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RESUMEN

El trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) con el objetivo de incrementar el numero
de explantes en el cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’, de alta demanda por los
productores, en el Sistema de Inmersion Temporal (SIT). Se estudiaron diferentes
tiempos de inmersion (5, 10 y 15 minutos) y frecuencias de inmersion (3, 6 y 8 horas) en
frascos plasticos de cuatro litros de volumen total. Se evalud el coeficiente de
multiplicacion (u), didmetro del pseudotallo (cm), grado de oxidacion (u) y altura del
explante (cm). A partir de los resultados obtenidos se logré6 aumentar el coeficiente de
multiplicacion de 1:4,82 a 1:8,75 en el Sistema de Inmersién Temporal con un tiempo de
inmersion de 10 minutos y una frecuencia cada 3 horas, es decir, 8 inmersiones al dia y
un tiempo de cultivo de 18 dias permitiendo alcanzar la mayor productividad del material
en fase de multiplicacion sin sintomas de hiperhidricidad.

Palabras clave: coeficiente de multiplicacion, explantes, micropropagacion, sistema de
inmersion temporal

DETERMINATION OF THE TIME AND FREQUENCY OF IMMERSION IN
THE DONKEY PLANTAIN CULTIVAR 'INIVIT PB-2012' IN A
TEMPORARY IMMERSION SYSTEM

ABSTRACT

The work was developed in the Plant Biotechnology Laboratory of the Tropical Viand
Research Institute (INIVIT) with the objective of increasing the number of explants in the
donkey plantain cultivar 'INIVIT PB-2012', in high demand by producers, in the Temporary
Immersion System (SIT). Different immersion times (5, 10 and 15 minutes) and immersion
frequencies (3, 6 and 8 hours) were studied in plastic bottles with a total volume of four
liters. The multiplication coefficient (u), diameter of the pseudostem (cm), degree of oxidation
(u) and height of the explant (cm) were evaluated. From the results obtained, it was
possible to increase the multiplication coefficient from 1: 4.82 to 1: 8.75 in the Temporary
Immersion System with an immersion time of 10 minutes and a frequency every 3 hours,
that is, 8 immersions per day and a cultivation time of 18 days allowing the greatest
productivity of the material in the multiplication phase to be achieved without symptoms
of hyperhydricity.
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INTRODUCCION

Los platanos y bananos (Musa spp.) son una fuente importante de alimentos para gran
parte de la poblacibn mundial, localizada principalmente en paises tropicales. La
produccion anual de platanos de 124,56 MMt, (FAO, 2022).

Las técnicas comerciales de micropropagacion de platanos y bananos hacen parte de la
modernizacion de la agricultura en muchos paises y han contribuido a mejorar las
condiciones sanitarias de las plantaciones e incrementar su productividad. Los primeros
trabajos sobre la obtencion de plantas de platano mediante las técnicas de organogénesis
se informaron en 1972 (Ma y Shii, 1972); a partir de estos se han cultivado gran nimero
de variedades y cultivares in vitro del género Musa spp.

Dentro de las técnicas de cultivo de tejidos, la micropropagacion es una alternativa
desarrollada para la produccion a gran escala de plantas, que ha sido utilizada con éxito
desde los afios 60 del siglo pasado. La principal ventaja de esta técnica estriba en la
multiplicacion rapida del material clonal libre de enfermedades, fisiolégicamente uniforme
y con un desarrollo normal. Estas caracteristicas han servido para introducir rapidamente
en el mercado nuevas variedades de plantas obtenidas mediante la seleccién, mutacion,
programas de mejora y manipulacion genética (Cafial, 1999). En general la
micropropagacion de plantas presenta algunas desventajas como son: bajos coeficientes
de multiplicacion, alto costo por mano de obra y la escasa posibilidad de automatizacién
que brinda el proceso (Kitto, 1997).

En los ultimos tiempos se han desarrollado investigaciones sobre la automatizacion en la
propagacion de plantas, que incluyen el disefio de nuevos sistemas para la
micropropagacion, ya que reducen el costo por explantes, permiten una mayor
optimizacién biolégica por los altos coeficientes de multiplicacion que se obtienen y un
mejor comportamiento de las vitroplantas ex vitro por mayor metabolismo autotréfico
durante la fase in vitro (Georgiev et al., 2014).

Los Sistemas de Inmersién Temporal (SIT) son una de las herramientas mas avanzadas
para la micropropagacion comercial. Se basan en el principio operativo de simplemente
sumergir las células, tejidos u 6rganos en medios liquidos durante periodos de tiempo
(Biochemie, 2018; Wuet et al., 2018; Georgiev et al., 2014); ademas promueve procesos
fisiologicos como la fotosintesis, la respiracion, el desarrollo de la clorofila y el
funcionamiento estomatico, lo que favorece el desarrollo durante el proceso de
aclimatacion (Aragon et al., 2014).

Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo se realizO con el objetivo de
incrementar el nUmero de explantes del cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’ de alta
demanda por los productores en el Sistema de Inmersion Temporal.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT).

Procedimientos generales

Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C de temperatura y
1,2 Kg.cm de presion, el tiempo de esterilizacion varié en dependencia del volumen de
medio de cultivo a esterilizar, segun informacion técnica de SIGMA (1991). El
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instrumental utilizado mas placas de Petri (80x15 mm) para el manejo de los explantes
fue esterilizado en estufa a 180°C durante 2 horas.

El pH de los medios de cultivo fue ajustado antes de la esterilizacion con NaOH 1,0 N 6
HCL 1,0 N. El manejo de los explantes se realiz6 en condiciones de esterilidad en una
camara de flujo laminar horizontal.

Medios de cultivo

Para la preparacion de los medios de cultivo se emplearon las sales propuestas por
Murashige y Skoog (1962) MS. La composicion especifica de los diferentes medios de
cultivo se define en cada acapite segun el tema objeto de estudio.

Para la etapa de multiplicacion de los explantes se utiliz6 como agente gelificante el agar-
agar a razon de 6,0 g.L. En los frascos de cultivo de cuatro litros de volumen total se
dosifico un volumen de 2000 ml de medio de cultivo por Sistema de Inmersién temporal.
Condiciones de cultivo in vitro

Luz artificial: se utiliz6 un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho de oscuridad, y una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) de 62-68 umol m?2 s, temperatura
27+2°C.

Componentes del sistema de inmersion temporal

Se emplearon baterias de frascos de cultivo formados por dos frascos de cuatro litros de
volumen total, uno para el crecimiento de los explantes y el otro como reservorio de medio
de cultivo. Estos frascos fueron conectados entre si por una manguera de silicona de 6
mm de diametro mediante conectores que atraviesan la tapa. En la parte interna de la
misma se colocdé una manguera menos flexible, la cual desciende hasta el fondo en
ambos recipientes. El medio de cultivo circulé de un frasco a otro en dependencia de la
apertura o cierre de las electrovalvulas, las cuales estaban conectadas a un temporizador
programable para la determinacion de la frecuencia y la duracion de la inmersion. A la
entrada de los frascos se colocaron filtros hidrofébicos (0,22 um, Midisart 2000, Sartorius
AG) para garantizar la esterilidad y la presion de aire, esta fue regulada por un
mandmetro. Ademas, posee un compresor de aire con encendido automatico que
garantizé la disponibilidad del mismo (Escalona, 1999).

Material vegetal

Se utilizé el cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’. A partir de plantas en floracion,
previamente seleccionadas con buen estado fitosanitario y nutricional, se seleccionaron
los hijos de tipo “espada” con una altura entre 25 y 30 cm, los cuales fueron llevados a
condiciones semicontroladas (Fase 0 de la micropropagacién) en una casa de cultivo
cubierta por una malla plastica de color verde (zaran), que logra una reduccién de la
intensidad luminosa del 70%. El riego se realizé por microaspersion mediante el sistema
microjet con una frecuencia de seis riegos al dia y una duracion de dos minutos cada
uno, lo cual garantizd una humedad relativa del 85-90%. Transcurridos 45 dias se
eliminaron las partes mas externas del cormo y las vainas foliares, hasta obtener
secciones de aproximadamente 10 cm de largo y cinco centimetros de diametro, que
encierran el apice vegetativo.

Determinacion del tiempo de inmersion en el Sistema de Inmersion Temporal.

Se utilizaron dos frascos plasticos de cuatro litros de volumen total. Se empleé el medio
de multiplicacién formado por las sales y vitaminas MS suplementado con 2,25 mg.L* de
6-BAP; 0,18 mg.L! de AIA; 30,0 g.L* de sacarosa; 10,0 mg.L? de acido ascérbico, segin
Lépez et al. (2009).
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Se definieron tres tratamientos.
[.  Tiempo de inmersion por 5 minutos(control)
[I.  Tiempo de inmersién por 10 minutos
lll.  Tiempo de inmersién por 15 minutos
La frecuencia de inmersion fue de 3 inmersiones por dia.
Efecto de la frecuencia de inmersion
Se utilizaron las mismas condiciones experimentales del experimento anterior, asi como
el medio de cultivo. Se empled la mejor variante del experimento tiempo de inmersion y
se vario la frecuencia de inmersion. Los tratamientos utilizados fueron:
I.  Frecuencia de inmersion cada 3 horas
Il.  Frecuencia de inmersion cada 6 horas
lll.  Frecuencia de inmersidn cada 8 horas (control)
Para la realizacion del subcultivo de los explantes primeramente se desinfectd la
superficie del frasco que contenia el material con alcohol al 70% en la cadmara de flujo
laminar. Se abrid el frasco y se comenzo a extraer por partes el material que contenia el
mismo, se fueron colocando en placas de Petri (80x15 mm) y posteriormente se
subcultivaron por grupos y se colocaron 10 explantes en tarrinas de 500 ml de volumen
total.
Las evaluaciones se realizaron a los 18 dias de cultivo y se emplearon 50 explantes por
frasco de cultivo y tres repeticiones por tratamiento donde se evalué:
» Coeficiente de multiplicacion (unidades). Se determiné por el nUmero de brotes finales
con respecto al nimero de brotes iniciales.
» Altura de los brotes de yemas axilares (cm). Se midié desde la base del pseudotallo
hasta la insercion de la primera hoja.
» Grado de oxidacidn segun escala de Novak et al. (1994)
Grado 0: no hubo oxidacién, coloracién del explante de blanco - amarillo crema.
Grado 1: Incipiente coloracion carmelita sin llegar a la necrosis del tejido.
Grado 2: 25% de tejido necrotico en la base del explante.
Grado 3: 50% de tejido necrotico en la base del explante.
Grado 4: 75% de tejido necrético en la base del explante con penetracion.
Grado 5: 100% de tejido necrético en la base del explante con penetracién y se
necesitan cortes profundos para lograr que la asimilacion de nutrientes sea efectiva.
» Diametro del pseudotallo de los brotes de yemas axilares (cm). Se midi6 el didametro
de la base del pseudotallo.
Procesamiento estadistico
Con los criterios de estadistica descriptiva se realizaron las tablas que expresan los
resultados procesados con estadistica inferencial paramétrica (analisis de varianza de
clasificacion simple). La comparacion multiple de medias se realiz6 segun Tukey cuando
se encontré6 homogeneidad de varianza, (Lerch, 1977). Se utilizo el paquete estadistico
MSTAT-C de la Universidad de Micchigan (Bricker, 1993, citado por Guzman y Castario,
2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tiempo de inmersion

El tiempo de inmersion en el Sistema de Inmersion Temporal influyé de forma
significativa. Con un tiempo de inmersién de 10 minutos y una inmersion cada 8 horas
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(tres inmersiones por dia) se alcanzaron los mejores resultados para las variables
evaluadas, con diferencias significativas respecto al resto de los tratamientos (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto del tiempo de inmersion en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’ en
Sistema de Inmersion Temporal.

Diametro del

Tratamientos Coef.|C|'ente_ FIe pseudotallo Gr_ado 'c!e Altura (cm)
Multiplicacion oxidacion
(cm)

5 minutos 4,82 c 0,32c¢c 3,25¢c 1,28 ¢c
10 minutos 6,77 a 0,61 a 2,98 a 2,85a
15 minutos 546 Db 0,47 b 2,17 b 1,99b
EE + 0,26* 0,11* 0,15* 0,09 *
CV (%) 9,98 11,26 12,89 11,65

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segun prueba de Tukey.

En el cultivo de la Vainilla (Vanilla planifolia (A.), Villega y Palma (2022) lograron
incrementar el coeficiente de multiplicacién de 20,0 a 36,0 al utilizar un tiempo de
inmersion de 15 minutos con una frecuencia cada 6 horas y 40 ml de medio de cultivo
por explante con el empleo de Biorreactores de Inmersiéon Temporal.

Pérez et al. (2020) en el cultivar de Morus alba (L.) variedad criolla, al utilizar un tiempo
de inmersion de 3 minutos con una frecuencia cada 8 horas logré aumentar el nimero de
brotes de 1,9 (método convencional) a 4,67 (Sistema de Inmersion Temporal) con
diferencias significativas con el resto de los demas tratamientos.

Ramirez-Mosqueda et al. (2016) utilizaron “cluster” en el cultivar de Vainilla (Vanilla
planifolia (A.) provenientes de yemas axilares al igual que Spinoso (2017) donde iniciaron
la micropropagacién en Sistemas de Inmersion Temporal por medio de segmentos
nodales y como resultados obtuvieron que el tiempo de inmersién utilizado en estos
sistemas varia de manera importante segun la especie y del tipo de SIT que se selecciona
para la micropropagacién de plantas.

Rosales et al. (2018) durante la propagacion in vitro de la Estevia (Stevia rebaudiana
(B.) obtuvieron coeficientes de multiplicacion de 13,50 al utilizar una frecuencia de
inmersion cada 12 horas (2 inmersiones al dia) y 3 minutos de inmersion).

Efecto de la frecuencia de inmersion

Cuando se utilizé la frecuencia de inmersion cada 3 horas, con un tiempo de 10 minutos
se obtuvieron los mejores resultados para las variables evaluadas, con diferencias
significativas respecto al resto de los tratamientos sin la presencia de brotes
hiperhidratados, ni multiyemas (Tabla 2).

Estos resultados coinciden con los obtenidos por (Ahmadianet al., 2017) y (Uma et al.,
2021) donde las frecuencias cortas aumentan el coeficiente de multiplicacion.

Rico et al. (2022) utilizaron diferentes Sistemas de Inmersion Temporal en el cultivar de
Cannabis sativa (L.) y como resultado obtuvieron coeficientes de multiplicacién de 8 por
cada explante adicionado al sistema RITA®y en el Plantform de 24,0; muy superior al
sistema anterior con un tiempo de inmersion de 1 minuto con una frecuencia cada 8 horas
(3 inmersiones por dia).
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Tabla 2. Efecto de la frecuencia de inmersién en los brotes axilares en el cultivar de
platano ‘INIVIT PB-2012’ en Sistema de Inmersion Temporal.

) Coeficiente de Diametro del Grado de
Tratamientos T pseudotallo R Altura (cm)

Multiplicacion (cm) oxidacioén

3 horas 8,75 a 0,67 a 2,25b 3,75a

6 horas 526¢c 0,28 c 3,98 a 3,29b

8 horas 421b 0,45Db 3,56 a 2,99 c

EE + 0,32* 0,12 * 0,14 * 0,10 *

CV (%) 9,38 14,26 11,25 12,56

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segun prueba de Tukey.

Contreras et al. (2022) en Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT) lograron
incrementar el coeficiente de multiplicacion en brotes de alcaparro (Capparis spinosa (L.)
de 38,5 por el método de propagacion convencional, semisélido a 89,0 con el empleo del
SIT con un tiempo de inmersion de 2 minutos y una frecuencia cada 6 horas.

Martinez et al. (2019) al utilizar una frecuencia de inmersion temporal cada 12 horas y 50
ml por explante en el cultivar del Anturium (Anthurium andreanum (L.) lograron obtener
un coeficiente de multiplicacién de 33,12 explantes en Biorreactores.

Villegas y Palma (2019) en el cultivo del jengibre (Zingiber officinale (R.) al utilizar un
tiempo de inmersion de cinco minutos, una frecuencia de inmersion cada seis horas y un
volumen de medio de cultivo de 40 ml por explante en el Sistema de Inmersion Temporal
obtuvieron un coeficiente de multiplicacién de 4,4 lo que superé la respuesta obtenida de
brotes de jengibre cultivados en medio de cultivo semisoélido (2,9).

Doina et al. (2019) en el cultivo del arandano (Vaccinium corymbosum (L.) con un tiempo
de inmersién de un minuto y una frecuencia cada una hora y aireacion una vez por hora
con una duracion de 4 minutos cada una, obtuvieron una tasa de proliferacién mas alta
(6,20) en el biorreactor que contenia 500 ml de medio de cultivo, mientras que los brotes
mas largos (4,19) se registraron en el biorreactor con 400 ml del medio de cultivo.
Alamilla et al. (2019) obtuvieron coeficiente de multiplicacion de 26,4 por explantes al
utilizar el Sistema de Inmersién Temporal tipo RITA® durante la propagacion in vitro del
Anturium (Anthurium andreanum (L.) con un volumen de medio de cultivo de 20 ml por
explante.

Minchala et al. (2021) durante la propagacion in vitro de la palma (Carludovica palmata
(R.) con un tiempo de inmersion de cinco minutos, una frecuencia cada seis horas 'y 100
ml por explante de medio de cultivo lograron obtener coeficientes de multiplicacion de
10,60; pero cuando utilizaron volumenes de medio de cultivo de 200 ml por explante
obtuvieron 11,32 brotes por cada explante adicionado al Sistema de Inmersion Temporal.
Segun Bello et al. (2019) en el cultivo del banano (Grand Naine) alcanzaron un coeficiente
de multiplicacion a 7,3; incluso superior a los resultados informados por Roels et al. (2006)
y Wilken et al. (2014) quienes trabajaron con los sistemas SETIS™ en el cultivar de
platano CEMSA % (AAB) y el cultivar de banano Grand Naine.

Mendoza et al. (2022) en el cultivo del maguey tepeztate (Agave marmorata (R.)
utilizando un nuevo Sistema de Inmersién Temporal (Green Tray®) lograron incrementar
el coeficiente de multiplicacion de 2,33 por el método de propagacion convencional,
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semisolido a 5,69 con estos Biorreactores al utilizar un tiempo de inmersion de un minuto
con una frecuencia de inmersion cada seis horas.

Mancilla et al. (2021) al utilizar Biorreactores SETIS™ en la propagacion in vitro de
malanga Colocasia esculenta (L.) lograron incrementar el coeficiente de multiplicacion de
20 brotes por el método de propagacion convencional a 36 con el empleo de estos nuevos
sistemas.

Regueira et al. (2018) obtuvieron altos coeficientes de multiplicacion sumergiendo los
brotes de mimbrera blanca (Salix viminalis (P.) durante un tiempo de inmersién de un
minuto con una frecuencia de inmersion de 3 o 6 veces al dia, con aireacion adicional de
un minuto por hora en los biorreactores Plantform™.

Los experimentos desarrollados permitieron incrementar el coeficiente de multiplicacion
en el cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’ en Sistema de Inmersion Temporal de
1: 4,82 a 1: 8,75 obteniendo plantas con caracteristicas muy superiores a las obtenidas
en medios de cultivo en estado semisdlido (Figura 1).

Figura 1. Plantas in vitro del cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’ multiplicadas en el
Sistema de Inmersion Temporal.

La superioridad del nuevo método entre otros aspectos esta dada por el empleo del medio
de cultivo en estado liquido, que, a diferencia del medio de cultivo en estado semisdlido,
facilita la asimilacion de los nutrientes por los explantes. Ademas, en estos sistemas los
explantes no estan constantemente en contacto con el medio de cultivo, sino, solo a
determinada frecuencia y un periodo corto de tiempo que permite la renovacién constante
de la atmosfera interna de los frascos y evita la acumulacion de gases nocivos como el
etileno, asi como, facilita la regulacibn de la concentracion de CO:2 y mejora la
oxigenacion de los tejidos. Castro et al. (2001) demostraron que los explantes retienen
una pelicula del medio de cultivo que evita la desecacién e incrementa la disponibilidad
y asimilacion de los nutrientes, lo cual se traduce en un crecimiento mas vigoroso y mejor
desarrollo. Ademas, estos aspectos positivos del SIT, favorecen un incremento en la
fotosintesis de las plantas.
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CONCLUSIONES

1. Se logré la multiplicacion del cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’ en el Sistema
de Inmersion Temporal con un tiempo de inmersion de 10 minutos; ademas se
disminuyd la frecuencia de inmersién de los explantes de ocho horas a tres horas (ocho
inmersiones por dia), permitiendo de esta forma incrementar el coeficiente de
multiplicacion de 1:4,82 a 1: 8,87.
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