Nov 12,2020 17:16 CST)

Cinthya Martinez, Mtr. Luis Fernando Osorio, Ph.D.
Asesora Vicepresidente y Decano Académico



https://na1.documents.adobe.com/verifier?tx=CBJCHBCAABAA-PcoiOKV2IAB6bxwvd9MbD2O_Wcmxd_m
https://na1.documents.adobe.com/verifier?tx=CBJCHBCAABAA-PcoiOKV2IAB6bxwvd9MbD2O_Wcmxd_m
https://na1.documents.adobe.com/verifier?tx=CBJCHBCAABAA-PcoiOKV2IAB6bxwvd9MbD2O_Wcmxd_m

Multiplicacion in vitro de platano: Revision de literatura
Joffre Andre Carrion Paredes

Resumen. La propagacion in vitro es una técnica que permite la propagacién masiva en
condiciones asepticas y controladas. Esta tecnologia nos da la ventaja de obtener plantas uniformes
y libres de patogenos. Los objetivos de esta revision fueron conocer los avances en la
micropropagacion de platano y el efecto de las citoquininas en la etapa de multiplicacion. La
revision se realiz6 entre mayo y agosto de 2020, la informacién fue obtenida de las bases de datos:
Springer Link, Scielo, Biotecnologia Vegetal, se utilizd informacion a partir de los tltimos 30 afios
enfocado en los avances de la micropropagacion del platano de articulos en espafiol y de
Latinoamérica. EI medio de cultivo méas usado para el platano es el de Murashige y Skoog. Las
citocininas tienen el efecto de multiplicacion celular en las plantas, permitiendo obtener un
promedio de cinco brotes por explante, la citocinina mas usada es la 6- Bencilaminopurina (BAP).
En el enraizamiento las auxinas mas usas son el &cido indolacético (AlA), el acido naftalenacético
(ANA), y en la etapa de aclimatacion se debe de mantener una sombra al cultivo del 75%, una
humedad relativa constante del 80-90% y temperaturas de 21 °C a 27 °C. Se concluyd que el medio
Murashige y Skoog es ideal para el platano, debido a sus resultados combinado con el BAP se
obtuvo un mayor nimero de brotes por meristema y la dosis recomendada para el uso de BAP es
de 3 a5 mg/L en la etapa de multiplicacion.

Palabras Claves: Citocininas, fitohormonas, micropropagacion, platano.

Abstract. In vitro propagation is a technique that allows mass propagation under aseptic and
controlled conditions. This technology gives the advantage of obtaining uniform plants, and free
of pathogens. The objectives of this review were to know the advances in plantain
micropropagation and the effect of cytokinins in the multiplication stage. The review was carried
out between May and August 2020, the information was obtained from the databases: Springer
Link, Scielo, Vegetal Biotechnology, information from the last 30 years was used focused on the
advances of the micropropagation of the plantain of articles in Spanish and Latin America. The
most widely used growing medium for plantain is that of Murashige and Skoog. Cytokinins have
the effect of cell multiplication in plants, allowing obtaining an average of five shoots per explant,
the most used cytokinin is 6-Benzylaminopurine (BAP). In rooting, the most used auxins are
indoleacetic acid (IAA), naphthaleneacetic acid (ANA), and in the acclimatization stage a shade of
75% must be maintained, a constant relative humidity of 80-90% and temperatures from 21 ° C to
27 ° C. It was concluded that the Murashige and Skoog medium is ideal for plantain, due to its
results combined with BAP, a greater number of shoots per meristem were obtained and the
recommended dose for the use of BAP is 3 to 5 mg/ L in the multiplication stage.

Key words: Cytokinin, micropropagation, phytohormones, plantain.
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1. INTRODUCCION

El platano pertenece a la familia de las musaceas, es una planta herbacea y es un cultivo muy
importante en tropico y en zonas célidas del mundo (Alvarez et al. 2013). Esta planta perenne se
compone de un tallo subterrdneo conocido como cormo, del cual brota un pseudotallo aéreo, el
cormo emite raices y yemas laterales de las cuales se forman hijuelos (Lardizabal 2007). Para un
desarrollo éptimo del cultivo y una adecuada produccion se requieren temperaturas entre 25 y 30
°C y una precipitacion media anual entre 1500 y 2000 mm (Ravi y Mohamed 2013). Todas las
musaceas se derivan de una especie con semillas originaria del archipiélago Malayo, Filipinas y
otras regiones de Asia suroccidental y han evolucionado a un fruto sin semillas (FHIA 1994).

El platano se encuentra entre unos de los cultivos mas importantes y demandandados del mundo,
esto es debido a que es una fuente energética, sus carbohidratos facilmente asimilables, proteinas,
grasas, y su riqueza en vitaminas y minerales (Roels et al. 2005). Alrededor del mundo se cultivaron
5.8 millones de hectéreas de platano, de las que se obtuvieron 39 millones de toneladas de fruta
cosechada, en America Latina y el Caribe se alcanzo una produccién total de 10.5 millones de
toneladas, correspondiente al 26.9% de la produccién mundial (FAOSTAT 2018).

El cultivo de platano suele propagarse de manera convencional por medio de hijos que se
desarrollan a partir de la base de la madre, los hijos tienen una fuerte conexion vascular con la
planta madre lo cual permite suplirlo con nutrientes y defensas para una rapida propagacion y
multiplicacion (Norzulaani y Boo Chin 2016). Los métodos de propagacidon de Musaceas consisten
en el uso de hijos obtenidos del campo, los hijos de espada o cormos pueden utilizarse siempre y
cuando provengan de plantaciones bien manejadas libres de plagas y enfermedades, también se
pueden utilizar plantas reproducidas en viveros y plantas producidas a partir de técnicas de cultivos
de tejido (Galan et al. 2018).

La propagacién in vitro es una técnica en la que se extrae una parte de la planta llamada explante
y se cultiva en condiciones asépticas en un medio de cultivo, el cual contiene macronutrientes,
micronutrientes, carbohidratos, vitaminas, reguladores de crecimiento y en ciertas ocasiones
amino&cidos, todo esto bajo un ambiente controlado (Sandoval et al. 1991). El potencial productivo
de yemas vegetativas de las musaceas es alto, equivale al nimero de hojas que emiten las plantas
durante su ciclo productivo (38 a 42). Sin embargo, se aprovecha un maximo de cinco a 10 yemas
por planta, representando un 25% del potencial productivo de yemas. Con el proposito de
aprovechar mas eficientemente el referido potencial, se han desarrollado diferentes metodologias
que se aplican a las muséceas para inducir la brotacion de yemas y/o acelerar su proceso de
desarrollo (FHIA 2009).

Haciendo uso de la totipotencia celular se ha desarrollado la técnica de cultivo de tejidos vegetales,
obteniendo como ventajas la propagacion masiva y uniforme de especies vegetales, la produccién
de plantas en condiciones asépticas, la propagacion clonal de plantas élites, con caracteristicas de
rendimiento de produccidn sobresalientes, y resistentes a patdgenos. Como desventaja tenemos el
alto costo de inversion para los equipos necesarios, personal altamente capacitado y el
mantenimiento del laboratorio (Angarita y Perez 1984). Al momento de realizar propagacion in



vitro aumentamos esta tasa de multiplicacion y es posible obtener hasta 1000 plantas de un
meristemo, gracias a los reguladores de crecimiento que permiten un acelerado y mejor desarrollo
de la planta, es muy importante mantener un balance hormonal para obtener resultados favorables
(Castillo 2004).

Los reguladores de crecimiento estimulan el crecimiento de la planta, las auxinas forman parte de
las hormonas vegetales al igual que las citoquininas, y regulan muchos aspectos en el desarrollo
vegetal. Entre las auxinas esta el acido indolacético (IAA) es su forma predominante, y estimula la
elongacion o alargamiento de celular como es en el tallo y también en la formacion de raices. Las
citoquininas promueven la proliferacion celular y mantienen el crecimiento en los tejidos vegetales,
favoreciendo la formacion de brotes, apertura de estomas e inhibicidon de la senescencia de las
hojas, la citoquinina mayormente usada es la 6- Bencilaminopurina (BAP) (Hoyos et al. 2008)

Los objetivos de esta revision literaria fueron:
e Conocer avances en la micropropagacion de platano.
e Conocer el efecto de las citoquininas en la etapa de multiplicacion.



2. MATERIALES Y METODOS

La revision se realizo entre el mes de mayo y septiembre de 2020, la informacidn fue obtenida de
revistas cientificas sobre la micropropagacion in vitro. Las bases de datos utilizadas para la revision
literaria fueron Springer Link, Scielo, Biotecnologia vegetal y Research Gate, CIAT y JAIR, de
igual manera paginas oficiales como es FAO y FAOSTAT.

Las bases de datos fueron seleccionadas debido a la variedad de informacién disponible,
investigaciones actualizadas y la facilidad de uso para buscar articulos cientificos. En las bases de
datos se utilizé informacion a partir de los Gltimos 30 afios, priorizando la informacion de los afios
recientes. La mayor parte de la informacién fue encontrada en articulos publicados en espafiol por
autores de Latinoamerica.

La biblioteca digital utilizada para la investigacién fue la biblioteca Wilson Popenoe perteneciente
a la Escuela Agricola Panamericana Zamorano y Google Scholar.

Las palabras clave utilizadas para la busqueda rapida fueron: [micropropagacion, platano, medios
de cultivo, fitohormonas, citocininas, ‘“micropropagation”, “platain”, “multiplication”,
“phytohormones™].



3. REVISION DE LITERATURA

Micropropagacion en Platano

Los primeros aportes e investigaciones que se realizaron sobre la multiplicacion in vitro de platanos
y bananos fueron realizados en China y Taiwan en la década de 1970, se inicié de una manera
limitada con pocos cultivares de Musa AAA, posterioremente de manera fundamental la variedad
Cavendish. En la década de 1980, varios cultivares de diferentes grupos genomicos de Musa,
lograron una amplia multiplicacion in vitro permitiendo un mejor desarrollo del cultivo en campo
y disponibilidad de fruta para el mercado. La produccion in vitro en platano conlleva un gran
nimero de ventajas dentro de la produccion de campo, y debido a esto es muy probable que el
platano esté dentro de uno de los cultivos micropropagados con mayor intensidad (Galan et al.
2018).

En Colombia cerca de cinco mil productores se han vinculado al proceso de la micropragacion en
platano, esto es debido a la reduccidn de costos unitarios de produccién y un manejo mayor
sostenible para el ambiente. Los laboratorios indican que dentro del proceso no existe
estacionalidad para el cultivo, por lo cual se produce de manera constante en el afio, las plantulas
obtenidas son de alta calidad fitosatinaria, materiales libres de enfermedades, correctamente
seleccionados y desinfectados, la estructura usada para la propagacion proviene del meristemo
(Cardona 2018).

Hace 15 afios es estimd que los laboratorios de micropropagacion proveian alrededor de 15
millones de plantulas de platano anualmente, propagadas a partir de apices. Con una densidad de
siembra promedio de 2,500 plantulas por hectarea, se estima que se establecieron unas 6,000
hectareas (Zufiga 2004). En banano se estimd en el afio 2003 el uso de 50 millones de plantulas
provenientes de meristemas cultivados in vitro (FAO 2019), lo que equivale a 20 mil hectéras
plantadas.

En Ecuador laboratorios de micropropagacion como GrupoGrandes y Orangelab, producen
musaceas, siendo GrupoGrandes los mayores productores con un promedio de 1.5 millones de
musaceas anuales y Orange Lab con un estimado de 500,000 plantulas de platano. Un laboratorio
comercial en Honduras producen anualmente 1.5 millones de plantulas de platano, de estas
300,000 plantulas son exportadas a Ecuador (Informacion proporcionada por los jefes de cada
laboratorio en conferencia telefénica). Esto indica que en Ecuador de estos tres laboratorios se
siembran un aproximado de 770 ha al afio con plantas provenientes de micropropagacion.

El cultivo in vitro de platano permite regenerar plantas sanas a partir de plantas infectadas, al poder
aplicar métodos y técnicas para sanear los explantes por lo cual es muy importante priorizar la
etapa de seleccion, desinfeccidn del material vegetativo, y la indexacién una vez establecido para
luego realizar la multiplicacion de plantas sanas (Tchatchambe et al. 2020).

Organogénesis directa a partir de meristemas

La organogénesis se caracteriza por ser un evento morfogenético, es la formacion de un primordio
unipolar a partir de una yema con el subsiguiente desarrollo de un brote vegetativo (Norzulaani y
Boo Chin 2016). La organogeénesis directa es considerada una técnica simple y muy utilizada, y se



consige estableciendo yemas, apices, meristemas y domos meristematicos. Los explantes mas
utilizados en el platano son meritemas extraidos de cormos.

La organogenesis directa es una via de regeneracion de organos, genera brotes a partir de un
explante de forma directa, es decir sin la formacion previa de callo. Es una herramienta muy
utilizada para producir masivamente plantulas libres de enfermedades, esta via de regeneracion es
aconsejeable debido a que en la micropropagacion masiva lograremos tener una mayor uniformidad
en nuestra plantacion a demas de que el tiempo de establecimiento a multiplicacion es mas corto
comparado con la organogénesis indirecta (Martin et al. 2015).

Fuente de explantes y desinfeccion superficial

En la micropropagacion se pueden utilizar diferentes tipos de explantes, un explante es un tejido
vivo separado de su 6rgano propio Y transferido a un medio artifical, para la obtencion del material
vegetativo 1o méas comdn es realizar una extraccion de meristemas a partir de cormos. Para una
correcta seleccion es muy importante tomar en cuenta las caracteristicas organolépticas de la planta,
un crecimiento vigoroso, que se encuentre sana, saludable y que la planta madre haya tenido una
buena produccién (Norzulaani y Boo Chin 2016).

El cormo es una semilla vegetativa que cumple la funcion de emitir raices y yemas vegetativas, 10s
cormos que seran extraidos deben ser desinfectados y es necesaria la reduccion de tamafio para un
correcto establecimiento en el medio de cultivo. Para la desinfeccion del material vegetal se realiza
un lavado con una solucion de agua y jabon, luego se realiza una reduccion de tamafio. Todas las
herramientas se desinfectan con soluciones de hipoclorito de sodio (NaOCI) (4.72% ingrediente
activo), antes de realizar cada reduccion. La desinfeccion se realiza sumergiendo los explantes en
NaOCL al 30% (volumen/volumen) + 2 gotas de Tween 80 por cada 100 mL de solucién durante
15 minutos, obteniendo nuestro material vegetativo listo para la reduccion de tamafio y
establecimiento del cultivo (Vintimilla Ulloa 2018; Osorio Vega 2019).

Los protocolos de desinfeccion de explantes de platano varian de un laboratorio a otro, pueden
llegar a utilizar diferentes reactivos y con diferentes frecuencias, el lavado con agua y jabon vy el
uso de agua destilada estéril y compuestos desinfectantes es indispensable. Para la desinfeccién de
explantes se reportd en los laboratorios la similitud de usar hipoclorito de sodio, siendo uno de los
compuestos mas efectivos en comparacion al cloruro de mercurio. El surfactante Tween 20 o 80
también es muy usado, este cumple la funcién de mejorar el contacto del desinfectante con el
explante, siendo de mucho uso en los protocolos de desinfeccion. También se reporta el uso de
acido citrico que evita o reduce la oxidacion provocado por los fenoles que secretan las musaceas
cuando se realizan los cortes (Fernandez y Valencia 1997; Osorio Vega 2019; Dhanalakshmi y
Stephan 2014; Borges et al. 2010).

Seleccion y preparacion del material

El inico del proceso de micropropagacion es en el campo, realizando la seleccion de la planta madre
para extraer el material vegetal, usualmente los hijuelos de la planta son recolectados y es muy
importante que cumplan las siguietes caracteristicas: vigor de crecimiento, una altura entre 0.5 y
0,7 m, correcta apariencia y caracteristica del fruto de la planta mandre (Zufiga 2004).



Una vez seleccionado el material, es tranportado al laboratorio para remover partes externas del
cormo hasta obtener aproxidamente secciones de 5 cm de largo y de diametro, para asi ser sometido
a un proceso de desinfeccion con el objetivo de eliminar patdgenos exdgenos, el protocolo puede
variar de un laboratorio a otro. Con el procedimiento de desinfeccion anteriormente mencionado,
en la camara de flujo laminar se realizard un proceso de enjuague con agua destilada estéril y una
reduccion de tamafio de explantes hasta tener el meristemo apical de tamafio entre 0.5-0.6 mm para
inciar la etapa de establecimiento (Sandoval et al. 1991).

Establecimiento

En la fase de establecimiento consta de colocar el material vegetativo en un medio de inciacion por
un periodo aproximadamente de 30 dias, esta etapa debe permanecer bajo codiciones controladas
y favorables para el cultivo, se recomiendan condiciones de 16 horas luz, 30 °C y una humedad
relativa entre el 60-70%. Es muy importante tomar en cuenta el grado de contaminacion en el
cultivo, que puede ser causa por alguna bacteria endogena, este no debe exceder del 5%. Los
explantes no deben presentar heridas al momento de manipularlos con las herramientas de
diseccion, para evitar problemas de oxidacion (Alvarez et al. 2013).

Durante esta fase los explantes se desarrollan y se torman de una coloracion verde, aumentan su
diametro en su parte basal y presentan dominancia apical, se pueden observar pequefios brotes
adventicios y esto puede ser causa de la cantidad de BAP utilizado en el medio. En Musa x
paradisiaca L. se evalud un tratamiento con un medio suplementado con 4 mg/L en la etapa de
establecimiento, se obtuvieron 2.75 brotes por explante al dias 68, cada 21 dias es necesario un
cambio o refrescamiento del medio y limpieza de cultivo eliminando los tejidos fenolizados
(Osorio Vega 2019).

Medios de cultivo in vitro para platano

En la micropropagacion comercial se han utilizado diferentes medios de cultivo, resaltando los
medios semisélidos debido a los buenos resultados son los més usados, estos medios contienen un
agente gelificante, que le permite a nuestro cultivo tener una mayor estabilidad y sostenerse en una
posicion determinada. Estos medios son colocados en frascos de vidrio de diversas formas y
tamafos que pueden ser esterilizados y sellados, lo que permite mantener asepsia y evitar la
evaporacion excesiva a del medio de cultivo, su uso es una alternativa ideal dentro de los factores
econdmicos y de produccion en la propagacion vegetal del género Musa (Kacar et al. 2010).

Independientemente del método de multiplicacion de plantas utilizado en la micropropagacion de
platano, el uso del medio de cultivo es un aspecto de vital importancia para la propagacion in vitro.
La utilizacion del medio de cultivo permite disminuir las manipulaciones a realizar, incrementar
los coeficientes de multiplicacion y reducir los costos (Dhanalakshmi y Stephan 2014).

Generalmente en el caso de la micropropagacion de musaceas, se ha utilizado el medio Murashige
y Skoog (MS), que fue desarrollado por Toshio Murashige y Folke Skoog en 1962 (Cuadro 1).
Partiendo de esta composicion basal de sales en la formulacibn MS, se han incorporado
modificaciones adicionando vitaminas, sacarosa, reguladores de crecimiento y gelificando
generalmente con agar. Los mejores resultados se han realizado gracias a este medio, debido a sus



altos niveles de nitrégeno y potasio, la omision de estos elementos causa un detrimento en el
crecimiento de explantes, hojas y formacion de brotes (Arun y Bohra 2014).

Cuadro 1. Medio de cultivo de Murashige y Skoog modificado para el establecimiento in vitro de
platano a partir de meristemas.

Componentes Formula Nombre comudn mg/L
Macroelementos NHsNO3 Nitrato de amonio 1650.000
KNOs Nitrato de potasio 1900.000
MgS0O4.7H20 Sulfato de magnesio 370.000
heptahidratado
CaCl..2H20 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH2PO4 Fosfato monobaésico de potasio 170.000
Microelementos H3BOs Acido borico 6.200
CoCl2.6H.0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS0O45H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSO44H.0 Sulfato de manganeso 22.300
tetrahidratado
Na:Mo0042H,0  Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS04.7H20 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNaEDTA Hierro Sodio 50.000
Etilendiaminotetraacético
Vitaminas Inositol 100.000
Tiamina 0.100
Piridoxina 0.500
Acido Nicotinico 0.500
Reguladores Citocinina Bencialminopurina 3.000
Auxina Acido Naftaleneacético 1.000
Carbohidratos Sacarosa 30000.000

Fuente: Hoyos et al. 2008

Para la formulacion del medio en la etapa de multiplicacion se utiliza ademas de las sales MS, myo-
inositol 100 mg/L, sacarosa 30 gr/L, , tiamina 1 mg/L, glicina 1 mg/L, L-cisteina 1 mg/L, piridoxina
0.5 mg/L, acido nicotinico 0.5 mg/l y con un pH de 5.8 (Hoyos et al. 2008). Las vitaminas son muy
importantes para el desarrollo in vitro. La tiamina generalmente se la utiliza en una mayor cantidad,
debido a su importancia en el metabolismo celular que permite darle un buen crecimiento a la
planta, y resulta adecuada para la induccion de callos (Galén et al. 2018).

La sacarosa es el aztcar que mayormente se emplea en el medio de cultivo como fuente de carbono,
siendo incorporada por lo general a una concentracién del 3% durante la fase de multiplicacion de
platano, permitiendo un mejor desarrollo en las plantas (Galan et al. 2018). Se ha logrado obtener
una mayor cantidad de vitroplantas de alto vigor en el medio de cultivo MS suplementado con



sacarosa, existen otras fuentes de carbohidratos como es glucosa, glicerol y pentosa, sin embargo
es preferible la sacarosa debido a que es un disacarido sintetizado y existen buenos productos en el
mercado. Por lo que es evidente que los medios de cultivo deben contener sacarosa para obtener
un buen desarrollo de nuevos brotes (Matinez et al. 2008).

Estudios demuestran que el uso del medio de cultivo MS incrementa la tasa de multiplicacion de
brotes en los cultivares de platano, estimulando hasta cinco brotes por meristema, comparado con
el medio de Krikorian y Cronauer (1984) (Cuadro 2), que solo logr6 obtener aproximadamente tres
brotes por meristema en la micropropagacion de banano (Ubilla Navarro 2016). Se menciona este
medio como referencia ya que muchos laboratorios usan este medio para platano sin tener los
mejores resultados. La regeneracién de plantas y enraizamiento se puede lograr en un medio que
carezca de reguladores de crecimiento. EI medio de cultivo MS proporciona una linea de base para
el trabajo futuro en micropropagacion, mejoramiento genético y conservacion del cultivo de
platano (Sipen y Davey 2012). El uso de fitohormonas es indispensable en el medio de cultivo,
solo de esta manera podemos obtener una mayor multiplicacion de brotes de una manera masiva
(Bohra et al. 2014).

Cuadro 2. Medio de Krikorian y Cronauer para la multiplicacion in vitro de banano.

Componentes  Formula Nombre Comun mg L
Macro elementos CaCl,.2H,0 Cloruro de calcio bihidratado 440.000
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 170.000
KNO; Nitrato de potasio 1,900.000
MgSO,.7H,O  Sulfato de magnesio heptahidratado 370.000
NH4NO4 Nitrato de amonio 1650.000
Micro elementos H3;BO; Acido bérico 6.200
CoCl,.6H,0 Cloruro de cobalto hexahidratado 0.025
CuS0,.5H,0 Sulfato de cobre pentahidratado 0.025
Kl Yoduro de potasio 0.830
MnSO,.4H,O  Sulfato de manganeso tetrahidratado 22.300
Na,Mo00,.2H,O Molibdato de sodio bihidratado 0.250
ZnS0,4.7H,0 Sulfato de zinc heptahidratado 8.600
FeNa EDTA Sal férrica sodica de acido 50.000
Etilendiaminotetraacético
Compuestos Tiamina- HCL 1.000
Organicos
Inositol 100.000
BAP 5.000
Sacarosa 40,000.000

Fuente: Krikorian y Cronauer (1984)



El medio de Krikorian y Cronauer (1983) es una modificacion de la formulacion MS adaptado para
la progacion de banano, modificando la composicidn organica del medio de cultivo, reemplazando
vitaminas, incluyendo la fuente de carbono, sacarosa por dextrosa, demostrando los mismos
resultados en la etapa de multiplicacién aunque no es muy recomendable debido al incremento en
los costos de produccion (Vuylsteke 1998).

Las variedades de banano Gros Michel y Williams fueron evaluadas en el medio de Krikorian y
Cronauer, utilizando como material vegetativo cormos de hijuelos, en la etapa de multiplicacion,
dentro de un periodo de 21 dias los resultados de induccion de nuevos brotes tuvo un promedio de
3.34 brotes por explante. En conclusion, se determind que el medio de cultivo con el uso de
fitohormonas es favorable para la induccién/formacién de nuevos brotes (Ubilla Navarro 2016).

De todos modos, el medio Krikorian y Cronauer (KC) obtuvo un menor promedio de brotes por
meristema en comparacion al medio MS, se puede deducir esto debido a que el medio KC omitid
compuestos organicos como es la piridoxina y el &cido nicotinico que son vitaminas consideradas
importantes para el metabolismo celular, sintesis de enzimas y estimulacion de raices.

Citocininas en la etapa de multiplicacion in vitro de platano

Las citocininas fueron descubiertas por Haberland en 1913 después que propuso que existian
hormonas que estimulaban la division celular. Sin embargo, Miller en la década de 1950 promovid
la proliferacion celular y crecimiento de tejidos vegetales en base a las citocininas, poco después
de su descrubimiento, Skoog y Miller propusieron el desarrollo de nuevos 6rganos en las plantulas
gracias al balance existente entre las auxinas y citocininas (Murray 2005). Las citocininas
promueven la division celular estimulando la progresion de un nuevo ciclo celular, causando un
efecto directo en la generacion de brotes, esta hormona se sintetiza en la raiz transportandose al
tallo debido a los haces vasculares, estimulando el desarrollo de brotes laterales y la multiplicacion
celular del meristemo apical, por lo cual se considera fundamental en la etapa de multiplicacion
(Hoyos et al. 2008).

La adicion de reguladores de crecimiento al medio de cultivo es considerada indispensable en la
micropropagacion in vitro comercial del género Musa, debido a que determinan el crecimiento y
multiplicacion celular. La citocinina mas comin que se utiliza es la 6- Bencilaminopurina (BAP),
en las etapas de establecimiento y en la de multiplicacion, con diferencias de concentracion entre
estas dos etapas para poder inducir el desarrollo y prolifereacion de brotes de manera adecuada
(Galan et al. 2018).

Las citocininas influencian la proliferacion de brotes y alargamiento de platano, que puede atribuir
factores como la produccion masiva y uniformidad en el desarrollo de la planta (Bohra et al. 2014).
El medio de cultivo MS ha demostrado una relacion muy favorable junto con los reguladores de
crecimiento, favoreciendo o induciendo una mayor enlogacion en vitroplantas y un mayor numero
de brotes por explante gracias a la correcta dosificacion de citocininas en el cultivo de platano
(Medina et al. 2015).

En la micropropagacion de diferentes variedades de platano la concentracion 6ptima de BAP puede
ser muy variada, puediendo obtener mejores resultados en cuanto a la induccion de yemas y en la
formacion de los brotes. Este efecto se debe a la variabilidad genética que existe entre una especie

9



y otra, la variabilidad genética influye en respuesta a las hormonas y a sus concentraciones en el
medio de cultivo, por lo tanto la regenacion de brotes sera variable (Matinez et al. 2008).

El medio de cultivo con suplementos hormonales como son las citocininas, induce maltiples brotes,
produciendo la formacion de aglomeraciones y capacidad del cultivo para poder dividirse a una
cantidad mayor de manera expansiva (Vuylsteke 1998). Las citocininas inducen la multiplicacién
de brotes, las dosis de 2.5 a 5 mg/L de BAP se pueden considerar Optimas para la induccién de
nuevos brotes y formacion de yemas multiples en platano (Cuadro 3). Es también importante
conocer que el ratio citocininas/auxinas pueden afectar las expresiones del crecimiento del cultivo
(Medina et al. 2015).

Cuadro 3. Efecto de la dosis de 6-Bencil Amino Purina (BAP) en el nimero de brotes en platano
(Musa x paradisiaca L.)

BAP mg/L NUmero de Periodo Referencia
brotes/meristema (dias)
5 3.34 21 (Ubilla Navarro 2016)
3 25.8 90 (Medina et al. 2015)
5 3.0-6.0 15 (Muhammad et al. 2013)
5 54 60 (Montenegro et al. 2013)
4 5.0 30 (Sipen y Davey 2012)
5 5.3 45 (Florio et al. 2010)
5 5.0-5.7 21 (Hoyos et al. 2008)
4 4.0 25 (Rodriguez et al. 2004)
4.5 3.9 21 (Talengera et al. 1994)
3-5 2.0-4.5 45 (Sandoval et al. 1991)

Enraizamiento

La etapa de enraizamiento es el proceso de induccion de formacién de raices con el objetivo de
obtener una planta completa, al obtener los brotes obtenidos de la fase de multiplicacion es muy
importante inducir el enraizamiento, para ellos se utiliza el mismo medio MS al igual que en las
etapas anteriores, exceptuando las citocininas y se agrega auxinas. Los brotes que presenten un
tamario alrededor de 1 a 1.5 cm son separados individualmente y colocados en su respectivo medio
para obtener plantas completas (Florio et al. 2010).

Las plantulas deben estar en un periodo aproximado de 30 dias para una correcta proprocién de
raiz-follaje, se indica que se puede obtener un promedio de siete de raices por brote con una
longitud de 10 cm, con abundancia de pelos abosrbentes, estas caracteristicas permitirdn mejorar
la calidad de las plantas al comenzar su proceso de adaptacion en condiciones ex vitro (Garcia et
al. 2015).

Aclimatacion
La etapa de aclimatacion es un proceso por el cual nuestra planta debe ser adaptada
fisiolégicamente a los cambios de su ambiente controlado, esta etapa es considerada una de las mas
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importantes en el proceso de micropropagacion in vitro, debido a que la planta es sometida a un
alto grado de estres debido al fuerte cambio que recibe al salir del laboratorio, es necesario que se
realicé una correcta aclimitacion porque es el proceso definitivo que hara terminar las plantas en
campo. El principal problema que sufre la planta es que en laboratorio sus condiciones le permiten
ser una planta heterétrofa, por lo que al pasar a un ambiente sin un medio nutricional, la planta
debe obtener los nutrientes de manera autétrofa, una practica que puede favorecer el desarrollo y
adaptacion de la planta es realizar una aplicacién foliar de macro y micro nutrientes a partir de los
15 dias (Zafiga 2004).

El substrato a usar para transplantar la vitroplantula debe ser preferiblemente de textura arenosa y
estar esterilizado, para un mejor desarrollo y facilidad de adaptacion de raices y para evitar
cualquier tipo de patdgeno. La etapa de adaptacion dura aproxidamante 60 dias, obteniendo una
altura promedio de 17 cm y seis hojas nuevas, sera necesario pasar a un contenedor mas amplio es
necesario desarrollar metodologias de adaptacion muy précticas con la finalidad de obtener un
porcentaje de supervivencia no menor al 95%, una vez finalizada la etapa, las plantas estas
preparadas para realizar su siembra definitiva en campo (Norzulaani y Boo Chin 2016).

El estrés es causado por la susceptibilidad de la planta misma, debido a que vienen de un medio
donde no sufren la presion de estar expuesto a patogenos y la falta de humedad, pudiendo generar
deshidratacion en la planta. Es importante mantener un ambiente con una humedad del 80-90%,
con temperatura de 21 a 27 °C, y de baja intensidad luminica durante las primeras tres semanas, se
requiere un 75% de sombra que puede ser modificado en el invernadero utilizando mallas de
sombreo lo que evitard quemaduras de follaje (Galan et al. 2018).

Uso de medio liquido en sistemas de inmersion temporal automatizados

El sistema de inmersion temporal (SIT), ofrece una alternativa viable en la multiplicacién in vitro,
los brotes son sumergidos frecuentemente en un medio liquido y luego se expone a un entorno
gaseoso, esto permite obtener una mayor multiplicacion de brotes, reducir contaminacion,
incrementar eficiencia y calidad en plantas. En los Gltimos afios el sistema de inmersion temporal
ha logrado desarrollar la posibilidad de automatizar algunas de las etapas de la micropropagacion
in vitro convencional, optimizando el proceso (Chavez et al. 2019).

El medio liquido ha sido utilizado en el sistema de inmersion temporal (SIT) por mucho tiempo,
en la Ultima década utilizando la ténica de la organogénesis se ha observado un incremento en los
rangos de multiplicacion in vitro en el platano. EI SIT nos permite combinar la capacidad de airear
el tejido vegetal y proprocionar contacto el medio liquido (Ziv 2005). Las ventajas del medio
liquido en biorreactores es que el recambio del medio se realiza con mayor facilidad, se puede
trabajar con un mayor volumen de medio y mayor numero de explantes dependiendo del frasco, se
ha demostrado un mejor desarrollo en la planta, y un incremento en nimero de brotes por explante.
La exposicion continua del material de propagacion en un estado liquido es una desventaja de esta
ténica debido a que corre riesgo de causarle a la planta problemas de asfixia o hiperhidricidad
(Berthouly y Etienne 2005).

La automatizacion de un SIT permite controlar la activacion de un temporizador programable para
determinar la frecuencia y duracion de la inmersion, sistemas para regular temperatura o0 suministro
de nutrientes al biorreactor, obteniendo una mejor crecimiento y multiplicacion del cultivo.
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También se tiene una mayor homogenidad de plantas propagadas, y es posible ajustar las
condiciones adecuadas de acuerdo a la necesidad del cultivo, y ademas la reduccion de costos en
mano de obra pero con un costo de inversion muy alto (Espinosa et al. 2017).

En el sistema de inmersion temporal se analizo el indice de multiplicacidn en platano, demostrando
una alta tasa de multiplicacion con un promedio de 8.5 brotes por explante, se demostro que junto
con la utilizacién de citocininas esta ténica de microprogaciéon brindan resultados éptimos y
permite reducir el costo por planta para la produccién (Colmenares y Gimenez 2003). Por otro lado
se encontrd de igual manera con una concentracion de 3 mg/L de BAP, un promedio de 8.45 brotes
por explante, concluyendo que en los sistemas de inmersion temporal para obtener buenos
resultados es importante tomar en cuenta el tiempo de inmersion junto con la frencuencia, la
densidad de indculo, el volumen del medio, y el periodo para lograr garantizar el mejor
comportamiento del material vegetal (Perez et al. 2013).
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4. CONCLUSIONES

La investigacion en micropropagacion en platano ha optimizado la multiplicacion y sanidad
del cultivo, permitiendo tener un mayor nimero de brotes por meristemo y por consiguiente
plantulas sanas y con caracteristicas ideales para la produccién en campo.

El uso de la citoquinina 6- Bencilaminopurina (BAP) y el medio de cultivo Musahige y

Skoog ha dado mejores resultados en multiplicacion con un promedio de cinco brotes por
meristema.
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S. RECOMENDACIONES

Usar el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) para la multiplicacion en micropropagacion
del platano debido a su correcta composicion basal de sales minerales y a sus buenos resultados
que han sido recopilados de esta revision de literatura

Para la etapa de multiplicacion, utilizar citoquininas con una dosis de concentracion entre 3 - 5
mg/L, siendo este el rango que ha demostrado una mayor estimulacion de proliferacion de
brotes, evitando deficiencias y excesos de esta hormona.

Realizar pruebas en medios liquidos estéticos y en movimiento evaluando su comportamiento
y desarrollo de la planta en la etapa de multiplicacion
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