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RESUMEN

La micropropagacion tradicional favorece la obtencion de plantas sanas y productivas gracias
a la herencia de caracteristicas genéticamente similares a una planta madre, sin embargo, la
técnica integra una serie de limitaciones con el uso de medios gelificados. La necesidad de
optimizar los procesos de multiplicacion y reducir la manipulacion de tejidos por estrés
ambiental y enfermedades puede solucionarse utilizando sistemas de inmersién temporal. El
estudio se realizo en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Nacional Agraria
(UNA), km 12.5 carretera panamericana norte Managua, Nicaragua. Se evalud el efecto del 6-
BAP y del AIA en platano cv. Enano Musa spp. en la fase de multiplicacion en Biorreactores
de Movimiento Ondulatorio Temporal (BIMOT), ademaés se estudiaron los efectos de tres tipos
de tejidos y de las densidades de tejidos de 50, 60 70 y 80 por BIMOT en el nimero de brotes.
Se estudid la respuesta de produccion de raices en las plantas formadas por el efecto de tres
variantes de AIA: 0.00, 0.50 y 1.00 mg L%, En la fase de aclimatacion se probo el efecto del
bioestimulante Protifert LMW en tres variantes: 0.00, 0.25 y 0.50 ml LY. En las etapas de
multiplicacién, enraizamiento y aclimatacion se realizaron analisis de varianza y para definir el
comportamiento de las medias se realizé la prueba de rangos multiples de medias de Duncan a
= 0.05. En la fase de multiplicacion la combinacion de 2.25 de mg L™ de BAP con 0.65 mg L
de AIA y con solo 2.50 mg L de BAP resultaron significativamente superiores las variables
evaluadas. La siembra del brote principal con uno o dos brotes axilares presentaron similar
respuesta estadistica en las variables evaluadas. Las densidades de tejidos de 60, 70 y 80 brotes
favorecieron el incremento del niimero de brotes axilares. Con la adicion de 1.00 mg L™ de AIA
se obtuvo la mejor respuesta en nimero de raices. En la fase de aclimatacion las categorias de
plantas pequefias, medianas y grandes con dosis de 0.50 ml L del bioestimulante Protifert
LMW presentaron mejor comportamiento estadistico en las variables longitud del pseudotallo,
namero de hojas y numero de raices, mientras que la supervivencia fue del 100 % en los tres
tratamientos por cada tamarfio de planta.

Palabras claves: Brotes axilares, cv. Enano, Micropropagacion, BIMOT, Protifert LMW



ABSTRACT

Traditional micropropagation favors obtaining healthy and productive plants thanks to the
inheritance of genetically similar characteristics to a mother plant, however, the technique
integrates a series of limitations with the use of gelled media. The need to optimize the
multiplication processes and reduce the handling of tissues due to environmental stress and
diseases can be solved using temporary immersion systems. The study was carried out in the
tissue culture laboratory of the National Agrarian University (UNA), km 12.5 north Pan-
American highway, Managua, Nicaragua. The effect of 6-BAP and AIA plantain cv. Enano
(Musa spp.) in the multiplication phase in Temporary Wave Motion Bioreactors (BIMOT), in
addition, the effects of three types of tissues and the tissue densities of 50, 60, 70 and 80 by
BIMOT on the number of shoots. The root production response in plants formed by adding IAA
doses of 0.00, 0.50 and 1.00 mg L was studied. In the acclimatization phase, the effect of the
biostimulant Protifert LMW applied in doses of 0.00, 0.25 and 0.50 ml L was tested. In the
multiplication, rooting and acclimatization phases, analysis of variance was performed and to
define the behavior of the means, Duncan's multiple range test of means o = 0.05 was
performed. In the multiplication phase, the combination of 2.25 mg L™ of BAP with 0.65 mg
Lt of AIA and with only 2.50 mg L™ of BAP were significantly superior to the evaluated
variables. Planting the main shoot with one or two axillary shoots presented a similar statistical
response in the evaluated variables. The tissue densities of 60, 70 and 80 shoots favored the
increase in the number of axillary shoots. With the addition of 1.00 mg L of IAA, the best
response in number of roots was obtained. In the acclimatization phase, the categories of small,
medium and large plants with doses of 0.50 ml L™ of the biostimulant Protifert LMW presented
better statistical behavior in the variables pseudostem length, number of leaves and number of
roots, while survival was 100 % in the three treatments for each plant size.

Keywords: Axillary shoots, cv. Enano, Micropropagation, BIMOT, Protifert LMW



I. INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, 2006)
afirma que el cultivo de platano y banano ocupan el cuarto lugar de importancia en la tierra, por
ser el sustento econémico y alimenticio de millones de personas en més de 120 paises,
esencialmente de América Latina y el Caribe, en donde la produccién se encuentra a cargo de

pequefios y medianos productores con manejo mayormente de tipo tradicional

El platano es una fruta tropical originada en el sudoeste asiatico, perteneciente a la familia de
las muséceas, es un hibrido triploide de Musa acuminata Colla (genoma A) y Musa balbisiana
Colla (genoma B), el platano se cultivaba en el sur de la India, de alli se distribuyd a Malasia,
Madagascar, Japon y Samoa; finalmente llego al Caribe y Latinoameérica, poco después del
descubrimiento del continente (FAO, 2000).

En Nicaragua, el platano es uno de los complementos basicos de la dieta familiar, su cultivo y
produccidn son actividades generadoras de empleos e ingresos. En el 2022 la produccion fue de
1,032 millones de dedos, aportando a la economia nicaragiiense 18.2 millones de dolares que
representa un crecimiento del 21.8 % respecto al afio anterior (Ministerio Agropecuario [MAG],
2023).

Los procesos biotecnoldgicos como las técnicas de cultivo in vitro permiten trasladar al campo
plantas libres de contaminacion por plagas o enfermedades, producto de la propagacién de
yemas jovenes y sanas que se cultivan en condiciones Optimas para su crecimiento, estos
procedimientos garantizan la proteccion del tejido vegetal ante ataques agresivos por
microorganismos como hongos, bacterias y virus (Instituto Interamericano de Cooperacion para
la Agricultura [1ICA], 2016).

Uno de los conceptos mas extendidos en el cultivo in vitro es la propagacion clonal o
micropropagacion, consiste en multiplicar un fragmento de tejido vegetal procedente de una
planta madre, a este tipo de tejido se le denomina explante. Con esta técnica se obtienen plantas
analogas también llamadas clones y poseen caracteristicas genéticamente iguales conferidas por

el tejido principal. (Quintanilla, 2015)



Hewstone y Reyes (1999) consideran que existe una variacion de técnicas para desarrollar
plantas in vitro, cada una de ellas es seleccionada en dependencia de los objetivos que el
investigador persiga, las condiciones que presente el cultivo y el origen de los explantes (células,

tejidos, meristemas, drganos, etc.).

Angarita y Perea (1984) plantean que la técnica de cultivos in vitro permite propagar musaceas
en ambientes controlados a nivel de laboratorio, entre las ventajas que sobresalen con este
sistema son: la produccion a gran escala en cualquier época del afo, asi como la seleccion de
clones con caracteristicas sobresalientes, adaptables y resistentes al estrés ambiental y al ataque

de organismos plagas.

Aguilar y Cruz (2014) afirman que la micropropagacion tradicional es limitada en comparacion
al uso de biorreactores para propagar plantas, como principales desventajas se encuentran: un
mayor esfuerzo de trabajo, altos costos de productos gelificantes como el agar, el uso de
recipientes en mayores cantidades y la ocupacién de extensas areas de trabajo para el

crecimiento y propagacion de cultivos in vitro.

El modelo de Biorreactores de Movimiento Ondulatorio Temporal (BIMOT) empleado en el
presente estudio es el resultado de un proceso de ajustes necesarios para lograr su innovacion,
este se desarroll6 en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Universidad Nacional Agraria
(UNA) con el objetivo de lograr la micropropagacion masiva de platano cv. Enano (Musa spp.)
disminuyendo significativamente el costo de los materiales y accesorios requeridos para su
construccién. Ademas, se pretende obtener resultados favorables en la reduccion del tiempo de

produccion de plantas garantizando su fitosanidad y calidad genética.



II.  OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Evaluar el modelo de Biorreactor con Movimiento Ondulatorio Temporal (BIMOT) en la
micropropagacién de platano cv. Enano (Musa spp.) en las fases de multiplicacion,

enraizamiento y la respuesta de las plantas obtenidas en la fase de aclimatacion.

2.2. Objetivos especificos

Definir la mejor variante de medio de cultivo y el tipo de tejido en la fase de multiplicacion
en el biorreactor BIMOT en base a la respuesta de las variables longitud de brote principal,

namero de brotes axilares y nimero de hojas por planta.

Seleccionar la mejor densidad de siembra (50, 60, 70 y 80 brotes axilares) en el modelo de

biorreactor BIMOT en base a la respuesta de las variables evaluadas.

Determinar en la fase de enraizamiento la mejor variante de medio de cultivo en tejidos

inoculados en biorreactores BIMOT.

Analizar la respuesta de plantas in vitro de platano cv. Enano en fase de aclimatacion por

la accion del bioestimulante Protifert 56 LMW.



I11.  MARCO DE REFERENCIA

3.1. Estado de produccion de platano

Los agricultores de platanos utilizan précticas tradicionales en la seleccion y multiplicacion del
material de siembra, este modelo conduce a la diseminacion de enfermedades producto de la
variabilidad de hijos con diferentes calidades. Asimismo, las plataneras convencionales
favorecen la propagacion de plagas como el picudo negro del platano (Cosmopolitus sordidus
Germ) y el nemétodo (Rhadopholus similis) debido al intercambio de semillas no seleccionada
y con origen desconocido. (Aguilar et al., 2004)

El Ministerio de Fomento, Industria y Comercio (MIFIC, 2022) sostiene que, en el 2021, la
produccion de musaceas en Nicaragua, especificamente platano generé mas de US$ 54.1
millones, para el ciclo 2021/22 se logré producir 940 millones de unidades de platano, de las
que se exportaron 1.4 millones de unidades. En contraste en el 2022 se registré un incremento
sostenido que ha generado empleos desde la cadena productiva hasta las areas de exportacion
pues se evidencia una produccion nacional de 9.8 % (1,032 millones de unidades) que superan
lo generado en el ciclo anterior. (EI 19 Digital, 2023)

3.2. Técnicas de propagacion de semillas de platano

El método comercialmente usado para la propagacion de platano es a través de una estructura
especializada llamada cormo y se caracteriza por integrar numerosas yemas que al brotar forman
diferentes tipos de hijos, siendo los de espada los mas utilizados, la descendencia de estas plantas
guarda los caracteres genéticos de la madre, sin embargo, el crecimiento de los hijos no es
uniforme, lo que provoca una desigualdad de tamafio, tiempo de maduracion y retrasos en la
cosecha. (Godoy et al., 2016)

3.2.1. Propagacion in vitro de plantas

El cultivo in vitro es una técnica que se hace en condiciones estériles y se realiza tomando de la
planta el apice vegetativo, posteriormente se lleva a un frasco que contiene un medio nutritivo
que le garantiza su desarrollo igual que si estuviera en campo. El medio de cultivo nutritivo debe
tener los componentes basicos para obtener una repuesta adecuada. Estos son: macronutrientes,
micronutrientes, fuente de carbono (azlcar), vitaminas y reguladores de crecimientos: auxinas

y citocininas. (Servicio Nacional de Aprendizaje [SENA], Corporacion Colombiana de

4



Investigacion Agropecuaria [CORPOICA] y Proyectos Nacionales de Transferencias de
Tecnologias Agropecuarias [PRONATTA], 1997)

Los reguladores de crecimiento que se utilizan en la propagacion in vitro son hormonas
vegetales o fitohormonas, estas ejercen su funcion en muy bajas concentraciones y el principal
efecto se produce a nivel celular, cambiando los patrones de crecimiento de los vegetales y
permitiendo su control. Las citoquininas (6-BAP) estimulan la generacion de brotes axilares a
nivel vegetal, y las auxinas (AlA) son responsables del aumento de la dominancia apical y la

formacion y elongacion de tallos (Alcéantara et al., 2019).

Con las técnicas de propagacion in vitro se asegura una rapida produccién de plantas de platano
y banano, sin embargo, existen una serie de problemas que impiden el maximo rendimiento y
vigor de las plantas, algunos de estos estan relacionados con la hiperhidricidad, la necrosis, la
variabilidad genética durante la practica y la absicion o separacion de meristemos apicales y
hojas. (Cejas et al., 2011)

Kottackal et al. (2007) afirman que la capacidad genética y morfoldgica de las plantas y los
indices de propagacién de los tejidos son variables, dependen de factores relacionados a las
caracteristicas del explante como el tamafio del brote, el tipo de corte, la cantidad de brotes, la

consistencia del medio de cultivo (gelificado o liquido) y del estado fisiol6gico del tejido.
3.2.2. Micropropagacion

La micropropagacion consiste en producir plantas a partir de porciones muy pequefias de ellas,
de tejidos o células cultivadas asépticamente en un tubo de ensayo 0 en otro recipiente en que
se puedan controlar estrictamente las condiciones de ambiente y nutricion (Hartmann y Kester,
1997).

La micropropagacion le permite al productor adquirir material de siembra libre de plagas y
enfermedades, una alta disponibilidad en cualquier época del afio, garantizar la cantidad y edad
acorde a las necesidades del agricultor permitiendo transportar comodamente los propagulos,
que aseguran una poblacion de plantulas uniformes con caracteristicas deseables en cuanto a
rendimiento y calidad del fruto, ademas, las cosechas tendran intervenciones mas cortas
(Sandoval, 2001).



Sobre el proceso de propagacion clonal Perea et al. (2009) afirman que en dependencia del
sistema de cultivo y su mantenimiento, estos estan caracterizados por la produccion de plantas
genéticamente iguales a partir de un segmento vegetativo de una planta progenitora, sin
embargo, la respuesta organogénica no siempre es la misma ya que esta influenciada por la
fisiologia y tipo de explante, los elementos que componen el medio de cultivo y las

caracteristicas propias de la especie.

Sharry et al. (2015) definen explantes o explantos a tejidos vegetales capaz de regenerarse, entre
ellos mencionan algunos ejemplos: &pices de raices o de tallos, primordios de hojas, primordios
0 partes inmaduras de flores, frutos inmaduros, 6rganos aislados, embriones maduros o
inmaduros, segmentos de organos de tallo o de hojas, ovarios, dvulos, anteras y polen, todos

ellos se cultivan en ambientes altamente asépticos en un medio con nutrientes.

En musaceas se utilizan las técnicas de tejidos vegetales con el uso de yemas apicales
provenientes de hijuelos, Castro et al. (2002) sostienen que estos métodos constituyen una de
las practicas mas importantes de la biotecnologia para la obtencion de grandes volimenes de

plantas de platanos y bananos libres de plagas y enfermedades causadas por hongos y bacterias.

Sobre la propagacion in vitro en plantas del género Musa, Cejas et al. (2011) plantean lo
siguiente:
A escala comercial se ha consolidado mundialmente y la regeneracion via organogénesis
a partir de apices se mantiene como el método mas utilizado. Esto se debe,
principalmente, a la posibilidad de multiplicar plantas libres de patégenos con una
adecuada estabilidad genética. Las técnicas comerciales de micropropagacion de
bananos y platanos forman parte de la modernizacion de la agricultura y contribuyen a

mejorar las condiciones sanitarias y productivas de las plantaciones (p. 14).

La micropropagacion de cualquier especie incluye: la fase de multiplicacion, es la de mayor
costo debido al uso de agentes gelificantes y mano de obra capacitada (Pérez et al., 1998;
Adelberg et al., 2007); una fase de enraizamiento, en ella cada brote, esqueje 0 yema debe crecer
y desarrollar un tallo o pseudotallo y las primeras raices (Orellana, 1998a), y una fase de
aclimatacion, en esta es donde se registran mas perdidas de plantas a causa del cambio brusco
de condiciones controladas a un ambiente natural que muchas veces estresa las vitroplantas (van
Huylenbroeck et al., 1998).



Castillo (2004) agrega que los explantes enraizados que crecieron en ambientes controlados no
poseen estomas funcionales (estructuras que les permitan regular los procesos de transpiracion),
por lo tanto, al momento de ser trasladados al area de aclimatacion hay una influencia mayor de
desecacion de las plantas, por otra parte, la adaptacion en condiciones in vitro con alta humedad
relativa involucra que los explantes no desarrollen una cuticula con cera bien desarrollada que

les impida perder agua en toda la superficie vegetal.
a) Micropropagacion convencional

El uso de la micropropagacion de plantas a nivel comercial se ve limitada por factores como la
necesidad de mano de obra especializada, ademas como sefialan Posada-Pérez et al. (2003) en
los métodos de micropropagacion de plantas se usan medios semisélidos de manera habitual,
también el empleo y manejo de gran nimero de recipientes y esto aumenta los costos de

operacion.

Albarran et al. (2014) identifican que hasta la fecha los métodos tradicionales no cumplen con
la produccién masiva que demandan los agricultores, pues, solo aquellas especies con un alto
retorno econdmico son rentables a gran escala, esto es producto de los elevados costos en
materiales para el establecimiento y subcultivos de los explantes que implica mayor numero de
recipientes, amplios espacios para el crecimiento y desarrollo de los propagulos, procesamiento
de medios gelificados y una carga de personal especializado en la manipulacién de los tejidos y

la preparacion de medios.

Denchev et al. (1992) confirman que, aunque en la micropropagacion convencional la
manipulacion es la principal parte del trabajo, también es la mas engorrosa debido a los
diferentes procedimientos que se presentan en cada etapa, ademas, debe afadirse los reducidos
indices de multiplicacion que acarrean la preparacion de nuevos subcultivos y por consiguiente
mas uso de mano de obra. Todas estas limitantes contribuyen a incrementar sustancialmente los

costos de produccion y de comercializacion de las plantas in vitro.

La micropropagacion convencional genera altos costos de produccién debido al crecimiento y
proliferacion de los cultivos in vitro que agotan los recursos nutritivos de los medios gelificados,
se requiere de transferencias rutinarias a medios nuevos que generalmente se realizan cada

cuatro o seis semanas (Deberh & Maene, 1985, como se citd en Etienne & Berthouly, 2002).



b) Micropropagacion en Biorreactores de Inmersién Temporal

Los biorreactores son aparatos disefiados para el cultivo a gran escala de células, tejidos u
organos en medio liquido. Para un creciente nimero de especies, éstos han mostrado ventajas
sobre la micropropagacién en medio semisélido, resultando en mayores tasas de multiplicacion,
reduccion de espacio, energia y mano de obra (FAO y Organismo Internacional de Energia
Atémica [IAEA], 2004).

En los dltimos afios 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 explante, permiten una mayor optimizacién bioldgica 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 (Aitcken-Christie et
al.,1995).

En Galén et al. (2018) se describen los biorreactores como complejos recipientes de cultivo que
posibilitan el control preciso de los indicadores fisicos y quimicos del medio. La definicion
“biorreactor” se encuentra muy extendida en el ambito de la micropropagacion donde se refiere
al empleo de medios liquidos en recipientes de cultivo semiautomatizados para intensificar la

produccion de propagulos.

Para Posada (2003), utilizar un medio liquido para regenerar plantas es ideal sobre todo en el
uso comercial a gran escala ya que reduce la continua manipulaciéon manual que genera costes
de tiempo, espacio y personal, y disminuye la interaccion con el material al simplificar los
cambios de medios.

Entre las variables a controlar en los biorreactores estan la duracion y la frecuencia de la
inmersidn, el volumen del medio y del recipiente, asi como el periodo de cambio del medio de
cultivo. Cuando se trabaja con cultivos in vitro se deben hacer subcultivos mensuales o cada dos
meses en dependencia del tipo de la especie en estudio. Estos subcultivos se deben hacer para

iniciar la propagacion de crecimiento de las plantas (Albarran et al., 2014).

Dentro de las mejoras alcanzadas en los Sistemas de Inmersién Temporal (SIT), sobresalen la
produccidn de mejores brotes con relacion a talla, peso y sistema de raiz. Asimismo, se aumenta

la accion fotosintética y reduce la respiracion celular, con lo que se manifiesta una mayor
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acumulacion de almidén en las hojas. Esto, asociado a una Optima regulacion estomatica,
proporciona a las plantas producidas en SIT mejor capacidad de supervivencia en la etapa de

aclimatacion. (Galan et al., 2018)

De acuerdo con Cejas et al. (2011) la produccion de plantas con el uso de biorreactores
constituye un mecanismo eficaz para la multiplicacion in vitro con la que se aumentan los
coeficientes de propagacion y se incrementa la calidad del material multiplicado. Entre los
factores que inciden en este proceso son las cualidades de los explantes que se usan para inocular
los biorreactores, manejo de estos y su estado fisiologico. Estos factores unidos con los
indicadores de eficiencia del sistema, son claves a tener en cuenta en el estudio de la
morfogénesis del cultivo de platano, que presenta tasas de proliferacion bajas en medio

semisolido.

Como afirman Galan et al. (2018) la aplicacion de Sistemas de Inmersién Temporal (SIT) no
constituye un sistema Unico de cultivo, completandose con el uso convencional de medios
solidos, semisolidos o liquidos en fases previas (establecimiento del material, multiplicacién

inicial de brotes) o posteriores (enraizamiento) del proceso de micropropagacion.

Los SIT se han empleado para la multiplicacion in vitro de diferentes cultivares de Musa spp. y
permiten obtener elevados coeficientes de multiplicacion. Sin embargo, no todos muestran una
respuesta similar y por tanto se deben ajustar las principales variables que influyen en el
coeficiente de multiplicacion y la calidad de las plantas, de acuerdo a lo reportado por varios
autores (Posada-Pérez et al., 2003; De Feria et al., 2005; Aragén et al., 2006; Basail et al., 2007

y Basail et al., 2011, como se cit6 en Basalil et al., 2012).

La inmersion temporal en los biorreactores es una técnica eficiente para la propagacion in vitro,
en este proceso se maximiza el coeficiente de multiplicacion y la calidad de las plantas, la
actividad consiste en someter las plantas a una inmersion en medio de cultivo liquido

provocando variaciones fisioldgicas causantes de la calidad de las mismas (Aragon et al., 2004).

El sistema de inmersién temporal en biorreactores constituye una herramienta tecnoldgica
interesante, principalmente para el sector dedicado a la multiplicacion masiva asexual de

plantas, dado que permite mejorar tanto la eficiencia de los procesos de propagacion in vitro en



distintas especies, como la reduccion del costo por unidad de planta producida (Aguilar y Cruz,
2014).

“Con el modelo de Biorreactor de Movimiento Ondulatorio Temporal (BIMOT), la inmersion
de los tejidos se realiza en un solo recipiente de plastico con inyeccién de aire comprimido que
permite que el medio de cultivo liquido suba hasta la parte superior de la rejilla de malla pléstica
donde se colocan los tejidos. La entrada del flujo de aire permite que los tejidos se remojen

durante el tiempo que se aplique la inmersion.” (Marbell, A., comunicacion personal, 23 de

junio de 2022)
c) Bioistimulantes en la fase de aclimatacion

La aclimatacion radica en transferir plantas completas producidas in vitroa un ambiente
exterior, el proceso de cambio se debe hacer progresivamente y con cuidado. Para minimizar el
estrés en esta etapa y maximizar la supervivencia, es fundamental manejar adecuadamente la
humedad relativa del aire, las condiciones del sustrato, la temperatura y la luz (Oliveira et al.,
2013).

En la etapa de aclimatacion, el uso de bioestimulantes contribuye a mejorar la respuesta del
metabolismo de la planta ante factores externos que debiliten el crecimiento de la misma. Los
bioestimulantes son productos que realizan una funcion diferente a la de los fertilizantes, de
hecho, Du Jardin (2019) afirma que su funcién no es suministrar nutrientes ni proteger la planta
contra plagas y patogenos, sino modular las funciones de la planta de manera que se beneficie

su nutricion y su capacidad de tolerancia al estrés ambiental.

Algunos bioestimulantes como el Protifer LMW estan compuestos por aminoacidos y mezclas
de péptidos. De acuerdo a Garcia (2017) “Los aminoacidos que componen los bioestimulantes
comerciales (que normalmente son mezclas de varios aminoacidos) se obtienen a partir de la
hidrolisis enzimética (por hidrolasas) o quimica de extractos biologicos, normalmente

vegetales” (p. 1)
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Ubicacion del area de estudio

La micropropagacion de platano (Musa spp.) cv. Enano, se realizé en el laboratorio de cultivo
de tejidos de la Facultad de Agronomia (FAGRO) en la Universidad Nacional Agraria, ubicado
en el km 12 Y carretera Norte, Managua. El estudio se efectud durante el periodo comprendido

entre mayo 2022 a junio de 2023.
4.2. Esterilizacion de materiales y equipos

En la limpieza de la cristaleria se utilizd hipoclorito de sodio (NaClO) al 1 % dejandola
sumergidas durante 24 horas, después se llevé a cabo un enjuague con agua potable y detergente,
posteriormente se dejé escurriendo por dos horas. Previo a la siembra de los tejidos in vitro, los
medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante una hora. Las placas, pinzas y
bisturis se esterilizaron en el horno a temperaturas de 180 °C durante una hora. La cdmara de
flujo laminar fue desinfectada con NaClO al 1 %, posteriormente se expuso a luz ultravioleta

(utilizada para inactivar microorganismos del ambiente) durante 30 minutos.
4.3. Seleccion del material y establecimiento

El material vegetativo, se selecciond de la plantacion de platano cv. Enano establecido en la
finca experimental “El Plantel” propiedad de la Universidad Nacional Agraria (UNA), ubicada
en el km 43 %4 carretera Tipitapa — Masaya. Se seleccionaron cormos de plantas que presentaran
buen estado fitosanitario, que formaran racimos con dedos de buen tamafio, con cantidad
superior a las 30 unidades. Los cormos se establecieron en canteros y se implementd la Técnica
de Reproduccién Acelerada de Semillas (TRAS) reportada por Aguilar et al. (2004). A los 30
dias se extrajeron yemas apicales para dar inicio con los experimentos en las fases de

multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion.

En las variantes de medios de cultivos utilizadas en los experimentos del uno al cuatro, se

emple6 como medio base las sales de Murashige y Skoog (1962).

11



La preparacion, desinfeccion y siembra de los cormos en los canteros, asi como el procedimiento
requerido para el establecimiento en condiciones de asepsia de los &pices caulinares en tubos de
ensayo se realizo de acuerdo a la metodologia reportada por Castro y Maradiaga (2015). En la
Figura 1, se observan los cormos de platano cv. Enano, preparados para su siembra en canteros

y en el sector de la derecha se aprecian los rebrotes a los 30 dias después del establecimiento.
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Figural. a). Cormos de pléano cv. Enano. 'b). Rebrotes a los 30 dias de la siembra en el
cantero.

4.4. Fase de multiplicacion de platano cv Enano en BIMOT
4.4.1. Experimento 1. Medios de cultivos y su efecto en el crecimiento de las plantas

En este experimento, la mejor variante de medio de cultivo se definié en base al promedio de
namero de brotes de los tejidos y a las caracteristicas morfoldgicas (longitud del pseudotallo y
namero de hojas) que estos presentaron. Los reguladores de crecimiento que se utilizaron fueron

la citoquinina 6- Bencilaminopurina (6-BAP) y la auxina Acido Indolacético (AIA).

En los BIMOT la inmersion de los tejidos se realizd en un solo recipiente de material de
policarbonato con capacidad de siete litros, al que se le inyecto aire comprimido para garantizar
gue el medio de cultivo liquido ademas de oxigenarse, tuviera movimientos ondulatorios que
contribuyeran a que los tejidos se humedecieran. Al fondo de cada BIMOT se colocd una

plataforma de aluminio junto con una malla plastica que sirve de soporte a los tejidos. La entrada
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del flujo de aire se realiz6 a una presion de salida de 0.2 bar para impulsar el medio liquido
durante el periodo de inmersidon. En la Figura 2, se presenta el modelo de biorreactor BIMOT.

Sobre la tapa plastica del recipiente se colocaron fijamente dos filtros de acetato de celulosa

para evitar la contaminacion de microrganismos dentro de los biorreactores.
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Figura 2. Modelo de biorreactor BIMOT. UNA, 2023.

Para este estudio se utilizé un BIMOT por cada variante de medio, a cada uno se le agreg6 1000
ml L"* de medio de cultivo de consistencia liquida y se aplico a los tejidos una frecuencia de
inmersion de una cada 24 horas con un tiempo de tres minutos. Se empled una densidad de

siembra de 60 tejidos por biorreactor. Los tratamientos se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Variantes de medio de cultivo en la fase de multiplicacion

Variantes de medios :glgi‘; (:‘gllﬁ)
1 2.00 0.65
2 2.00 0.00
3 2.25 0.65
4 2.25 0.00
5 2.50 0.65
y 2.50 0.00

*6 Bencil amino purina
**Acido indolacético.
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a) Variables evaluadas

La evaluacidn se realizo a las tres semanas de establecido el experimento tomando 25 plantas al
azar por cada tratamiento. Las variables evaluadas fueron:

i. Longitud de brote principal (cm): Se hizo la medida con una regla milimétrica desde
la parte superior del microcormo hasta la zona de unidn peciolo-vaina de la primera
hoja.

ii. Numero de hojas por planta: Se conto la totalidad de hojas producidas.

iii. NUmeros de brotes axilares: Se contabilizaron todos los brotes producidos por cada
tejido.

b) Disefio de experimento

El experimento se establecié en un Disefio Completo al Azar (DCA) al que se le realiz6 un
analisis de varianza (ANDEVA) y para determinar las diferencias estadisticas entre los
tratamientos se realizd la prueba de rangos mdltiples de Duncan a = 0.05. Los datos se

procesaron y analizaron en el paguete estadistico INFOSTAT version 2020.
4.4.2. Experimento 2. Tipos de tejidos y su efecto en el nUmero de brotes

En el segundo experimento se evalud el crecimiento de las plantas formadas por el efecto de la
siembra en BIMOT de diferentes tipos de tejidos: a) tejido principal individual obtenido de
plantas in vitro debidamente formadas, b) tejido principal con un brote axilar y 3) tejido principal

con dos brotes axilares. La densidad de siembra utilizada fue de 60 tejidos por biorreactor.

A los tres tipos de tejidos se les cortd el pseudotallo transversalmente reduciéndolos a una
longitud aproximada de 1 cm arriba del corte basal. Sandoval, (1989) nombr6 como pseudotallo
a la zona de las hojas enrolladas desde la parte superior del micro-cormo de la planta in vitro

hasta la zona de transicion peciolo-vaina de la hoja mas joven abierta.

Como medio de cultivo se utilizé la mejor variante obtenida en el Experimento 1, también un
biorreactor por cada tratamiento e igual frecuencia y tiempo de inmersion. En la Figura 3, se

presentan los tres tipos de tejidos definidos para el estudio en fase de multiplicacion.
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Figura 3. a) siembra con un brote, b) siembra de dos brotes, ¢) siembra de tres brotes.

a) Variables evaluadas

La evaluacion de las plantas se realizd a las tres semanas después de la siembra. Se evaluaron

iguales variables a las descritas en el inciso a) del Experimento 1.
b) Disefio de experimento

El disefio estadistico, procesamiento de los datos y paquete estadistico utilizados, fueron iguales

a los descritos en el inciso b) del Experimento 1.
4.4.3. Experimento 3. Efecto de la densidad de siembra en el crecimiento de las plantas

En este experimento se evaluo la respuesta en el crecimiento de las plantas por el efecto de las
siembras de cuatro densidades de tejidos (50, 60, 70 y 80) por BIMOT de capacidad siete litros
al que se le agregaron 1000 ml L de medio de cultivo liquido con iguales constituyentes a los
adicionados en el Experimento 2. Para el estudio se tomaron plantas formadas también producto

de ese experimento. Cada densidad de siembra estudiada corresponde a un tratamiento.

La variante de medio de cultivo, la frecuencia y tiempo de inmersion fue igual a la descrita en

el Experimento 1.

a) Variables evaluadas

Se evalud con igual metodologia y variables a las descritas en el inciso a) del Experimento 1.
b) Disefio de experimento

El disefio estadistico, el tiempo de evaluacion, el procesamiento de los datos y el paquete

estadistico fueron iguales a los empleados en el Experimento 1.
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4.5. Fase de enraizamiento
4.4.1. Experimento 4. Efecto de la hormona AIA en la formacién de raices

A las plantas obtenidas en el Experimento 3, se les realizé cortes transversales en el pseudotallo
a 1 cm aproximadamente de la base; se eliminaron las raices de cada una, la densidad de siembra
utilizada se seleccion6 en base a la mejor respuesta obtenida en el estudio de las cuatro
densidades de siembra descritas en el Experimento 3. A las cuatro semanas después de la
siembra, se evaluo la respuesta de las plantas en base a la expresion morfoldgica de las variables
longitud del pseudotallo, nimero de hojas y numero de raices por efecto de la hormona AlA.
Para el estudio de esta, se emplearon tres variantes: 0.00, 0.50 y 1.00 mg L%, En el Cuadro 2, se

describen los tratamientos.

Cuadro 2. Variantes de medio de cultivo empleados en la fase de enraizamiento

. ) AlA
Variantes de medios (mg L)
1 0.00

2 0.50

3 1.00

a) Variables evaluadas

La evaluacion de las plantas se realizd a las cuatro semanas de establecido el experimento

tomando 25 plantas al azar por cada tratamiento. Las variables evaluadas fueron:

i. Longitud del pseudotallo (cm): Se hizo la medida con una regla milimétrica desde la
parte superior de microcormo hasta la zona de unién peciolo-vaina de la primera hoja.
ii. Numero de hojas por planta: Se conto la cantidad de hojas producidas.

iili. Numeros de raices: Se contabilizaron todas de raices producidas en el microcormo.

b) Disefo del experimento

El disefio estadistico, el analisis, el procesamiento de los datos y el paquete estadistico fueron

iguales a los empleados en los experimentos uno, dos y tres.
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4.6. Fase de aclimatacion

45.1. Experimento 5. Respuesta de las vitroplantas de platano cv. Enano al
bioestimulante Protifert 56 LMW

El Protifert 56 LMW es un bioestimulante organico de rapida absorciédn, con alto y balanceado
contenido de aminoacidos y péptidos que al entrar en contacto con la planta producen rapidas y
consistentes mejoras en toda su actividad de crecimiento y desarrollo. Estimula el metabolismo
general de las plantas, logrando una mayor absorcion, movilizacion y aprovechamiento de los
nutrientes disponibles en el suelo. La composicién de aminoacidos y péptidos es: 32.75 %,
potasio (K20) 20.90 % y nitrégeno organico 5.00 %. (Rappacciolli McGregor, S.A [RAMAC],
2021)

El estudio con el bioestimulante se realizé en plantas in vitro que previamente se clasificaron en
tres tamarfios de acuerdo a la longitud del pseudotallo: a) pequefias de 1 a 3 cm; b) medianas de
3.1a5cmyc) grandes mayores a 5 cm. En los tres tamafios las plantas tenian entre tres y cuatro
hojas formadas. La siembra se realiz en tres bandejas platicas cada una con 60 orificios. Las
dimensiones de cada orificio fueron: altura de 5 cm, didmetro superior 5 cm y didmetro inferior
2.5 cm. Por cada bandeja se sembraron 60 plantas de las cuales 20 correspondieron a plantas

pequefias, 20 medianas y 20 grandes. Se utiliz6 compost como sustrato.

Grandes Medianas) Pequefias

¥

Figura 4. Clasificacion de plantas por tamafios.

17



En cada bandeja se evalu6 una dosis determinada del bioestimulante y el testigo, se implemento
un tratamiento diferente por bandeja respectivamente. La evaluacién se hizo a las dos semanas

después del establecimiento.

En el estudio del bioestimulante se utilizé un testigo (0.0 ml L) y las dosis 0.25 y 0.50 ml L%,
cada dosis corresponde a un tratamiento diferente. El producto fue diluido en un litro de agua y
se asperjo sobre las plantas con una frecuencia de aplicacion cada cinco dias. Las plantas se

irrigaron diariamente a excepcion de los dias en los que se aplicé el bioestimulante.
a) Variables evaluadas

Las variables evaluadas fueron iguales a las descritas en el inciso a) del Experimento 4, ademas
se evalug la supervivencia. Sin embargo, en este estudio solo se tomaron 15 plantas por tamafio

y tratamiento en cada bandeja.
b) Disefio de experimento

El disefio estadistico, el procesamiento de los datos y el paquete estadistico utilizado fue igual

a los empleados en los experimentos anteriores.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Fase de multiplicacion de platano cv. Enano en BIMOT
5.1.1. Experimento 1. Medios de cultivos y su efecto en el crecimiento de las plantas

En la variable longitud del pseudotallo principal cuando se agregaron 2 mg L™ de BAP se obtuvo
una media de 1.36 cm resultando estadisticamente inferior Unicamente a la media de 2.01 cm
que se logré en el medio de cultivo que contenia 2.50 mg L™ de BAP con 0.65 mg L™ de AIA.
En la variable nimero de hojas en los seis tratamientos no se presentaron diferencias estadisticas
entre las medias. En la variable nimero de brotes el tratamiento que se le adiciond 2.5 mg L™ de
BAP resultd superior en relacion a los tratamientos que solo se adicionaron 2 mg L™ solo o
combinado con 0.65 mg L™ de AIA y a los que se agregaron 2.25 mg L™ de BAP y 2.50 mgL™*
de BAP con 0.65 mg L de AIA. Los resultados de las variables longitud del pseudotallo,
numero de hojas y de brotes se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados de las variables longitud del pseudotallo, nimero de hojas y brotes en seis

variantes de medios de cultivo en la fase de multiplicacion de platano cv. Enano evaluadas a las
tres semanas

Tratamiento BAP AIA Longitud Numero NUmero
(mg L) del pseudotallo de de
(cm) hojas brotes
T1 2.00 0.65 1.36 b 148 a 1.72d
T2 2.00 0.00 1.66 ab 1.96 a 1.92 cd
Ts 2.25 0.65 1.89 ab 1.28 a 6.16 ab
Ta 2.25 0.00 1.79 ab 1.56 a 436b
Ts 2.50 0.65 201a 1.60 a 4.16 bc
Te 2.50 0.00 1.96 ab 1.93a 7.44 a

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

Considerando que en el estudio solo se presentaron resultados del primer y Gnico subcultivo
haciendo uso de biorreactores (BIMOT) en la fase de multiplicacién platano cv. Enano, se valora
como bueno el estimulo en la brotacion axilar producido por la adicion de 2.25 mg L de BAP
con 0.65 mg L™ de AIA o solo 2.50 mg L de BAP con medias respectivas de 6.16 y 7. 44.

En este estudio se empled un balance de dosis bajas de los reguladores de crecimiento (BAP y
AlA) considerando la recomendacion de Evans y Bravo (1985): que es necesario ser cuidadoso

en el manejo de los reguladores de crecimiento en la fase de multiplicacion, porque al usar altas
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concentraciones de citoquininas en el medio de cultivo se puede inducir a la formacién de yemas

adventicias consideradas como fuente de variantes genéticas.

Pérez-Alonso et al. (2015) enfatizan que “el balance apropiado de auxinas y citoquininas en el
medio de cultivo, esta determinado por las concentraciones enddgenas presentes en el explante,
las cuales dependen de la especie y del tipo de explante” (p. 10). “Si bien con citoquinina sola
se logran niveles adecuados de proliferacion de brotes, se puede incluir auxina (0.1- 0.2 mg L

1y siempre y cuando se mantenga una proporcion alta de citoquinina” (Vuylsteke,1989).

En este estudio los resultados en nimero de brotes por planta superaron los mayores promedios
gue se alcanzaron en el segundo subcultivo de la investigacion de Chavarria y Lopez (2010) en
platano Cuerno Gigante, donde al adicionar 2 mg L™t de BAP y la combinacion 2 mg L de BAP
con 0.25 mg Lt de AlA alcanzaron promedios de brotacion respectivos de 3.28 y 3.12. También,
super0 los resultados obtenidos por Castro y Maradiaga (2015), con el cv. CEMSA % donde
empleando los Biorreactores Econdmicos de Inmersion Temporal (BEIT) obtuvieron mejor
brotacion en el tercer subcultivo con adiciones de 3 mg L™ de BAP combinado con 0.25 mg L™

de AIA con media de 4.55 brotes axilares.

No se lograron los resultados reportados por Basail et al. (2006) estudiando la multiplicacion in
vitro del cultivar hibrido ‘FHIA-21’ (AAAB) con el empleo del Sistema de Inmersion Temporal
(SIT) compuesto 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 donde obtuvieron una media de
brotacion axilar de 11.96 en el medio de cultivo constituido con 2 mg L™ de BAP y 0.65 mg L
Lde AIA.

Ademas del genotipico que puede determinar las concentraciones mas adecuadas de reguladores
del crecimiento aplicados solos o0 en combinacion para lograr una éptima brotacion axilar en el
cultivo de platano, existen otros factores que influyen en esa respuesta como es el nimero de
subcultivos y es asi, que resultados reportados por Caldera y Lopez (2002) en la
micropropagacion de cv. Enano concluyeron que con adiciones entre 2 y 5 mg L™ de BAP
combinadas con 0.30 mg L de AIA entre el tercero y quinto subcultivo obtuvieron mayor

brotacion con medias entre 4.8 y 8.2 brotes axilares.
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5.1.2. Experimento 2. Tipos de tejidos y su efecto en el nimero de brotes

En bananos y platanos se reportan diferentes rangos de multiplicacion en dependencia del
genotipo, del tipo de explante, de la composicion del medio nutritivo y del manejo empleado.
(Orellana, 1995)

El uso de citoquininas es generalizado en los medios de propagacion, variando su concentracion
en dependencia del balance enddgeno de auxinas y citoquininas en los explantes (Hu y Wang,
1983).

El medio de cultivo empleado en este experimento contenia 2.5 mg L™ de BAP con el que se
obtuvo mejor respuesta de brotacion axilar de acuerdo al Experimento 1. En longitud de
pseudotallo se presentaron diferencias resultando superiores estadisticamente cuando se
sembraron dos Yy tres brotes axilares con medias respectivas de 1.91 y 2.06 cm; mientras que

con la siembra de un brote axilar la media de la longitud del pseudotallo fue de 1.41 cm.

En las variables nimero de hojas y de brotes no se presentaron diferencias significativas con la
siembra de uno, dos y tres brotes axilares. Los resultados se presentan en el Cuadro 4.
Cuadro 4. Respuesta de las variables longitud del pseudotallo, nimero de hojas y de brotes por

efecto de la siembra de uno, dos y tres brotes axilares en la fase de multiplicacion evaluadas a
las tres semanas

Variables evaluadas
NGmero de brotes por Longitud NUmero NUmero
explante del pseudotallo de de
(cm) hojas brotes
Un brote 1.41b 2.12a 6.40 a
Dos brotes 191a 2.24 a 7.80a
Tres brotes 2.06 a 2.04a 8.36 a

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

Los mejores resultados en la variable longitud del pseudotallo con dos y tres brotes concuerda
con lo planteado por Calder6n-Baltierra (1994), donde expresa que cuando hay menor
disponibilidad de citoquininas entre los brotes se reduce la division celular y se promueve la

altura del tejido.

Otra expresion morfolégica no evaluada en el estudio que evidenci6 el efecto del vigor en las

plantas con la siembra de explantes con dos y tres brotes, fue en las hojas de los brotes axilares

21



producidos a las tres semanas que presentaron mayor expansion del limbo como se aprecia en

la Figura 5.

Figura 5. Plantas de platano cv. Enano mostrando hojas vigorosas a las tres semanas de
evaluacion en BIMOT.

En el presente estudio el objetivo propuesto fue evaluar el efecto en la brotacion axilar cuando
se inoculan solo el tejido principal con un brote axilar y el tejido principal con dos brotes
axilares. Se estiman satisfactorios los resultados alcanzados, porque se obtuvieron a las tres
semanas de permanecer los tejidos en los biorreactores 8.36 brotes axilares con el tipo de tejido

principal y dos brotes axilares.

El empleo de dosis bajas de 6-BAP (2.5 mg L) garantiza mayor estabilidad genética de las
plantas cuando el propdésito de la micropropagacion es la produccién masiva de plantas. En este
sentido Murashige (1974) y Hu y Wang (1983) reportan que para la brotacion de yemas axilares
es recomendable utilizar altas concentraciones de citoquininas, adicionando a menudo bajas
dosis de auxina que, aunque no aumenten las tasas de multiplicacion, si mejora el crecimiento

de los brotes.

Orellana (1995), como practica de manejo de los tejidos en la micropropagacion de platanos y
bananos para lograr mejores coeficientes de multiplicacion recomienda el corte longitudinal y
decapitado de los micro-cormos, practica que también la reportan diferentes autores entre ellos
Hwang et al. (1984) que utilizando explantes de &pices meristematicos decapitados (corte

transversal) y con un brote, lograron promedios de cinco a 10 brotes axilares por cada explante
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después de seis a ocho semanas, promedios considerados como similares a los obtenidos en

cuatro semanas en el presente estudio con manejos similares en el corte de los explantes.

Gupta (1986) recomienda la practica de aplicar una serie de cortes verticales en el domo
meristematico, el nimero de incisiones puede oscilar entre dos y 10, se realizan de forma que
se mantenga intacta la base del explante, la técnica puede aumentar en gran medida el
ennegrecimiento del explante y del medio de cultivo, pero se puede evitar agregando &cido

ascorbico al medio.

Martinez et al. (2009) con el cv. de banano ‘Grande naine’ y los cvs. de platano ‘FHIA 18’ y
‘FHIA 21’ realizaron la practica de corte longitudinal al micro-cormo hasta el domo apical, sin
cortar transversalmente el pseudotallo inocularon en un medio de cultivo que contenia las sales
MS, 4.0 g L de agar, 0.65 mg L™ de AIA, 30 g L de sacarosa, asi como 4.0y 3.0 mg L de 6-
BAP, logrando un incremento significativo en el nimero de brotes por explante en todos esos
cultivares. Ademas, las plantas formadas fueron de mayor altura y por eso sugieren transferirlas

a la fase de enraizamiento en medios de cultivo liquidos.
5.1.3. Experimento 3. Efecto de la densidad de siembra en el desarrollo de las plantas

El estudio consistio en evaluar el efecto de la densidad de siembra sobre el crecimiento de las
plantas cuando se emplea un BIMOT por cada densidad de 50, 60, 70 y 80 brotes por biorreactor.

Unicamente la densidad de siembra de 60 brotes por BIMOT superé estadisticamente en
longitud de pseudotallo a la densidad de 80 brotes con medias respectivas de 1.70 y 1.30 cm.
Entre las siembras de las densidades de 50, 70 y 80 no se presentaron diferencias significativas.

Densidades de 50 y 60 brotes con medias respectivas de 2.12 y 2.04 en el nimero de hojas
registraron mejor comportamiento estadistico en relacion con las densidades de 70 y 80 brotes

gue obtuvieron medias correspondientes de 1.74 y 1.64.

Con densidades de siembra de 60, 70 y 80 brotes no se presentaron diferencias significativas
entre si logrando medias respectivas de 6.64, 6.80 y 7.00 en el niUmero de brotes como se observa

en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Respuesta de las variables longitud del pseudotallo, nimero de hojas y de brotes por
efecto de la densidad de siembra de 50, 60, 70 y 80 brotes axilares en la fase de multiplicacion
evaluadas a las tres semanas

Variables evaluadas
Densidad de siembra Longitud NUmero Namero
del pseudotallo de de
(cm) hojas brotes
50 1.64 ab 212 a 572b
60 170 a 2.04a 6.64 a
70 1.40 ab 1.72b 6.80 a
80 1.30b 1.64b 7.00 a

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

Orellana (1998b) puntualizé 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 de medio de cultivo” (p. 105).

Por otra parte, Basail et al. (2011) evidenciaron que con el uso de un SIT con frascos Nalgene
de 10 litros de capacidad se obtuvieron mejores resultados en el coeficiente de multiplicacion al
utilizar densidades de 60, 80 y 100 explantes por frasco, obteniendo 13.60, 13.82 y 13.73 brotes
respectivamente a las tres semanas de cultivo; concluyeron que existe una mayor asimilacion de
nutrientes y aprovechamiento de espacio al utilizar densidades altas no mayor a 80 explantes

por frasco.

Mientras que en Basail et al. (2013) reportan que en platano cv. “INIVITPV-2011” (AAB) micro
propagados en biorreactores con SIT aplicando un tiempo de 10 minutos de inmersion y una
frecuencia cada tres horas (ocho inmersiones al dia), con una densidad de indculo de 60
explantes, un volumen de 3600 ml L de medio de cultivo y un tiempo de cultivo de 18 dias se
lograron los mejores resultados en coeficiente de multiplicacion (8.45 brotes), nimero de hojas
activas (2.58) y en altura del explante (1.98 cm).

En los resultados por Basail et al. (2015) confirmaron sus aportes realizados en afios anteriores
donde utilizaron explantes del platano vianda cv. ‘INIVIT PV-2011 propagados en biorreactores
Nalgene® de 10 litros de capacidad, al igual que el estudio anterior, encontraron mejores

resultados en densidades de 60 y 80 explantes por frasco a las tres semanas de cultivo, ellos
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concluyeron que se seleccioné la densidad de 60 explantes por frasco de cultivo teniendo en

cuenta que los explantes tenian menor grado de oxidacion y mayor altura” (p. 180).

En comparacion a los resultados obtenidos con el uso de biorreactores BIT reportado por Basail
et al. (2013) y de las especificaciones técnicas de los biorreactores SETIS® explicadas por Gil
(2019), el modelo de biorreactor BIMOT presenta las siguientes ventajas: a) el armado vy el
funcionamiento es mas sencillo, b) al utilizar un solo recipiente por cada sistema de biorreactor
se reduce significativamente el consumo de energia eléctrica porque necesita menor tiempo y
frecuencia de inmersién, y c¢) los materiales con los que estd estructurado el sistema son de

menor costo.

Los resultados alcanzados con los biorreactores BIMOT con capacidad de siete litros de
volumen demuestran que la tecnologia es viable para la produccién masiva de platano cv. Enano,
porgue se obtuvieron efectos positivos con menor cantidad de medio de cultivo adicionado a
cada biorreactor (1000 ml L), menor frecuencia de inmersion de los tejidos de una cada 24

horas y menor tiempo de inmersion (tres minutos).

En la Figura 6, se observan las plantas obtenidas con un crecimiento normal y sin sintomas de

hiperhidricidad a las tres semanas.
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Figura 6. Efecto en la brotacién axilar de las densidades de siembra de 50, 60, 70 y 80 brotes de
platano cv. Enano a las tres semanas de crecimiento en BIMOT.
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5.2 Fase de enraizamiento
5.2.1. Experimento 4. Efecto de la hormona AIA en la formacién de raices

En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion crecen en laboratorio hasta
formar plantas completas con sistema radical que les permite ser trasplantadas a condiciones de
vivero o invernadero durante siete a diez semanas (Krikorian & Cronauer, 1984, y Vuylsteke &
De Langhe, 1985).

No se presentaron diferencias estadisticas en la variable longitud del pseudotallo con las
adiciones 0.50 y 1.00 mg L™* de AIA con medias correspondientes de 4.22 y 3.70 cm, pero con
esas longitudes alcanzadas resultaron significativamente superiores a la media de 2.78 cm que
se obtuvo cuando no se adiciond AIA. EI comportamiento estadistico de las medias de longitud

del pseudotallo se presenta en la Figura 7.
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Figura 7. Efecto en la longitud del pseudotallo por la adicion de distintas concentraciones de
AlA, en platano cv. Enano. Letras desiguales difieren para p <= 0.05.

Entre las medias de la variable nimero de hojas no se registraron diferencias significativas como

se presenta en la Figura 8.
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Figura 8. Efecto en el nimero de hojas por la adicion de distintas concentraciones de AlA, en
platano cv. Enano. Letras desiguales difieren para p <= 0.05.

En nGmero de raices el tratamiento que se le agregd 1.00 mg L con media de 8.08 resultd
estadisticamente superior a las medias de 2.92 y 6.72 logradas con el testigo 0.00 mgL?y la
adicion 0.50 mg Lt de AIA respectivamente. La respuesta estadistica de las medias de nimero

de raices se presenta en la Figura 9.
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Figura 9. Efecto en el nimero de raices por la adicion de distintas concentraciones de AlA, en
platano cv. Enano. Letras desiguales difieren para p <= 0.05.
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En la Figura 10, se observan plantas que crecieron en la fase de enraizamiento durante cuatro
semanas con el testigo 0.00 y las adiciones de la hormona vegetal AIA en concentraciones de
0.50 y 1.00 mg Lt de AIA.

Figura 10. Efecto delas concentracmnes de AIA a) O 00 mg L b) 0.50 mg Lt c) 1. 00 mg L 1
en la fase de enraizamiento en BIMOT.

Los resultados muestran que el disefio y funcionamiento del biorreactor BIMOT influye en el
estimulo del crecimiento de los tejidos, no obstante, se evidencia que al adicionar cualquiera de
estas dos concentraciones de AIA a los medios de cultivos contribuyen significativamente a la
emision de raices y la longitud del pseudotallo.

Estos resultados superaron las medias obtenidas en las variables evaluadas en la fase de
enraizamiento por Castro y Maradiaga (2015) en el modelo BEIT en el cv. de platano CEMSA
% logrando los mejores resultados de plantas enraizadas con la adicion de 0.75 mg L™ de AIA
con media de 5.21, mientras que en este estudio se alcanz6é una media de raices producidas de
8.08 con la adicion de 1 mg L™ de AIA.

En la fase evaluada a los 30 dias en la variable longitud de pseudotallo se lograron resultados
en el rango entre 2.78 y 4.22 cm, superando a los resultados reportados por Chavarria y Lopez
(2010) que emplearon medios de cultivo de consistencias liquida y semisolida, con adiciones de
30 g Lt de sacarosa y 0.00, 0.50 y 1.00 mg L de AIA en platano cv. “Gigante” obteniendo
medias de longitud del pseudotallo en el rango entre 2.59 y 4.03 cm después de evaluadas a los
30 dias.

Ademas de los constituyentes que se adicionaron de los medios de cultivo, el empleo del modelo
de biorreactor BIMOT tuvo influencia en el crecimiento de las plantas tanto en la fase de
multiplicacién como en la de enraizamiento contribuyendo positivamente a la expresion

morfologica de las variables evaluadas, longitud de pseudotallo, nimero de hojas, numero de
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brotes axilares y niumero de raices producidas, ademas se observo buen vigor y una coloracion

verde manzana en las plantas.
5.3 Fase de aclimatacion

5.3.1. Experimento 5. Respuesta de las vitroplantas de platano cv. Enano al
bioestimulante Protifert 56 LMW

a) Tamafo de vitroplantas de platano cv. Enano con categoria pequefia

Las plantas clasificadas como categoria pequefia presentaron diferencias estadisticas en las
medias de las variables longitud del pseudotallo y en nimero de hojas. Las dosis de 0.25 y 0.50
ml L con medias respectivas de 6.20 y 6.44 cm, superaron significativamente a la media de
5.10 cm obtenida en el tratamiento testigo. En nimero de hojas el tratamiento al que se le
adiciond 0.50 ml L de Protifert logré una media de 4.95 hojas que fue superior a las medias de

4.40 y 4.00 producidas en los tratamientos con 0.25 ml Ly el testigo respectivamente.

El porcentaje de supervivencia fue del 100 % en los tres tratamientos. En el Cuadro 6, se
presentan los resultados del andlisis de diferencias de medias de Duncan en las variables
longitud del pseudotallo, nimero de hojas, numero de raices y el porcentaje de supervivencia.

Cuadro 6. Respuesta de plantas pequefias de platano cv. Enano a las dosis de 0.00, 0.25 0.50 ml
Lt del bioestimulante Protifert LMW a las dos semanas de aclimatadas

Variables evaluadas

Fertilizante Longitud NUmero NUumero de Supervivencia
Tratamientos organico del de hojas raices (%)
(mlL?) pseudotallo
(cm)
T1 0.00 5.10b 4.00c 3.40a 100
T2 0.25 6.20 a 4.40b 4.05a 100
T3 0.50 6.44 a 4.95a 4.25a 100

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

Considerando que las plantas pequefias se sembraron en el sustrato compost con una longitud
del pseudotallo de aproximadamente 3 cm, estas alcanzaron a las dos semanas de aclimatadas
un incremento promedio de 2.10 cm en el caso del tratamiento testigo y de 3.20 y 3.44 con las

aspersiones de Protifert LMW. Ademas, se estimulé la emisién de hojas en las plantas
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principalmente con las adiciones de 0.25 y 0.50 ml L del bioestimulante con medias respectivas
1.40 y 1.95 hojas en relacion al promedio de 3 hojas al momento de la siembra de las plantas.

b) Tamafio de vitroplantas de platano cv. Enano con categoria mediana

La adicion de Protifert 56 LMW en dosis de 0.25 y 0.50 ml L permitieron que las plantas
alcanzaran longitudes del pseudotallo superiores a los 9 cm con medias respectivas de entre 9.03
y 9.30 cm que resultaron significativamente superiores a la media de 8.49 cm obtenida en el
tratamiento testigo. Con media de 5.45 en numero de hojas por efecto de la dosis de 0.50 ml L
! de Protifert 56 LMW resultd estadisticamente superior a la media de 5.15 hojas obtenidas en
el tratamiento testigo. Con dosis de 0.25 y 0.50 ml L del producto, el comportamiento de las

medias de nimero de hojas fue similar.

El mejor comportamiento estadistico entre las medias para nimero de raices se logré con la
aplicacion de la dosis de 0.50 ml L de Protifert 56 LMW con 9.95 raices. En los tres
tratamientos la emision de raices fue superior a cinco y la supervivencia de las plantas fue del
100 %. En el Cuadro 7, se presentan los resultados.

Cuadro 7. Respuesta de plantas medianas de platano cv. Enano a las dosis de 0.00, 0.25 0.50 ml
L del bioestimulante Protifert LMW a las dos semanas de aclimatadas

Variables evaluadas

Fertilizante Longitud NUmero NUumero de Supervivencia
Tratamientos organico del de hojas raices (%)
(mlL?) pseudotallo
(cm)
T1 0.00 8.49b 515b 5.05b 100
T2 0.25 9.03a 5.20 ab 530b 100
LE 0.50 9.30 a 5.45a 595a 100

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05.

¢) Tamafo de vitroplantas de platano cv. Enano con categoria grande

Con media de 13.44 cm en longitud del pseudotallo por efecto de la dosis de 0.50 ml Lt de
Protifert 56 LMW resultd estadisticamente superior a la media de 12.34 cm lograda en el
tratamiento testigo, sin embargo, las dosis 0.25 y 0.50 ml L del fertilizante, presentaron

resultados similares con medias de 12.83 y 13.44 cm respectivamente.
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Las medias de nimero de hojas y nimero de raices con dosis de 0.25 y 0.50 ml L de Protifert
fueron estadisticamente similar y en ambas concentraciones se lograron medias superiores en el
numero de raices en comparacion con el tratamiento testigo. En el Cuadro 8, se presentan los
resultados del comportamiento estadistico de las variables longitud del pseudotallo, nimero de
hojas, nimero de raices y porcentaje de supervivencia.

Cuadro 8. Respuesta de plantas grandes de platano cv. Enano a las dosis de 0.00, 0.25 0.50 ml
L* del bioestimulante Protifert LMW a las dos semanas de aclimatadas

Variables evaluadas
Fertilizante  Longitud  NOmero Numerode Supervivencia

Tratamientos

orgénico (cm) de hojas raices (%0)
(mlL?)
T1 0.00 12.34 b 5.60b 6.11b 100
T2 0.25 12.83 ab 5.90 ab 720 a 100
T3 0.50 13.44 a 6.10 a 7.45a 100

Medias con letras diferentes dentro de cada columna difieren para p<= 0.05

Los resultados obtenidos en la fase de aclimatacion indican que durante el crecimiento las
plantas de platano cv. Enano responden favorablemente a las adiciones de 0.25 y 0.50 ml L™ del
bioestimulante Protifert LMW, producto que puede ser aplicado como rutina en la aclimatacion
de mayores cantidades de plantas, adicionado a esto, este fertilizante no produjo sintomas
adversos en la coloracion de las hojas y el pseudotallo, ni en la calidad, tamafio y volumen de

las raices formadas. (Ver Figura 11)

Con la supervivencia del 100 % que presentaron las plantas aclimatadas en el tratamiento que
no se le adiciond el bioestimulante Protifert LMW se demuestra que el sustrato compost tiene

la textura y los nutrientes adecuados para la aclimatacion platano cv. Enano.

Canchignia et al. (2008) en fase de aclimatacion de platano cv. Maquefio (Musa balbisiana
AAB) experimentaron solamente con los sustratos: tierra de sembrado, arena, cascarilla de arroz
y carboncillo, encontrando diferencias estadisticas significativas con promedios superiores en
el sustrato tierra de sembrado en las variables evaluadas de didametro de pseudotallo con 0.60
cm, altura de planta con 10.70 cm, longitud de raiz mayor 6.10 cm y sobrevivencia del 80 % de

plantas aclimatadas.
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Figura 11. Plantas grandes mayores de 5 cm, plantas medianas entre 3.1- 5 cm y plantas
pequefias entre 1-3 cm.
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VI. CONCLUSIONES

En la fase de multiplicacion con el empleo del biorreactor BIMOT las variables longitud del
pseudotallo, nimero de hojas y nimero de brotes presentaron mejor respuesta estadistica en los
medios de cultivo que contenia la combinacion de 2.25 de mg L de BAP con 0.65 mg L™ de
AIA y con solo 2.50 mg L™ de BAP.

La siembra de dos y tres brotes axilares en BIMOT presentaron similar respuesta estadistica en

las variables longitud del pseudotallo, el nimero de hojas y el nimero de brotes axilares.

Con densidades de siembra de 60, 70 y 80 brotes en BIMOT se favorecid el incremento del
namero de brotes axilares producidos a las tres semanas. Sin embargo, en base a los resultados
en las variables evaluadas, se encontr6 una mejor respuesta al inocular una densidad de 60

explantes por biorreactor.

Con la adicién de 1.00 mg L™ de AIA se obtuvo la mejor respuesta en niimero de raices a las

cuatro semanas en el modelo de biorreactor BIMOT.

En la fase de aclimatacion las plantas de las categorias pequefias, medianas y grandes con dosis
de 0.50 ml L del bioestimulante Protifert LMW presentaron mejor comportamiento estadistico

en las variables longitud del pseudotallo, nimero de hojas y numero de raices.

33



VIil. RECOMENDACIONES

Utilizar el biorreactor tipo BIMOT con una frecuencia de inmersion de los tejidos de una cada
24 horas y con un tiempo de inmersion de tres minutos en la micropropagacion de platano cv.

Enano.

Experimentar con un niamero mayor de subcultivos la multiplicacion de cv. Enano en BIMOT
con diferentes practicas de manejo (concentraciones de hormonas, tipo de tejido y densidad de

siembra) para garantizar resultados similares en la eficiencia del biorreactor.

Incorporar la siembra en condiciones de campo con el objetivo de conocer la productividad y la

estabilidad genética de las plantas propagadas.
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