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RESUMEN

La necesidad de producir material vegetal de plantacion de alta calidad, ha requerido de la basqueda de
alternativas que garanticen el incremento de la eficiencia en los métodos de propagacion in vitro y su
automatizacion, como el uso del Sistema de Inmersién Temporal (SIT). El presente trabajo fue desarrollado
con el objetivo de multiplicar en SIT cultivar hibrido ‘FHIA-25’ (Musa spp., AAB). Se determind el efecto de
diferentes volimenes de medio de cultivo por explante y densidades de material vegetal por frasco de cultivo
a una misma frecuencia de inmersion. Se comprobd que estos dos factores tuvieron influencia sobre las
variables evaluadas. Se seleccionaron 40 ml de volumen de medio de cultivo por explante y una densidad de
80 explantes/frasco para multiplicar este cultivar en SIT. Estos resultados permitieron incrementar la produccion
de plantas in vitro de mayor calidad para la fase de enraizamiento.
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ABSTRACT

Necessity to produce high quality planting material has required searching new alternatives to increase the
efficiency of in vitro propagation methods and their automation, as in Temporary Immersion Systems (TIS).
This work was aimed to multiply the hybrid ‘FHIA-25’ (Musa spp. AAB) in TIS. The effect of different culture
medium volumes per explant and densities of planting materials per culture flask at the same immersion
frequency was determined. These two factors showed influence on the evaluated variables. Avolume of 40 ml
of culture medium per explant and densities of 80 explants per flask were selected to multiply this cultivar in
TIS. These results permitted to increase in vitro production of high-quality plants for rooting stage.
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INTRODUCCION vitro por mayor metabolismo autotréfico
durante la fase in vitro.

La necesidad de producir material vegetal de

plantacion de alta calidad, ha requerido de la
busqueda de alternativas que garanticen el
incremento de la eficiencia en los métodos de
propagacion in vitro y su automatizacién, como
el uso del Sistema de Inmersion Temporal.
Simontol y Robacker (1991) y Aitcken-Christie
et al. (1995), desarrollaron investigaciones
sobre la automatizacién 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 optimizacion biolégica por los altos
coeficientes de multiplicacion que se obtienen
y un mejor comportamiento de las plantas ex

Los Sistemas de Inmersiébn Temporal (SIT)
ademas de solucionar las dificultades de los
cultivos en medios de cultivo liquidos estéticos,
abren la posibilidad de semiautomatizar algunas
etapas del cultivo in vitro (Alvard et al., 1993),
permiten mayor facilidad de escalado y
aumentan la eficiencia biol4gica y productiva
del material vegetal propagado (Jiménez et al.,
1999; Castro, 2001). Al mismo tiempo la
morfologia y el comportamiento fisiol6gico de
los cultivos en los SIT son muy semejantes a
los que presentan las plantas en condiciones
ex vitro, lo que permite una mayor tasa de
supervivencia (Escalona et al., 1999).
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En varios cultivos se ha demostrado que la
inmersion temporal de los explantes en el medio
de cultivo estimula la multiplicacién de los brotes
(Escalona etal., 2003). Los SIT se han empleado
en la propagacion de diferentes cultivares de
Musa (Alvard et al., 1993; Daquinta et al., 2000;
Matsumoto y Brandao, 2002; Escalona et al.,
2003), sin embargo, no se encontraron
referencias de su uso para la propagacion del
cultivar hibrido de banano ‘FHIA-25’.

El cultivar ‘FHIA-25’ (Musa acuminata X
balbisiana, grupo AAB), obtenido por la
Fundacién Hondurefia de Investigaciones
Agricolas (FHIA), es un banano de coccidn,
cuya planta es de bajo porte y de crecimiento
vigoroso que produce grandes racimos de
frutas. Es altamente resistente a la enfermedad
Sigatoka hoja, que es la mas destructiva y
costosa de la mayoria de los bananos y platanos
a nivel mundial. Tiene excelentes cualidades de
coccion como fruta verde. Esta combinacién de
las caracteristicas de las plantas y de la fruta lo
convierte en un candidato para el cultivo como
un banano de coccién verde en las zonas donde
la Sigatoka negra ha reducido drasticamente el
rendimiento de variedades de platanos y bananos
gue tradicionalmente han sido cultivadas para la
produccion de fruta verde para coccién. Para su
propagacion se utilizan técnicas convencionales
de reproducciéon asexual (Rowe, 1993). El
empleo de técnicas de cultivo in vitro,
especificamente los SIT, podria contribuir a su
propagacion masiva para que los productores
dispongan de este valioso material vegetal.

Teniendo en cuenta lo anterior el presente
trabajo se realiz6 con el objetivo de multiplicar
‘FHIA-25" (Musa spp., AAB) en Sistemas de
Inmersion Temporal.

MATERIALES Y METODOS

Como material vegetal se utilizaron plantas de
banano cv. ‘FHIA-25" (Musa spp., AAB)
cultivadas in vitro, en fase de multiplicaciéon con
tres subcultivos en medio de cultivo semisolido.
Estas procedian del banco de germoplasma
de platanos y bananos del Instituto de
Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT).

Los Sistemas de Inmersién Temporal estuvieron
compuestos por dos frascos de cultivo de 10 litros
de capacidad, uno para el crecimiento de los
explantes y el otro como reservorio de medio de
cultivo (Escalona et al., 1999).
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Para multiplicar los brotes de ‘FHIA-25" se
determind el efecto del volumen de medio de
cultivo por explante y la densidad de
inoculacion en los SIT sobre el coeficiente
de multiplicacion y otras variables
morfoldgicas.

Se consideré como explante un brote individual
de aproximadamente 2 cm de altura y tres hojas
abiertas, sin decapitar. Se inocularon 60
explantes por frasco de cultivo (SIT), los cuales
fueron colocados primeramente en tubos de
ensayos de 15 milimetros de didmetro donde
se le adicioné un medio de cultivo semisélido
de crecimiento bacteriolégico donde
permanecieron por un tiempo de 72 horas para
observar la presencia de microorganismos
contaminantes.

Para determinar el efecto del volumen de
medio de cultivo por explante se utilizaron
cinco tratamientos (20, 30 (control), 40,50 y
60 ml/explante). Como medio de cultivo basal
se empled el propuesto por Murashige y
Skoog (1962) (MS) con 2.0 mg I*de 6-BAP,
0.65 mgI*de AlA, 30.0 gl-*de sacarosa, 10.0
mg I de acido ascoérbico y 1.5 mg It de
paclobutrazol (PBZ).

Ademas, se estudiaron cinco densidades de
explantes (20, 40, 60 (control), 80 y 100
explantes/frasco de cultivo), utilizando el medio
de cultivo antes mencionado con un volumen
de 40 ml/explante.

En ambos experimentos se utilizé un tiempo
de inmersion de diez minutos a una frecuencia
de tres horas. Las evaluaciones se realizaron
alos 21 dias de cultivo, donde se evaluaron las
siguientes variables: coeficiente de
multiplicacion, diametro del pseudotallo (cm),
grado de oxidacién (segun escala de Novak et
al., 1994), nimero de hojas activas y la altura
del explante (cm) que se midi6é con el auxilio
de una regla graduada desde la base del
pseudotallo hasta la insercién de la primera
hoja. Se realizaron tres repeticiones por
tratamiento.

El coeficiente de multiplicacion se calcul6 de
la siguiente forma:

CM= Numero de explantes obtenidos en el frasco
de cultivo a los 21 dias
Numero de explantes adicionados al frasco
de cultivo a los 21 dias
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Todos los tratamientos fueron colocados en
cdmara de crecimiento a 27+2°C con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos
(DFFF) de 62-68 umol.m2s!y fotoperiodo de
16 horas de luz y ocho de oscuridad.

Con los criterios de estadistica descriptiva se
realizaron las figuras y tablas que expresan los
resultados procesados La comparacion
multiple de media se realizé segun Tukey
(Lerch, 1977). Se utilizé el paquete estadistico
MSTAT-C de la Universidad de Micchigan
(Guzmén y Castafio, 2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

El volumen de medio de cultivo tuvo influencia
sobre todas las variables evaluadas con la
adicién de 60 explantes por frasco de cultivo
de 10 litros de volumen total. Los mayores valores
en cuanto alas variables evaluadas se alcanzaron
cuando se empled unarelacion de 40 ml de medio
de cultivo por explante sin diferencias
significativas con el tratamiento de 50 ml por
explantes excepto con el grado de oxidacién
donde se obtuvo el menor valor (Tabla 1).

Ziv(2005) al utilizar 1 250 ml de medio de cultivo
(62.5 ml/explante) en biorreactores de 2 500
ml| de volumen total obtuvo un elevado
coeficiente de multiplicacién (15.10) con la
adicion de 20 explantes en bananos ‘Grande
naine’ (Musa spp., AAB).

Segun Castro y Gonzéalez (2002) para lograr
un desarrollo en las técnicas de cultivo de
tejidos es necesario proveer a las plantas con
suficientes cantidades de nutrientes esenciales
(incluyendo la sacarosa y carbono como
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fuentes de energia bajo condiciones
heterotrdficas), de tal manera que los nutrientes
no sean un factor limitante para la
multiplicacion en el desarrollo de las plantas.
De acuerdo con los resultados referidos en
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden demostraron
gue con el empleo de un volumen de 500 ml de
medio de cultivo con nueve explantes se logré un
elevado coeficiente de multiplicacién de 10.5
brotesyla mejor calidad de los brotes entérminos
de una mayor produccién de masa seca.

Igualmente, Basail et al. (2003) demostraron
gue para el clon de yuca (Manihot esculenta,
Crantz) ‘CMC-40’ un volumen de medio de
cultivo de 40 ml por explante, en frascos de
Sistema de Inmersién Temporal incremento el
coeficiente de multiplicacién a 6.5 por cada
explante inoculado.

La densidad de explantes por frasco también
influy6é en las variables evaluadas (Tabla 2).
Cuando se utilizaron 80 explantes por frasco de
10 litros de capacidad, en cuanto al coeficiente
de multiplicacién y diametro del pseudotallo no
se obtuvieron diferencias significativas con 60 y
100 explantes/frasco de cultivo y si con el resto
de los demas tratamientos. En cuanto al grado
de oxidacion, numero de hojas activas y altura
del explante se obtuvieron los menores valores
con 60, 80 y 100 explantes por frasco sin
diferencias significativas entre ellos, pero si con
el resto. Teniendo en cuenta estos resultados se
selecciond la densidad de 80 explantes por frasco
de cultivo, pues hay una mayor asimilacion de
los nutrientes que componen el medio de cultivo
y por tanto un mejor aprovechamiento de los
frascos de cultivo Nalgene de 10 litros de
capacidad (Figura 1).

Tabla 1. Efecto del volumen de medio de cultivo por explante sobre la multiplicacion de brotes del cultivar
hibrido de platano ‘FHIA-25’ (Musa spp., AAB), en Sistema de Inmersién Temporal, a los 21 dias de cultivo.

Vol. de medio de Coef. Diametro del Grado NUmero de hojas Altura
cultivo/explante (ml) multip. pseudotallo (cm) oxidacion Activas (cm)
20 9.13d 0.52c 301la 212d 112 ¢c
30 10.99c 0.56 c 299 a 229c 125¢c
40 1221 a 101l a 251c 28l a 198 a
50 12.15 a 0.97 a 275b 279 a 193 a
60 11.26 b 0.82 b 298 b 258 b 1.79b
ES+ 0.25* 0.03 * 0.10* 0.13 * 0.06 *
CV (%) 12.36 16.14 13.55 15.54 12.10

Medias con letras desiguales dentro de una misma columna difieren para p<0.05 segin prueba de Tukey
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Tabla 2. Influencia de la densidad de explantes por frasco de cultivo del cultivar hibrido ‘FHIA-25’ (Musa spp.,
AAB), en Sistema de Inmersion Temporal, a los 21 dias de cultivo.

Nudmero de Coeficiente Diametro del Grado oxidacion Numero de Altura
explantes/frasco multip. pseudotallo (cm) hojas activas (cm)
de cultivo

20 1214 b 0.68 c 3.06 a 349 a 252a

40 12.27 b 0.71c 295 a 354 a 243a

60 13.60 a 0.98 a 259 b 3.05b 214b

80 1382 a 101 a 250 b 298 b 2.08b

100 13.73 a 0.96 a 253 b 299 b 2.10b

ES=* 0.24* 0.09* 0.11* 0.06* 0.12*

CV (%) 12.75 16.21 14.10 12.01 15.34

Medias con letras desiguales dentro de una misma columna difieren para p<0.05 segun prueba de Tukey

Figura 1. Brotes del cultivar hibrido ‘FHIA-25" (Musa spp., AAB) a los 21 dias de cultivo en Sistema de
Inmersién Temporal, con un volumen de medio de cultivo de 40 ml por explante y una densidad de 80

explantes por frasco de cultivo.

En el cultivar ‘Grande naine’, con el empleo de
sistemas de inmersion temporal de 1 litro de
capacidad, Albany (2001) sefialé que la variable
qgue determind un incremento en el coeficiente
de multiplicacion, masa fresca de los brotes,
masa final y masa Uutil, es la densidad de
inéculo, y alcanzaron los mejores resultados
con la adicién de 25 explantes/frasco de cultivo.

CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados en el trabajo
permitieron demostrar que es posible multiplicar
el cultivar hibrido "FHIA-25" (Musa spp., Grupo
AAB), en Sistema de Inmersion Temporal con
el empleo de un volumen de medio de cultivo

de 40 ml/explante y una densidad de 80
explantes/frasco de cultivo logrando un mayor
aprovechamiento de los medios de cultivos y
de los frascos a utilizar.
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