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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto de dos citocininas Bencilaminopurina (BAP)
e Isopenteniladenina (2ip) en concentraciones de 2,5; 5,0 y 10,0 mg.L''y dos
estados fisicos del medio (liquido en agitaciéon y semiso6lido) sobre la multiplica-
cién in vitro del platano ‘Hartén Gigante’ (Musa AAB). La utilizacién de
bencilaminopurina en dosis de 5 mg.L! adicionada al medio liquido permiti6
incrementar el nimero y longitud de brotes (8,93 y 4,10 cm, respectivamente).
Los resultados obtenidos favorecen la elecciéon del medio de cultivo liquido para
un protocolo mas eficiente y rentable en la multiplicacién in vitro.
Palabras clave: multiplicacién in vitro, bencilaminopurina, isopenteniladenina,
platano ‘Harton Gigante’, Musa AAB.

Abstract

The objective was to evaluate the effect of two cytokinins
benzylaminopurine (BAP) and isopenteniadenine (2ip) in concentrations of 2.5,
5.0 and 10.0 mg L' and two physical states of the medium (liquid submerged
and semisolid) on in vitro multiplication of plantain ‘Giant Harton’ (Musa
AAB). The use of benzyladenine in doses of 5 mg ‘L' added to the liquid medium
used to increase the number and shoot length (8.93 and 4.10 cm,
respectively). The results favor the choice of liquid culture medium for a more
efficient and cost effective protocol in the in vitro multiplication.

Key words: In vitro multiplication, Benzylaminopurine, isopenteniadenine,
plantain ‘Giant Harton’, Musa AAB.
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Introduccion

En Venezuela, el platano
‘Hartén Gigante’ (Musa AAB), cons-
tituye un elemento basico en la dieta
de la poblacién y es uno de los renglo-
nes agricolas mas importantes por el
valor de la produccién, superficie sem-
brada, nimero y caracteristicas
socioecon6micas de las familias
involucradas en el cultivo y el merca-
do nacional de la fruta fresca y proce-
sada (Martinez et al., 2004). En el
Ambito nacional, ocupa el primer lu-
gar en volumen de produccién con
496.478 TM, lo cual representa un
44% de la produccién total de las fru-
tas (FAOSTAT, 2008).

Al igual que otros clones del gé-
nero Musa, el platano es triploide es-
téril partenocarpico y sélo es posible
la reproduccién y perpetuacién de la
especie a través de la propagacion
vegetativa o asexual (Khalil et al.,
2002). Las "semillas" utilizadas para
la siembra corresponden a partes
vegetativas como retofos, rizomas o
hijos con tamanos y edades variables,
lo que se traduce en marcadas dife-
rencias en la época de cosecha y ma-
duracién (Santos et al., 2005;
Boursnell, 2003). Otro aspecto de gran
importancia son las numerosas enfer-
medades en las musaceas comestibles,
las cuales ocasionan pérdidas en las
cosechas, debido a la reducciéon del
area foliar, la biomasa fresca y la ca-
lidad de los racimos (Roux et al.,
2002).

La ineficiencia de los métodos de
propagacién in vivo para suplir la de-
manda de bananos y platanos de cali-
dad, genéticamente uniformes y libres
de enfermedades, justifica el disefno

90

Introduction

In Venezuela, the ‘Hartén Gi-
gante’ (Musa AAB) plantain,
constitutes a basic element in diet of
population and it is one of more
important by production value, sowed
surface, number and socioeconomic
characteristics of families involved on
crop and national market of fresh and
processed fruit (Martinez et al., 2004).
At national market, it occupies first
place in production volume with
496.478 TM, which represent 44% of
total production of fruits (FAOSTAT,
2008).

Just like other clones of Musa
genre, plantain is parthenocarpic
sterile triploid and reproduction and
specie perpetuation are only possible
by vegetative or asexual way (Khalil
et al., 2002). "Seeds" used for sowing
correspond to vegetative parts like
sprouts, rhizomes with variable sizes
and ages, which is traduced into
marked differences in harvest time
and maturation (Santos et al., 2005;
Boursnell, 2003). Other important
aspect are the numerous diseases in
edible samples, which causes losses
in harvest because reduction of foliar
area, fresh biomass and bunches
quality (Roux et al., 2002).

The inefficiency of in vivo
propagation methods to supply
quality bananas and plantains
requirements, genetically uniform
and diseases off, justify the design of
in vitro propagation methodologies,
such as, massive propagation through
the use of cytokinins added to culture
medium (Albarrian et al., 2006).
Cytokinins during multiplication
stage promote the number of
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de metodologias de propagacién in
vitro, tales como, la propagacién ma-
siva mediante el uso de citocininas
adicionadas a los medios de cultivo
(Albarran et al., 2006). Las citocininas
durante la etapa de multiplicacion
promueven el nimero de propagulos
o plantas a obtener en Musa
(Orellana, 1994).

El objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de dos
citocininas: Bencilaminopurina (BAP)
e Isopenteniladenina (2ip) en concen-
traciones de 2,5; 5,0 y 10,0 mg.Li''y
dos estados fisicos del medio (liquido
y semisélido) sobre la multiplicacién
in vitro del platano ‘Harton Gigante’
(Musa AAB).

Materiales y métodos

La multiplicacion in vitro se rea-
liz6 en la Unidad de Biotecnologia del
Decanato de Agronomia, ntucleo
"Héctor Ochoa Zuleta", Universidad
Centroccidental "Lisandro Alvarado"
(UCLA), en Cabudare, municipio au-
ténomo Palavecino, estado Lara, Ve-
nezuela. Los explantes utilizados es-
tuvieron constituidos por brotes de 3,0
cm de longitud provenientes de
vitroplantas. Estos se cultivaron en el
medio constituido por las sales mine-
rales de Murashige y Skoog (1962),
suplementado con 30 g.L.' de sacaro-
sa, 30 mg.L''de tiamina HCI, 2 mg.L!
de glicina, 5 mg.L'de 4cido nicotinico,
1 mg.L' de piridoxina HCI, 100 mg.L!
de mio-inositol y 60 g.Ii' de cisteina
(antioxidante). En el caso del medio de
cultivo semisélido se agreg6 8 g.Li' de
agar (Bacto Agar®) y 2 g.I.* de carb6on
activado. El pH del medio se ajusté a
5,7+ 0,1 con HC1 6 NaOH 1N.
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propagules or plants to be obtained
in Musa (Orellana, 1994).

The purpose of this research was
to determine the effect of two
cytokinins: Benzylaminopurine (BAP)
and Isopenteniladenine (2ip) in
concentrations of 2.5; 5.0 and 10.0
mg.L' and two physical stages of
medium (liquid and semisolid) on in
vitro multiplication of plantain
‘Hartén Gigante’ (Musa AAB).

Materials and methods

The in vitro multiplication was
done at the Biotechnology Unit, De-
canato de Agronomia, "Héctor Ochoa
Zuleta", Universidad Centroccidental
"Lisandro Alvarado" (UCLA),
Cabudare, Palavecino municipality,
Lara state, Venezuela. Explants used
were formed by shoots of 3.0 cm length
from vitroplants. These were
cultivated on a medium formed by
mineral salts of Murashige and Skoog
(1962), supplemented with 30 g.Li!
sucrose, 30 mg.L* thiamine HCI, 2
mg.L? glycine, 5 mg.L" of nicotinic
acid, 1 mg.L* pyridoxine HCI, 100
mg.L'' myo-inositol and 60 g L
cysteine (anti oxidant). In case of semi
solid culture medium, 8 g.L! of agar
(Bacto Agar®) and 2 g.Li' of activated
carbon were added. pH of medium
was adjusted to 5.7 £ 0.1 with HCl or
NaOH 1N.

The addition of
Benzylaminopurine (BAP) e
Isopenteniladenine (2ip), 1in

concentrations of 2.5; 5.0 and 10.0
mg.L't at two physical stages of
medium (liquid and semi-solid) was
assessed. For semi-solid and liquid
medium, the explants were implanted
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Se evalué la adicion de
Bencilaminopurina (BAP) e
Isopenteniladenina (2ip), en concen-
traciones de 2,5; 5,0 y 10,0 mg.Lita
los dos estados fisicos del medio (li-
quido y semisolido). Para los medios
semisélido y liquido, los explantes se
implantaron en frascos de 180 mL de
capacidad (10 cm de longitud x 6 cm
de diametro), contentivos cada uno de
20 mL de medio de cultivo, previamen-
te esterilizados en autoclave a 121°C
de temperatura y 15 PSI de presion
durante 20 minutos y los de medio li-
quido se colocaron en un agitador
orbital (Digisystem Laboratory
Instruments Inc.) a 100 rpm. Todos
los cultivos fueron transferidos a un
cuarto de crecimiento con una inten-
sidad luminica de 67,57 mol.m?-s?,
temperatura de 25 + 2°C y un
fotoperiodo de 16 horas luz, por un
periodo de seis semanas.

El disefio estadistico empleado
fue un completamente al azar, bajo
un arreglo factorial 2 x 2 x 3 (dos es-
tados fisicos del medio, dos
citocininas y tres concentraciones de
cada una de las citocininas) con dos
testigos Unicos por citocinina, para
un total de 14 tratamientos, 10 repe-
ticiones por tratamiento y un
explante por frasco como unidad ex-
perimental. Las variables evaluadas
a los 45 dias de cultivo fueron: nu-
mero de brotes obtenidos por
explante, longitud de los mismos y
longitud méaxima de raices. Los da-
tos fueron procesados
estadisticamente mediante el progra-
ma SAS versién 8.1 para Windows,
realizando el analisis de la varianza
correspondiente al disefio empleado.
La separaciéon de medias se realiz6
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in flasks of 180 mL capacity (10 cm
length, 6 cm diameter), each of them
having 20 mL of culture medium,
previously sterilized on autoclave at
121°C temperature and 15 PSI
pressure during 20 minutes and those
of liquid medium were placed on an
orbital agitator (Digisandstem
Laboratory Instruments Inc.) at 100
rpm. All the cultures were moved to
a growth chamber with a light
intensity of 67.57 mmol.m2-s?,
temperature of 25 + 2°C and a
photoperiod of 16 hours light during
six weeks.

Statistical design used totally at
random, under factorial arrangement
2 x 2 x 3 (two physical stages of
medium, two cytokinins and three
concentrations of each of cytokinins)
with two unique controls by cytokinin,
for a total of 14 treatments, 10
replications per treatment and one
explant per flask as experimental
unit. Variables evaluated at 45 days
of cultivation were: number of shorts
obtained per explant, length and
maximum length of roots. Data were
processed statistically through SAS
program, version 8.1 for Windows,
making the analysis of variance
corresponding to the design used.
Means separation was done through
the Duncan multiple range test at a
significance level of 1 and 5%.

Results and discussion

Highly significant differences
were detected with the analysis of
variance to treatments in the three
variables evaluated (table 1). In
relation to the number of shorts per
explant, the higher values were
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mediante la prueba de rangos multi-
ples de Duncan a un nivel de
significancia del 1y 5%.

Resultados y discusion

El an4lisis de la varianza detec-
t6 diferencias altamente significativas
para tratamientos en las tres varia-
bles evaluadas (cuadro 1). Con rela-
ci6n al nimero de brotes por explante,
los mayores valores se alcanzaron en
medio liquido en presencia de BAP,
independientemente de la concentra-
cion usada. Esta misma tendencia se
observo al usar 2ip en medio liquido
donde tampoco hubo diferencias esta-
disticas entre las concentraciones usa-
das. Sin embargo, en el medio
semisolido todos los tratamientos, in-
cluyendo el testigo, se comportaron
estadisticamente iguales con rendi-
mientos inferiores al resto de los tra-
tamientos en medio liquido.

Los resultados obtenidos para
cantidad de brotes, difirieron de los
reportados por Hardy y Garcia
(1994), donde la dosis de 5 mg.Li'' de
BAP adicionado al medio MS
semisélido, fue la mejor concentra-
cién para la induccién de brotes en
banano ‘Cavendish’ (AAA). Igual-
mente, mostraron diferencias de los
obtenidos por Arinaitwe et al. (2000),
los cuales establecieron una tasa pro-
medio de 10,2 brotes por explante en
el cultivar ‘Ndiziwemiti’; 9,5 en el
cultivar ‘Kibuzi’ y 8,2 en el cultivar
‘Bwara’, con una dosis de 5 mg.L'' de
BAP en medio liquido en constante
agitacion. Se presume que la diferen-
cia en estos resultados podria atri-
buirse a las caracteristicas propias
de cada genotipo.
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reached in liquid medium in presence
of BAP, independently of
concentration used. This tendency
was observed when using 2ip in liquid
medium where statistical differences
were not observed between
concentrations used. However, in
semi-solid medium all the treatments,
including control, were statistically
behave with yields inferior to the rest
of treatments in liquid medium.

Results obtained for shorts
quantity differs from those obtained
by reported by Hardy and Garcia
(1994), where doses of 5 mg ‘L't of BAP
by adding the semi-solid MS medium,
was the best concentration for shoots
induction in banana ‘Cavendish’
(AAA). Also, they showed differences
from those obtained by Arinaitwe et
al. (2000), which established the mean
rate of 10.2 shoots per explant in cul-
tivar ‘Ndiziwemiti’; 9.5 in cultivar
‘Kibuzi’ and 8.2 in cultivar ‘Bwara’,
with a doses of 5 mg.LL* BAP in liquid
medium in constant agitation.
Difference in these results could be
attributed to the proper
characteristics of each genotype.

In relation to shoots length, the
higher values were obtained in semi-
solid medium supplemented with
BAP, independently of concentration
used. Also, when using BAP in
concentrations of 2.5 and 5.0 mg.L!
on liquid medium and 2ip (2.5; 5.0 and
10.0 mg.L'Y) on semi-solid medium,
there was not statistic differences. On
the other hand, when using BAP (10.0
mg.L") and any of 2ip concentrations
on liquid medium, values statistically
inferior to the rest of treatments were
registered (3.16 to 3.48 cm). Controls
showed the shorter shoots, which
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En cuanto a la longitud de los
brotes, los mayores valores se obtu-
vieron en el medio semisdlido suple-
mentado con BAP, independiente-
mente de la concentracion usada. Ade-
mas, se observd que al utilizar BAP
en concentraciones de 2,5y 5,0 mg.Ls
I en medio liquido y 2ip (2,5; 5,0y 10,0
mg.Li'') en el medio semisélido, no
hubo diferencias estadisticas. Por otra
parte, al usar BAP (10,0 mg.Ll'") y
cualquiera de las concentraciones de
2ip en el medio liquido, se registra-
ron valores estadisticamente inferio-
res al resto de los tratamientos (3,16
a 3,48 cm). Los testigos presentaron
los brotes mas cortos, lo que eviden-
cia la necesidad de agregar citocinina
al medio de cultivo para obtener una
adecuada longitud de brote, tal como
ha sido sefialado por Lisei et al. (2002)
y Daquinta et al. (2001).

Estos resultados destacaron el
efecto positivo de las citocininas en
promover la multiplicacién y creci-
miento en longitud de los brotes de
platano ‘Hartén Gigante’, siendo ma-
yor cuando se utiliz6 BAP en medio
semisdélido. Las respuestas fueron si-
milares con lo reportado en bananos
(AAA) y topochos (ABB), donde BAP
fue la citocinina mas efectiva en la
induccién y proliferacién de los bro-
tes (Peres de Oliveira et al., 2008;
Muhammad et al., 2006; Jambhale et
al., 2001; Arinaitwe et al., 2000).

Con respecto a la longitud méaxi-
ma de raices se observaron diferen-
cias altamente significativas. En este
experimento, s6lo se obtuvo
rizogénesis en los tratamientos en
medio semisdlido, registrandose rai-
ces que variaron entre 3,11 a 4,06 cm.
En este sentido, los resultados coinci-
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makes evident the necessity of adding
cytokinin to the culture medium to
obtain an adequate shoot length, as
reported by Lisei et al. (2002) and
Daquinta et al. (2001).

These results detached the
positive effect of cytokinins when
promoting multiplication and growth
in shorts length of plantain ‘Hartén
Gigante’, being higher when using
BAP in semi-solid. Responses were
similar with those reported in
bananas (AAA) and "Topocho" (ABB),
where BAP was the more effective
cytokinin on induction and
proliferation of shoots (Peres de
Oliveira et al., 2008; Muhammad et
al., 2006; Jambhale et al., 2001;
Arinaitwe et al., 2000).

Respect to the root maximum
length, highly significant differences
were observed. In this experiment,
rhizogenesis was only obtained in
treatments on semi-solid medium,
being roots registered varying
between 3.11 and 4.06 cm. Results
agree with those reported by Oliveira
and Silva (1997) and Dhumale et al.
(1997), where the most of Musa genre
plants showed a notable increase on
roots length only on semi-solid
cultivation mediums.

On the other hand, a tendency
to the increase on shoots number per
explant and to the decrease on
length, with the increase on BAP
concentration, which could be due to
the internodes shortening common in
high cytokinins concentrations,
according to those established by
Salisbury and Ross (1994).
Capellades et al. (1991) reported
increases on cytokinins levels could
improve the multiplication rate, but
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dieron con los reportados por Oliveira
y Silva (1997) y Dhumale et al. (1997),
donde la mayoria de las plantas del
género Musa presentaron un notable
incremento en la longitud de raices
s6lo en los medios de cultivo
semisélidos.

Por otra parte, se observé una
tendencia al incremento del niimero
de brotes por explante y a la disminu-
ci6n de la longitud de los mismos, con
el aumento en la concentraciéon de
BAP, lo cual podria deberse al acor-
tamiento de entrenudos comtn en al-
tas concentraciones de citocininas, de
acuerdo a lo establecido por Salisbury
y Ross (1994). Esto se correspondi6
con los estudios de Capellades et al.
(1991), quienes senalaron que incre-
mentos en los niveles de citocininas
podrian mejorar la tasa de multipli-
cacién, pero al mismo tiempo afectar
el tamano y calidad del brote.

Conclusiones

En la multiplicacién in vitro del
platano ‘Hartén Gigante’ (Musa
AAB), la utilizacién de la
bencilaminopurina en dosis de 5 mg Ls
tadicionada al medio de cultivo cons-
tituido por las sales minerales de
Murashige y Skoog en estado liquido,
permitié incrementar el nimero de
brotes/explante y longitud de brotes
(8,93 y 4,10 cm, respectivamente).

Los resultados obtenidos favore-
cieron la eleccién del medio de cultivo
liquido para el establecimiento de un
protocolo mas sencillo, eficiente y ren-
table en la multiplicaciéon in vitro; ya
que la exclusiéon del agar o cualquier
otro agente gelificante podria dismi-
nuir hasta un 60% los costos de pre-
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at the same time to affect size and
quality of shoot.

Conclusions

The use of benzylaminopurine in
doses of 5 mg.L''! added to the
cultivation method formed by mine-
ral salts of Murashige and Skoog in
liquid stage, permitted to increase the
number of shoots/explant and length
of shoots (8.93 and 4.10 cm,
respectively) on in vitro multiplication
of plantain ‘Hartén Gigante’ (Musa
AAB),.

Results obtained favors the
selection of liquid cultivation medium
for the establishment of a simpler,
efficient and profitable protocol on in
vitro multiplication, since exclusion of
agar or any other jellifying agent that
could diminish almost 60% the
medium preparation costs and also,
creates possibility for micro
propagation automation.

End of english version

paraciéon de medios y abre la posibili-
dad de la automatizacién de la
micropropagacion.
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