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RESUMEN

Desde hace tres décadas se emplean las técnicas in vitro para la propagacion clonal de
musaceas. Sin embargo, la expansion de las técnicas de micropropagacion, depende
de la adaptacién de nuevas metodologias que permitan automatizar parte de los
procesos y mejorar la calidad de las plantas. En el Instituto de Investigaciones de
Viandas Tropicales (INIVIT), se ha desarrollado una nueva metodologia para la
propagacion in vitro en Sistema de Inmersion, tipo RITA® para la multiplicaciéon del
cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV-0630’ (densidad de explantes y tiempo de cultivos)
con buenos resultados. Se utilizaron diferentes densidades de explantes por sistema,
tipo RITA® (10 (control), 20, 30 y 40 explantes) con un tiempo de cultivo cada ocho dias.
A partir de los resultados obtenidos, se pudo demostrar que el mejor resultado se
obtuvo con una densidad de 30 explantes, obteniendo un coeficiente de multiplicacion
de 1:5,81, sin diferencias significativas con el tratamiento de 40 explantes, con un
tiempo de subcultivo de ocho dias, no siendo asi, cuando se utilizaron densidades de
10 y 20 explantes por sistema, obteniendo un coeficiente de multiplicaciéon de 1:2,1.
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ABSTRACT

In vitro technigues have been used for the clonal propagation of musaceae for three
decades. However, the expansion of micropropagation techniques depends on the
adaptation of new methodologies that allow automate part of the processes and improve
the quality of the plants. A new methodology has been developed for in vitro propagation
in Immersion System, type RITA® for the multiplication of the plantain cultivar
‘INIVIT PV-0630" (density of explants and time of cultures) with good results at the
Research Institute of Tropical Roots and Tuber Crops (INIVIT). Different explant
densities were used per system, type RITA® (10 (control), 20, 30 and 40 explants) with a
culture time every eight days. From the results obtained, it was possible to show that the
best result was obtained with a density of 30 explants, obtaining a multiplication
coefficient of 1:5,81, without significant differences with the treatment of 40 explants,
with a subculture time of eight days, this is not the case when densities of 10 and 20
explants were used per system, obtaining a multiplication coefficient of 1:2,1.
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INTRODUCCION

Las técnicas comerciales de micropropagacion de platanos y bananos hacen parte de la
modernizacién 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 obtencibn 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 numero de variedades y cultivares in vitro del género Musa spp.

La aplicacion a escala comercial de estas técnicas se ha visto limitada por factores tales
como las bajas tasas de multiplicacién, calidad de los explantes y altos costos
ocasionados por el uso intensivo de mano de obra en las etapas de multiplicacion y
enraizamiento (Hahn et al., 1989).

La automatizacion de una o mas etapas en los procesos de micropropagacion es una
opciébn para la reduccibn de costos de manipulacion, reduccién del espacio e
incrementar volimenes de produccion (Georgiev et al., 2014).

Esta técnica de inmersién temporal ha sido aplicada por varios investigadores en
diferentes especies con buenos resultados para la propagacion masiva de musaceas,
Ortega et al. (2011) en el cultivar de banano ‘Williams’, Pérez et al. (2002) y Hoyos et al.
(2008) en dominico harton, musa AAB cultivar ‘Enano’ y Rios et al. (2013) para el
cultivar de platano ‘Cambur manzano’.

La utilizacién de medios de cultivo liquidos en sistemas de inmersion temporal es una
condicion para lograr desarrollar esta alternativa (Aitken-Christie et al., 1995). Teisson
et al. (1996) desarrollaron un equipo sencillo de inmersién temporal, cuyo nombre
comercial es RITA® (recipiente automatico de inmersién temporal), el cual ha sido
empleado para el cultivo de microesquejes, organogénesis y embriogénesis somatica
en varias especies de interés agricola, (Vilchez y Albano, 2014; Albany et al., 2015) con
altas tasas de multiplicacién, lo cual ha permitido disminuir los costos de producciéon y
reducir riesgos de contaminaciones (Georgiev et al., 2014).

El objetivo de la presente investigacion fue incrementar la densidad de explantes en el
sistema de inmersién temporal tipo RITA® que tributen a incrementar la produccion y
calidad de los brotes de platano vianda en el cultivar ‘INIVIT PV-0630’.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT) en el periodo de noviembre de 2018 a
febrero de 2019 con el objetivo de evaluar el efecto de la densidad de explantes en el
cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV-0630’ en sistema de inmersion temporal tipo
RITA®.

Material vegetal. Para el desarrollo de los experimentos se utilizé el cultivar de platano
vianda ‘INIVIT PV-0630’ procedente del banco de germoplasma de platanos y bananos
del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT).

Sistema de inmersion temporal. Se dispuso de un recipiente automatico de inmersion
temporal cuyo nombre comercial es RITA®,

Medio de cultivo y condiciones de incubacién. Se utilizé el medio de cultivo basal
propuesto por Murashige y Skoog (1962) MS suplementado con 2,25 mg.L! de 6-BAP;
0,18 mg.L* de AIA; 30,0 g.L ' de sacarosa; 1,0 mg.L* de acido ascoérbico en la etapa de
multiplicacion. ElI pH del medio se ajusté a 5,7 antes de esterilizarlo en autoclave a
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121 °C y 1,1 kg.cm por 15 min. Todos los frascos de cultivo fueron colocados en
camara de crecimiento a 27+2 °C con una densidad de flujo de fotones fotosintéticos
(DFFF) de 62-68 umolm-s y fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho de oscuridad.
Procedimientos generales. Se determind el ndmero de explantes iniciales
(10 (control), 20, 30 y 40 explantes) con un de tiempo de subcultivo cada ocho dias. Se
utilizé un tiempo de inmersion de cinco minutos a una frecuencia cada tres horas. Las
evaluaciones se llevaron a cabo a los ocho dias de cultivo, donde se evalué la siguiente
variable: coeficiente de multiplicacion. Se realizaron tres repeticiones por tratamiento.
El coeficiente de multiplicacion se calculé de la siguiente forma:
CM = Numero de explantes obtenidos en el frasco de cultivo a los ocho dias

Numero de explantes adicionados al frasco de cultivo a los ocho dias

Procesamiento estadistico

Se empled un disefio completamente al azar. En el procesamiento estadistico de los
datos se utilizé el software SPSS version 15.0. Se comprobé el ajuste a la distribucion
normal de los datos de cada tratamiento (Kolmogorov-Smirnov) y la homogeneidad de
las varianzas (Levene). Los datos se procesaron estadisticamente mediante un analisis
de varianza de clasificacién simple y la comparacion multiple de medias se realizé
segun Test de Tukey con un nivel de significacion de p<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al analizar la interacciébn tiempo de subcultivo y densidad de explantes, no se
obtuvieron diferencias significativas entre los tratamientos de 30 y 40 explantes por
frasco, pero si con los demas tratamientos (10 y 20 explantes). EI mayor coeficiente de
multiplicaciéon se obtuvo al emplear 30 explantes por RITA® (1: 5,8), Tabla 1; ademas se
logré6 un mayor vigor de las plantas, asi como un color verde mas intenso de las hojas,
Figura 1.

Tabla 1. Efecto de la densidad de explantes sobre las variables evaluadas en el cultivar
‘INIVIT PV-0630'.

Tratamientos Coeficiente de multiplicacion
10 explantes 2,10 b
20 explantes 2,25b
30 explantes 5,81l a
40 explantes 5,32 a
ES + 0,07 *
CV (%) 11,01

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

La explicacion a esta respuesta in vitro puede estar dada por la competencia entre los
explantes, por el espacio en el recipiente o por las condiciones de oxigenacion en estos
sistemas RITA®. Ademas, con el empleo de estos sistemas es posible aumentar el
coeficiente de multiplicacion en relacion con el medio de cultivo de multiplicacion
estatico: semisolido y liquido.
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Figura 1. Plantas producidas in vitro en sistema RITA® con'a densidad de 30
explantes y un tiempo de subcultivo cada ocho dias en el cultivar ‘INIVIT PV-0630’.

Rodriguez y Morales (2015) al estudiar el efecto de la densidad de explantes y el
volumen de medio de cultivo sobre la multiplicacion in vitro de arandano (Vaccinium
corymbosum L.) variedades Brigitta y Legacy obtuvieron que en la variedad Brigitta se
alcanza el mejor resultados con densidades entre 20 y 25 explantes por frasco en todos
los volimenes de medio de cultivo, mientras que en la variedad Legacy solo lo
consiguid con la densidad de 25 explantes por frasco con altos volimenes de medio de
cultivo.

Vilchez et al. (2011) en la multiplicacién en sistemas de inmersion temporal del Ocumo
Blanco (Xanthosoma sagittifolium (L.) Schott) demostraron que con la densidad de
nueve brotes/recipiente se obtuvo el maximo valor de brotes totales, de brotes menores
a 5 mm y brotes mayores a 5 mm obteniendo un coeficiente de multiplicacién de 1: 3,15
por lo que lograron mayor eficiencia para la multiplicacién in vitro de Ocumo en sistema
de inmersién temporal tipo RITA®,

Salazar y Hoyos (2007) sefialaron que en la multiplicacion y tuberizacion in vitro de
flame (Dioscorea alata L.) una baja densidad de explantes en el sistema de inmersién
temporal seria inadecuada porque se subutilizarian los recipientes de cultivo y se
ocasionaria pérdida de medio de cultivo.

Basail et al. (2012) al utilizar una densidad de 70 explantes del cultivar ‘FHIA-18’
(AAAB) en frascos Nalgene de 10 litros de capacidad en el sistema de inmersion
temporal obtuvieron un coeficiente de multiplicacion de 1: 14,92.

Albany (2015) al utilizar una densidad de inéculo de 10 brotes en el cultivar de sabila
(Aloe barbadensis Mill.) en cada RITA® obtuvo un incremento en el conjunto de
variables evaluadas, resaltando el nimero de brotes nuevos por ser la variable de
mayor interés para la multiplicacién in vitro obteniendo un coeficiente de multiplicacién
de 1: 8,92 en la produccién de los brotes en sistema RITA®, muy superior al obtenido
con el resto de las densidades 6, 8 y 12 brotes.

Segun Pérez (2013) en el cultivar Digitalis purpurea L. al utilizar una densidad de
12 explantes alcanz6 una mayor altura (10,93 cm) y un mayor numero de brotes por
explante (1: 5,85). De igual manera, obtuvo los mayores valores en la masa fresca y
masa seca por sistema de inmersion temporal y un menor contenido de agua en la
biomasa producida por SIT respecto al tratamiento con una densidad de indculo de
18 explantes.
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Schumann et al. (2012) describieron la influencia de diferentes factores, entre ellos la
densidad de in6culo en la produccion de biomasa en brotes de Leucojum aestivum L.
en sistemas de inmersion temporal. En su investigacion refirieron resultados muy
similares donde el incremento de biomasa varid en dependencia de la densidad de
in6culo donde obtuvieron el mayor coeficiente de multiplicacion (1: 6,09) en sistema de
inmersion temporal de 1,0 L con una densidad de 10 gMF.

Basail et al. (2015) lograron multiplicar el cultivar de platano ‘CEMSA %’ (AAB) en
Sistema de Inmersion Temporal con una densidad de 70 explantes por frasco de cultivo
obteniendo los mejores resultados en cuanto al coeficiente de multiplicacién (1: 15,99),
muy superior al obtenido con el resto de las densidades de explantes por frasco de
cultivo (30, 50 y 90 explantes).

Orellana (1998), puntualizd la necesidad de valorar experimentalmente la densidad de
explantes por frasco porque este parametro pudiera ocasionar deficiencias en el
sistema; ya que una baja densidad ocasionaria pérdidas de espacio y medio de cultivo,
y con ello la subutilizacién de los recipientes.

De Feria et al. (1998), recomendaron para recipientes de 3,8 L de capacidad una
densidad de 40 brotes de cafia de azUcar por frasco, les permiti6 obtener mayor
coeficiente de multiplicacion (1:10,92) y un peso promedio de 5,74 mg por brote.

La superioridad del nuevo método entre otros aspectos esta dada por el empleo del
medio de cultivo en estado liquido, que a diferencia del semisélido facilita el aumento de
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, sélo a
determinada frecuencia y un periodo corto de tiempo que permite la renovacion
constante de la atmosfera interna de los frascos y evita la acumulacién de gases
nocivos como el etileno, asi como facilita la regulacion de la concentracion de COzy
mejora la oxigenacion de los tejidos. 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 sistema RITA®, favorecen la fotosintesis de las
plantas (Teisson y Alvard, 1997).

CONCLUSIONES

Se logré obtener una mejor respuesta in vitro en el cultivar ‘INIVIT PV-0630’ cuando se
utilizé una densidad de 30 explantes por sistema RITA® obteniendo un coeficiente de
multiplicacion de 1: 5,81 con un tiempo de subcultivo a los ocho dias.
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