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RESUMEN

Desde hace mas de tres décadas en las Biofabricas de Cultivo de Tejidos, se emplean las técnicas in vitro
para la propagacion de varios cultivares. Sin embargo, la expansion de las técnicas de micropropagacion
depende de la adaptacion de nuevas metodologias que permitan incrementar el coeficiente de multiplica-
cion y mejorar la calidad de las plantas. En el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de In-
vestigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), con el objetivo de incrementar el coeficiente de multipli-
cacion en la propagacion in vitro del cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’ se estudiaron diferentes con-
centraciones de VIUSID Agro® (0.0 ml.1™", (control); 0.05 ml.1"*, 0.10 mL.I""; 0.15 ml.1""; y 0.20 m1.1"" de
VIUSID Agro®). Se evalu6 el coeficiente de multiplicaciéon (u), altura de los brotes de yemas axilares
(cm), grado de oxidacion (u) y didmetro del pseudo tallo de los brotes de yemas axilares (cm) a los 15
dias en la etapa de establecimiento in vitro y a los 21 dias durante la multiplicacion in vitro después de
haberse realizado el subcultivo. Se pudo demostrar que al utilizar una dosis de 0.15 ml.I"' de VIUSID
Agro® se increment6 de forma significativa el coeficiente de multiplicacion de 1.0 (control) a 1.78 en la
etapa de establecimiento in vitro sin diferencias con la dosis de 0.20 ml.I"* de VIUSID Agro® y en la etapa
de multiplicacién in vitro con una dosis de 0.10 mlI"* de VIUSID Agro® sin diferencia con la dosis de
0.15 mLI"* de VIUSID Agro® aumentando el coeficiente de multiplicacion de 1.51 (control) a 3.42; asi
como los demas parametros evaluados obteniendo explantes de alta calidad fisiologica y genética.

Palabras claves: Bioestimulante, coeficiente de multiplicacion, dosis, explantes.

ABSTRACT

For more than three decades, in vitro techniques have been used in tissue culture biofactories for the
propagation of various cultivars. However, the expansion of micropropagation techniques depends on the
adaptation of new methodologies that increase the multiplication coefficient and improve plant quality.
At the Plant Biotechnology Laboratory of the Tropical Root Vegetable Research Institute (INIVIT), dif-
ferent concentrations of VIUSID Agro® (0.0 ml.I"* (control), 0.05 ml.I"*, 0.10 mLI*; 0.15 mL.I™*; and 0.20
ml.I"! of VIUSID Agro®) were studied to increase the multiplication coefficient in the in vitro propagation
of the plantain cultivar 'INIVIT PB-2012". The multiplication coefficient (u), height of axillary bud shoots
(cm), oxidation degree (u), and pseudostem diameter of axillary bud shoots (cm) were evaluated at 15
days in the in vitro establishment stage and at 21 days during in vitro multiplication after subculture. It
was shown that by using a dose of 0.15 ml.I"! of VIUSID Agro®, the multiplication coefficient was sig-
nificantly increased from 1.0 (control) to 1.78 in the in vitro establishment stage with no differences with
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the dose of 0.20 ml.1"! of VIUSID Agro® and in the in vitro multiplication stage with a dose of 0.10 ml.1™*
of VIUSID Agro® without differences with the dose of 0.15 mlL1™' of VIUSID Agro® increasing the
multiplication coefficient from 1.51 (control) to 3.42; as well as the other parameters evaluated, obtaining
explants of high physiological and genetic quality.

Keywords: Bio stimulant, multiplication coefficient, dose, explants.

INTRODUCCION

Los platanos y bananos (Musa spp.) representan uno de los cultivos alimentarios mas importantes a nivel
mundial, particularmente en regiones tropicales y subtropicales, donde constituyen una fuente esencial de
energia, nutrientes y sustento econdmico. Seglin la Division de Estadisticas de la FAO, la produccion
global de bananas alcanz6 aproximadamente 952 millones de toneladas métricas en 2023, lo que evidencia
su papel estratégico en la seguridad alimentaria mundial y en el comercio agricola internacional !.

El uso de herramientas biotecnologicas se ha consolidado como una estrategia fundamental para la mul-
tiplicacion de material vegetal libre de enfermedades 2. Esta metodologia ha facilitado la introduccion
rapida de nuevas variedades desarrolladas mediante seleccion, mutagénesis, programas de mejoramiento
genético o manipulacion directa del genoma.

Diversos clones de platanos y bananos han sido propagados con éxito mediante cultivo in vitro por orga-
nogénesis directa a partir de yemas axilares, un sistema reconocido por su alta fidelidad genética, bajos
indices de variacion somaclonal y elevada reproducibilidad, libre de agentes contaminantes *. Sin em-
bargo, en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012° —desarrollado por el programa de mejoramiento ge-
nético del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales— ha mostrado bajos coeficientes de multi-
plicacion durante las fases de establecimiento y multiplicacién in vitro, lo que limita su aprovechamiento
comercial.

Una alternativa prometedora para mejorar estos indices de multiplicacion es el uso del VIUSID Agro®,
un bioestimulante vegetal que actia como regulador del crecimiento, estimulando diversos procesos fi-
siologicos implicados en el desarrollo de las plantas.

Este producto ha sido empleado con éxito en diferentes areas de la agronomia como alternativa ecologica
al uso de insumos quimicos convencionales. Su composicion incluye acido malico, glicirricinato mono-
amonico, aminoacidos, fosfatos, vitaminas y minerales, todos sometidos a un proceso de activaciéon mo-
lecular por biocatalisis, lo cual incrementa la actividad biologica y la reactividad bioquimica de sus com-
ponentes sin alterar su estructura . Esta formulacion potencia las condiciones de crecimiento inicial,
regula procesos metabdlicos dentro de las células vegetales, y es completamente inocua para el medio
ambiente y no toxica 7%

Hasta la fecha, no se han encontrado estudios publicados sobre el uso de VIUSID Agro® en sistemas de
propagacion in vitro, siendo su aplicacion reportada solo en cultivos agricolas en condiciones ex vitro.
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Por tanto, su evaluacion en sistemas de micropropagacion representa una innovacion significativa en el
campo de la biotecnologia vegetal.

Considerando esta problematica, el presente estudio se planteé como objetivo evaluar el efecto del VIU-
SID Agro® sobre el establecimiento y la multiplicacion in vitro del cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012°,
con énfasis en su influencia sobre el coeficiente de multiplicacion y la calidad fisioldgica de los explantes.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigaciones
de Viandas Tropicales (INIVIT), Cuba. En el periodo comprendido entre febrero y octubre del 2024.

Procedimientos generales

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C de temperatura y una presion de 1.2 Kg.cm™2,
el tiempo de esterilizacion varié en dependencia del volumen de medio de cultivo. El instrumental (pinzas,
espatulas y bisturi) se desinfectd en un esterilizador eléctrico (DENT-EQ) que permanecié dentro del flujo
laminar horizontal.

Medios de cultivo

En la etapa de establecimiento in vitro se utilizo el medio de cultivo formado por las sales MS, suplemen-
tado con sacarosa (30.0 g.I'!); tiamina adicional (1.0 mg.I""); mioinositol (100.0 mg.I""); 6-BAP (1.13
mg.I"); AIA (0.88 mg.I"!)’ y para la multiplicacion in vitro se utilizo el medio de cultivo basal MS con
2.25 mg.1! de 6-BAP; 0.18 mg.I"! de AIA; 30,0 g.1"! de sacarosa; 10.0 mg.I"' de acido ascorbico (con-
trol)!”.

Condiciones de cultivo in vitro
Luz artificial: se utiliz6é un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho de oscuridad, y una densidad de flujo
de fotones fotosintéticos (DFFF) de 62-68 umol m2 s~!, temperatura 27+2°C.

Material vegetal

Se utilizo el cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’ procedentes del Banco de Germoplasma INIVIT.
A partir de plantas en floracion, previamente seleccionadas con buen estado fitosanitario y nutricional, se
seleccionaron los hijos de tipo “espada” con una altura entre 25 y 30 cm, los cuales fueron llevados a
condiciones semicontroladas (Fase 0 de la micropropagacion) en una casa de cultivo cubierta por una
malla plastica de color verde (zaran), que logra una reduccion de la intensidad luminosa del 70%. El riego
se realiz6 por microaspersion mediante el sistema microjet con una frecuencia de seis riegos al dia y una
duracion de dos minutos cada uno, lo cual garantizé una humedad relativa del 85-90%. Transcurridos 45
dias se eliminaron las partes mas externas del cormo y las vainas foliares, hasta obtener secciones de
aproximadamente diez centimetros de largo y cinco centimetros de diametro, que encierran el apice ve-
getativo.

Establecimiento in vitro
Se realiz6 una primera desinfeccion con hipoclorito de sodio (NaOCl) al 3% durante 20 minutos, seguido
por tres lavados con agua desionizada estéril durante 3-5 minutos cada uno. En condiciones asépticas en
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una cdmara de flujo laminar se redujo el tamafo del material vegetal hasta 2-3 cm de alto con una base
cuadrada de 1.5 cm aproximadamente, seguido de una segunda desinfeccion por 10 minutos con NaOCl
al 2.5% y tres lavados de dos minutos cada uno con agua destilada estéril. Luego se redujo el tamafio hasta
obtener un 4pice de aproximadamente 0.50 cm? para su incubacién en el medio de cultivo de estableci-
miento in vitro en estado liquido con soporte de papel de filtro durante 15 dias. Pasados los 15 dias de
cultivo en el medio de cultivo antes mencionado, los dpices fueron seccionados a la mitad y se colocaron
en el medio de multiplicacion, Figura 1.

Pretratamiento y desinfeccioén
Hipoclorito NaOC!t 3 % - 20 min

Plantas madre Selecciony corte de cormos
Banco germoplasma — Plantas madre sanas Cormos tipo “espada”-25-30cm

Seccién de apices en condiciones asépticas Establecimiento en medio in vitro
Corte a 0,5 cm - Medio MS liquido 15dias-27°C- 16 hluz-pH 6,1

Figura 1. Flujo de trabajo para el establecimiento in vitro del cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’ con adicién de
VIUSID Agro®. Se muestran las etapas desde la seleccion de plantas madre sanas en banco de germoplasma, corte de
cormos tipo “espada”, pretratamiento y desinfeccion, seccion de apices en condiciones asépticas y establecimiento en
medio de cultivo MS suplementado. Se indican los tiempos y condiciones clave de cada fase (fotoperiodo de 16 h,
temperatura 27 °C, pH 6.1). A la derecha, panel comparativo antes/después del tratamiento con VIUSID Agro®,

evidenciando el incremento en vigor y desarrollo de los explantes.

Se coloco 1 explantes por tubo de ensayo con 15 ml de medio cultivo por cada uno (establecimiento y
multiplicacion in vitro), adicionando diferentes dosis del producto VIUSID Agro® en el flujo laminar, el
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cual fue esterilizado por filtracion con una membrana PTFE de 0.22 pm, (MIDISART 2000, SARTORIUS
Co.

El coeficiente de multiplicacion se calcul6 de la siguiente forma:

CM = Numero de explantes obtenidos

Numero de explantes adicionados
Con el objetivo de incrementar el coeficiente de multiplicacion y la calidad de los explantes en el cultivar
de platano ‘INIVIT PB-2012’ se evaluaron diferentes dosis del VIUSID Agro® desde 0.0 ml.I"! (control);
0.05ml. 1%, 0.10 ml. I"*; 0.15 mLI"" y 0.20 ml.1"".

En los experimentos las evaluaciones se realizaron a los 15 dias de cultivo durante la etapa de estableci-
miento in vitro 'y a los 21 dias en multiplicacion in vitro y se realizaron tres repeticiones por cada trata-
miento, donde se evaluo:
I. Coeficiente de multiplicacion (u). Se determind por el nimero de brotes finales con respecto al
nimero de brotes iniciales.
II. Altura de los brotes de yemas axilares (cm). Se midié desde la base del pseudotallo hasta la in-
sercion de la primera hoja.
I11. Grado de oxidacion segun escala (u)',
Grado 0: no hubo oxidacion, coloracion del explante de blanco—amarillo crema.
Grado 1: Incipiente coloracion carmelita sin llegar a la necrosis del tejido.
Grado 2: 25% de tejido necrotico en la base del explante.
Grado 3: 50% de tejido necrdtico en la base del explante.
Grado 4: 75% de tejido necrotico en la base del explante con penetracion.
Grado 5: 100% de tejido necrético en la base del explante con penetracidon y se necesitan cortes pro-
fundos para lograr que la asimilacion de nutrientes sea efectiva.
IV. Diametro del pseudotallo de los brotes de yemas axilares (cm). Se midié el didmetro de la base
del pseudotallo.
Todos los medios de cultivo el pH se ajusto a 6.1 antes de la esterilizacion en autoclave.
En los experimentos se aplico un disefio completamente aleatorizado por entender homogéneas las con-
diciones de cultivo dentro de las cdmaras y considerar como unica fuente de variacion los tratamientos.
Se comprobo el ajuste a la distribucion normal de los datos de cada tratamiento (Kolmogorov-Smirnov)
y la homogeneidad de las varianzas (Levene). Puesto que se encontré normalidad y homogeneidad de
varianzas, con un nivel de significacion de p<0.05, los datos se procesaron mediante analisis de varianza
de clasificacion simple y la comparacion multiple de medias se realizé segun la prueba de Tukey. Para el
procesamiento de los datos se empleo el paquete estadistico SPSS ver 25.0 para Windows.

RESULTADOS

A partir de los resultados obtenidos se pudo demostrar que el mejor resultado se obtuvo con la adicion de
0.15 mL1"" de Viusid Agro® adicionado al medio de cultivo en establecimiento in vitro en el cultivar de
platano ‘INIVIT PB-2012’ a los 15 dias de cultivo (Figura 2); donde los explantes presentaron caracteris-
ticas cualitativas muy superiores al resto de los demads tratamientos como un alto coeficiente de multipli-
cacion, altura del explante y didmetro del pseudotallo, Figura 3, 4 y 5.
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a) Control b) 0.15 mLI"" VIUSID Agro®

Figura 2. Comparacién visual de explantes de platano ‘INIVIT PB-2012’ durante la fase de establecimiento in vitro a
los 15 dias de cultivo. A la izquierda, tratamiento control sin VIUSID Agro®; a la derecha, explantes tratados con 0.15
mlLI* de VIUSID Agro®. Se observa un aumento significativo del coeficiente de multiplicacién (1.78 vs 1.0), mayor

altura de brotes y diametro del pseudotallo, asi como reduccion en el grado de oxidacién.
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Figura 3. Resultados del coeficiente de multiplicacion (u) durante la fase de establecimiento in vitro a los 15 dias de
cultivo con el uso del VIUSID Agro®en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012°.
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Figura 4. Resultados de la altura de los brotes de yemas axilares (cm) y el diAmetro del pseudotallo de los brotes de
yemas axilares (cm) durante la fase de establecimiento ir vitro a los 15 dias de cultivo con el uso del VIUSID Agro® en
el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’.
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Figura 5. Resultados del grado de oxidacion (u) durante la fase de establecimiento in vitro a los 15 dias de cultivo con el
uso del VIUSID Agro® en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012°.

Al evaluar el efecto del VIUSID Agro® durante la fase de multiplicacion in vitro podemos decir que el
mejor resultado se obtuvo con una dosis de 0.10 mLI"' de VIUSID Agro® a los 21 dias de cultivo (Figura
6); incrementando de esta forma todas las variables evaluadas en el cultivar de platano de platano ‘INIVIT
PB-2012’, sin diferencias significativas con el tratamiento de 0.15 ml.I"!, Figura 7, 8 y 9.

. - ' = e
a) Control b) 0,10 ml.I"* VIUSID Agro®
Figura 6. Comparacion visual de explantes de platano ‘INIVIT PB-2012’ durante la fase de multiplicacion in vitro a los
21 dias de cultivo. A la izquierda, tratamiento control sin VIUSID Agro®; a la derecha, explantes tratados con 0.10

mlI" de VIUSID Agro®. Se aprecia un mayor niimero de brotes (coeficiente de multiplicacion de 3.42 vs 1.51), brotes
mas robustos y menor oxidacion visible.
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Figura 7. Resultados del coeficiente de multiplicacion (u) durante la fase de multiplicacién in vitro a los 21 dias de cultivo
con el uso del VIUSID Agro® en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012°.
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Figura 8. Resultados de la altura de los brotes de yemas axilares (u) y el didAmetro del pseudotallo de los brotes de yemas
axilares (u) durante la fase de multiplicacion in vitro a los 21 dias de cultivo con el uso del VIUSID Agro® en el cultivar
de platano ‘INIVIT PB-2012°.

Grado de Oxidacion (u)

3.0a 3.0a 3.0a

2.0b 2.0b

1 2 3 4 5

Figura 9. Resultados del grado de oxidacion (u) durante la fase de multiplicacién in vitro a los 21 dias de cultivo con el
uso del VIUSID Agro® en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’.

Tratamientos: 1. Control; 2. 0.05 mLI™* VIUSID Agro®; 3. 0.10 mLI"* VIUSID Agro®; 4. 0.15 ml.I"* VIUSID Agro®; 5.
0.20 mlL.I"* VIUSID Agro®.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio confirman el potencial del bioestimulante VIUSID Agro® como
agente promotor del crecimiento en la micropropagacion del cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012°, una
variedad de alta demanda agroproductiva. La aplicacion de concentraciones especificas (0.15 mLI™" en
establecimiento y 0.10 ml.I"! en multiplicacion) permitié incrementar significativamente el coeficiente de
multiplicacion, asi como mejorar el vigor vegetal y reducir los niveles de oxidacion, en comparacion con
los explantes control.

Estos hallazgos resultan relevantes si se consideran los desafios reportados en la literatura para la
propagacion de variedades de Musa spp., que frecuentemente presentan baja eficiencia en fases iniciales
de cultivo in vitro '> 13, En estudios previos se han descrito bioestimulantes como el 4cido salicilico,
amino4cidos libres o extractos de algas, pero con resultados variables y dependientes del genotipo '*1°.
En este sentido, el presente trabajo representa el primer reporte conocido sobre la aplicacion de VIUSID
Agro® en cultivos de Musa spp. bajo condiciones in vitro, ampliando su aplicacion mas alla del cultivo
de ajo '°.

A nivel fisiologico, los efectos observados podrian estar relacionados con los componentes bioactivos del
VIUSID Agro®, que incluyen acido malico, aminoacidos, glicirricinato, vitaminas y minerales activados
molecularmente. Se ha documentado que estos compuestos pueden estimular la division y elongacioén

1718 Esto explicaria el notable

celular, la sintesis de proteinas y la actividad de enzimas antioxidantes
incremento en altura, grosor del pseudotallo y reduccidon en los signos de oxidacion en los explantes
tratados, factores criticos para la supervivencia y regeneracion de plantas en fases posteriores.
Comparando con estudios internacionales, valores similares de mejora en el coeficiente de multiplicacion
se han logrado en sistemas de inmersién temporal utilizando citocininas en platano ' (Lopez et al., 2008)
o mediante aminoacidos exdgenos en soya 2°, lo que sugiere que el uso de compuestos bioactivos
complejos como VIUSID Agro® puede ofrecer ventajas comparables o superiores, con un enfoque mas
integral y menos fitotoxico.

Nuestro hallazgo de respuesta dptima a dosis especificas —sin requerir concentraciones excesivas— se
asemeja a lo observado en sistemas de inmersion temporal, donde la frecuencia y dosis correctas
optimizan la proliferacion y calidad de planta” (Méndez-Hernandez & Loyola-Vargas, 2024) 2122,

Desde el punto de vista de la aplicabilidad agricola, los tiempos cortos de evaluacion (15-21 dias), junto
con la mejora en todos los parametros morfofisioldgicos, posicionan al VIUSID Agro® como una
herramienta prometedora para escalar la produccion de vitroplantas de platano con alta calidad genética
y fisiologica, tanto en medios convencionales como en sistemas automatizados (biorreactores de

inmersion temporal).

Perspectivas Futuras

- Evaluar el efecto del VIUSID Agro® en otros genotipos de Musa spp. y en otras fases del proceso
(aclimatacion y campo).

- Explorar sinergias con sistemas de inmersion temporal o cultivo liquido continuo.

- Estudiar los mecanismos moleculares de accion, incluyendo perfiles transcriptomicos o metabolomicos
asociados a la accion del bioestimulante.
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- Comparar directamente el rendimiento de este bioestimulante con otros de uso comun en la
micropropagacion tropical.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la aplicacion del bioestimulante VIUSID
Agro® en concentraciones especificas mejora significativamente el desarrollo in vitro del cultivar de
platano ‘INIVIT PB-2012’. En la fase de establecimiento, una dosis de 0.15 mL1™! permitié aumentar el
coeficiente de multiplicacion de 1.0 a 1.78, mientras que en la fase de multiplicacion, 0.10 ml.1! elevo
este valor a 3.42, en comparacion con el tratamiento control.

Ademas del incremento en el nimero de brotes, se observaron mejoras significativas en la altura de los
explantes, didmetro del pseudotallo y una reduccion en el grado de oxidacion, lo cual sugiere un efecto
positivo integral sobre la calidad fisiologica de los tejidos cultivados. Estos efectos se relacionan con la
accion sinérgica de los compuestos bioactivos del VIUSID Agro®, incluyendo aminoacidos, vitaminas,
glicirricinato y 4cido malico, activados mediante biocatalisis molecular.

Los hallazgos coinciden con investigaciones previas en cultivos como ajo, soya o Camelina sativa,
donde se ha demostrado que bioestimulantes complejos pueden mitigar el estrés oxidativo y promover el
crecimiento bajo condiciones controladas. En este sentido, el presente trabajo aporta una evidencia no-
vedosa sobre el uso de VIUSID Agro® en sistemas de micropropagacion vegetal, especialmente en
Musa spp., un grupo con alta importancia agroalimentaria en regiones tropicales.

El uso de VIUSID Agro® no solo permite acortar el tiempo del ciclo in vitro a 15-21 dias, sino que
también representa una alternativa sostenible, no téxica y potencialmente escalable a sistemas de cultivo
mas avanzados como biorreactores de inmersion temporal.
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