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RESUMEN

El Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) se ha empleado para la multiplicacion in vitro de diferentes culti-
vares que permitan obtener elevados coeficientes de multiplicacion. El presente trabajo se realizo con el ob-
jetivo de determinar las condiciones de cultivo en el cultivar a propagar que permitan incrementar el coefi-
ciente de multiplicacion. Se seleccion6 el cultivar de platano burro ‘INIVITPB-2012°, de alto potencial de
rendimiento, procedente del Banco de Germoplasma del Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales,
(INTVIT). Se llevaron a cabo experimentos independientes y consecutivos donde se determiné el efecto del
tiempo de inmersion, la frecuencia de inmersion y el volumen de medio de cultivo que posibilitard un incre-
mento en el nimero de explantes a obtener. Como resultado se pudo determinar que con un tiempo de inmer-
sion de diez minutos, frecuencia de inmersion cada 3 horas y 30 ml de medio de cultivo por explante a los 18
dias de cultivo se obtuvieron los mejores resultados en las variables evaluadas.

Palabras clave: coeficiente de multiplicacion; cultivar; frecuencia de inmersion; volumen de medio de cul-
tivo.

ABSTRACT

Temporary immersion systems (SIT) have been used for the in vitro multiplication of different cultivars, al-
lowing high multiplication coefficients to be obtained. The present work was carried out with the objective of
determining the cultivation conditions in the cultivar to be propagated that allow for the increase of the mul-
tiplication coefficient. With high yield potential, the donkey banana cultivar 'INIVITPB-2012" was selected
from the Germplasm Bank of the Tropical Viands Research Institute (INIVIT). Independent and consecutive
experiments were carried out where the effect of immersion time, immersion frequency, and the volume of
culture medium that would enable an increase in the number of explants to be obtained were determined. As
a result, it was determined that with an immersion time of ten minutes, immersion frequency every 3 hours,
and 30 ml of culture medium per explant after 18 days of culture, the best results were obtained in the variables
evaluated.

Keywords: multiplication coefficient; cultivar; frequency the inmersion; volume of culture medium

INTRODUCCION

El platano (Musa spp.) es una fuente importante de alimentos para gran parte de la poblacion mundial, locali-
zada principalmente en paises tropicales. La produccién anual de platano fue de 141,02 MMt'.
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Dentro de las técnicas de cultivo de tejidos, la micropropagacion es una alternativa desarrollada para la pro-
duccion a gran escala de plantas, que ha sido utilizada con éxito desde los afios 60 del siglo pasado. La prin-
cipal ventaja de esta técnica estriba en la multiplicacion rapida del material clonal libre de enfermedades,
fisiologicamente uniforme y con un desarrollo normal. Estas caracteristicas han servido para introducir rapi-
damente en el mercado nuevas variedades de plantas obtenidas mediante la seleccion, mutacidon, programas
de mejora y manipulacion genética’. En general la micropropagacion de plantas presenta algunas desventajas
como son: bajos coeficientes de multiplicacion, alto costo por mano de obra y la escasa posibilidad de auto-
matizacion que brinda el proceso’.

En los ultimos tiempos se han desarrollado 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 debido a la no utilizacion del agar agar ya que 1.0 gramo cuesta en el mercado internacional 0.095
centavos Euros, permiten una mayor optimizacion biolodgica por los altos coeficientes de multiplicacion que
se obtienen y un mejor comportamiento de las vitro plantas ex vifro por mayor metabolismo autotréfico du-
rante la fase in vitro*>*.

Los Sistemas de Inmersiéon Temporal (SIT) ademds de solucionar las dificultades de los cultivos en medios
liquidos estaticos, abren la posibilidad de semiautomatizar algunas etapas del cultivo in vitro’, permiten mayor
facilidad de escalado y aumentan la eficiencia bioldgica y productiva del material propagado®®1®11-12 Al
mismo tiempo la morfologia y el comportamiento fisiologico de los cultivos son muy semejantes a los que
presentan las plantas en condiciones ex vitro, lo que permite una mayor tasa de supervivencia'!4,

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) son una de las herramientas mas avanzadas para la micropropa-
gacion comercial. Se basan en el principio operativo de simplemente sumergir las células, tejidos u 6rganos
en medios liquidos durante periodos de tiempo!>!®®; ademas promueve procesos fisiologicos como la fotosin-
tesis, la respiracion, el desarrollo de la clorofila y el funcionamiento estomatico, lo que favorece el desarrollo
durante el proceso de aclimatacion'’.

La utilizacion de medios de cultivo liquidos en Sistemas de Inmersion Temporal es una condicion para lograr
desarrollar esta alternativa’. '®Desarrollaron el Sistema de Inmersion Temporal, el cual ha sido empleado para
el cultivo de microesquejes, organogénesis y embriogénesis somatica en varias especies de interés agri-
cola'®?%, con altas tasas de multiplicacion, lo cual ha permitido disminuir los costos de produccion y reducir
riesgos de contaminaciones.

Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo se realizé con el objetivo de incrementar el coeficiente de
multiplicacion en el cultivar de platano burro ‘INIVITPB-2012’ utilizando el Sistema de Inmersion Temporal.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigaciones de
Viandas Tropicales (INIVIT), Cuba. En el periodo comprendido entre octubre del 2021 a septiembre del 2022.
Procedimientos generales

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121 °C de temperatura y una presion de 1,2 Kg.cm™; el
tiempo de esterilizacion varido 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. Las condiciones de cultivo fueron: temperatura 27 + 2°C y régimen de 16 horas de luz
(DFFF de 62-68 pmol m-2s!) y ocho de oscuridad.

Medios de cultivo

Se utiliz6 el medio de cultivo basal MS? con 2,25 mg 1! de 6-BAP; 0,18 mg 1! de AIA; 30,0 g 1! de sacarosa;
10,0 mg 1! de 4cido ascorbico (control)?>.

Condiciones de cultivo in vitro

Luz artificial: se utilizé un fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho de oscuridad, y una densidad de flujo de
fotones fotosintéticos (DFFF) de 62-68 umol m™ s™!, temperatura 274+2°C.

Componentes del sistema de inmersion temporal

Se emplearon baterias de frascos de cultivo formados por dos frascos de cuatro litros de capacidad, uno para
el crecimiento de los explantes y el otro como reservorio de medio de cultivo. Estos frascos fueron conectados
entre si por una manguera de silicona de seis milimetros de didmetro mediante conectores que atraviesan la
tapa. En la parte interna de la misma se coloc6 una manguera menos flexible, la cual desciende hasta el fondo
en ambos recipientes. El medio de cultivo circul6 de un frasco a otro en dependencia de la apertura o cierre
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de las electrovalvulas, las cuales estaban conectadas a un temporizador programable para la determinacion de
la frecuencia y la duracion de la inmersion. A la entrada de los frascos se colocaron filtros hidrofébicos (0,22
pm, Midisart 2000, Sartorius AG) para garantizar la esterilidad y la presion de aire, esta fue regulada por un
manometro Ademas posee un compresor de aire con encendido automatico que garantizo la disponibilidad
del mismo?®*

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 realizo
por microaspersion mediante el sistema microjet con una frecuencia de seis riegos al dia y una duraciéon de
dos minutos cada uno, lo cual garantiz6 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 didmetro, que encierran el apice vegetativo.

Con el objetivo de determinar el tiempo de inmersion en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’ se estudiaron
tres tratamientos: tiempo de inmersion por 5 minutos, 10 minutos y 15 minutos (control).

También se determind la frecuencia de inmersion donde se estudiaron tres tratamientos: frecuencia de
inmersion cada 3, 6 y 8 horas (control).

Se evalu¢ el efecto de cuatro volimenes de medio de cultivo (cantidad de nutrientes) por explantes: 10; 20;
30 y 40 ml (control) y se colocaron 50 explantes por frasco. El volumen de medio de cultivo fue de 500; 1000;
1500 (control) y 2000 ml.

En los experimentos las evaluaciones se realizaron a los 18 dias de cultivo donde se evaluo:

I. Coeficiente de multiplicacion (unidades). Se determiné por el nimero de brotes finales con respecto
al nimero de brotes iniciales.
II. Altura de los brotes de yemas axilares (cm). Se midio desde la base del pseudotallo hasta la insercion
de la primera hoja.
I11. Grado de oxidacion segun escala®
Grado 0: no hubo oxidacién, coloracion del explante de blanco—amarillo crema.
Grado 1: Incipiente coloracién carmelita sin llegar a la necrosis del tejido.
Grado 2: 25% de tejido necrotico en la base del explante.
Grado 3: 50% de tejido necrotico en la base del explante.
Grado 4: 75% de tejido necrotico en la base del explante con penetracion.
Grado 5: 100% de tejido necrotico en la base del explante con penetracion y se necesitan cortes profundos
para lograr que la asimilacidon de nutrientes sea efectiva.
IV. Didmetro del pseudotallo de los brotes de yemas axilares (cm). Se midi6 el diametro de la base del
pseudotallo.
Todos los medios de cultivo el pH se ajusté a 6,1 antes de la esterilizacion en autoclave.
Se emplearon 10 baterias por tratamiento.
En los experimentos se aplicé un disefio completamente aleatorizado por entender homogéneas las condicio-
nes de cultivo dentro de las camaras 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 encontr6 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 segln la prueba de Tukey. Para el procesamiento de
los datos se emple6 el paquete estadistico SPSS ver 25.0 para Windows.

RESULTADOS

Al aplicar un tiempo de inmersién de 10 minutos (Tabla 1) se obtienen los mejores resultados en todas las
evaluaciones realizadas para el coeficiente de multiplicacion, diametro del pseudotallo, grado de oxidacion y
altura de los brotes de yemas axilares explante con diferencias significativas respecto al resto de los demaés
tratamientos.
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Tratamientos Coeficiente de Diametro del Grado de oxidacion (u) Altura de los brotes
Multiplicaciéon (u) = pseudotallo (cm) de yemas axilares

(cm)

5 minutos 482 c 0,32 ¢ 325¢c 1,28 ¢

10 minutos 6,77 a 0,61 a 298 a 2,85a

15 minutos (control) 5,46 b 0,47 b 2,170 1,99 b

EE + 0,26* 0,11 * 0,15 * 0,09 *

CV (%) 9,94 11,26 12,89 11,65

*Letra diferentes indican diferencias estadisticas para p<0.05 segin la prueba de Tukey
Tabla 1. Efecto del tiempo de inmersion en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’ en Sistema de Inmersion Temporal.

Cuando se utiliz6 la frecuencia de inmersion cada tres horas, con un tiempo de 10 minutos se obtuvieron los
mejores resultados para las variables evaluadas, con diferencias significativas respecto al resto de los trata-
mientos sin la presencia de brotes hiperhidratados, ni multiyemas (Tabla 2).

Tratamientos Coeficiente de Diametro del Grado de oxidacion = Altura de los brotes

Multiplicacion (u) pseudotallo (cm) (u) de yemas axilares
(cm)

3 horas 8,75a 0,67 a 2250 3,75a

6 horas 5,26 ¢ 0,28 ¢ 398a 3,29b

8 horas (control) 421b 0,45b 3,56 a 2,99 ¢

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

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

*Letra diferentes indican diferencias estadisticas para p<0.05 segtin la prueba de Tukey
Tabla 2. Efecto de la frecuencia de inmersion en los brotes axilares en el cultivar de platano ‘INIVITPB-2012’ en Sistema
de Inmersion Temporal.

El volumen de medio de cultivo tuvo influencia sobre todas las variables evaluadas con la adicién de 50
explantes por frasco de cuatro litros de capacidad. Los mayores valores en cuanto a las variables evaluadas se
alcanzaron cuando se empled una relacion de 30 ml de medio de cultivo por explante. En cuanto al grado de
oxidacion se obtuvo el menor valor (Tabla 3).

Tratamientos Coeficiente de Diametro del Grado de Altura de los brotes de
Multiplicacion (u) = pseudotallo (cm)  oxidacion (u) yemas axilares (cm)

10 ml/explante 5,11d 0,63 c¢c 2,25¢ 2,52b

20 ml/explante 6,22 b 0,59 ¢ 2,75b 2,78 b

30 ml/explante 9,58 a 0,95 a 2,12 ¢ 2,99 a

40 ml/explante 8,01 ¢ 0,75b 3,01 a 2,43 b
(control)

EE + 0,29* 0,37 * 0,18 * 0,14 *

CV (%) 10,45 11,26 12,96 12,10

*Letra diferentes indican diferencias estadisticas para p<0.05 segtn la prueba de Tukey
Tabla 3. Efecto del volumen de medio de cultivo sobre las variables evaluadas en los “brotes axilares” del cultivar de platano
burro ‘INIVIT PB-2012’ en Sistema de Inmersiéon Temporal.
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Con estos resultados se demuestran las ventajas del uso de los Sistemas de Inmersion Temporal en la fase de
multiplicacion in vitro en el cultivar ‘INIVIT PB-2012" para aumentar la disponibilidad y calidad de los ex-
plantes en el proceso de propagacion in vitro. Ademas los experimentos desarrollados permitieron incrementar
el coeficiente de multiplicacion de 5,46 a 9,58 obteniendo plantas con caracteristicas muy superiores a las
obtenidas en medios de cultivo en estado semisolido. (Figura 1).

Los experimentos desarrollados permitieron establecer una metodologia que incrementa significativamente el
coeficiente de multiplicacion en el cultivar de platano ‘INIVIT PB-2012’, basada en la inmersioén temporal
de los explantes. La superioridad del nuevo método entre otros aspectos esta dada por el empleo del medio de
cultivo en estado liquido, que, a diferencia del medio de cultivo en estado semisolido, facilita la asimilacion
de los nutrientes por los explantes. Ademas, en estos sistemas los explantes no estan constantemente en con-
tacto con el medio de cultivo, sino, solo a determinada frecuencia y un periodo corto de tiempo que permite
la renovacion constante de la atmosfera interna de los frascos y evita la acumulacion de gases nocivos como
el etileno, asi como, facilita la regulacion de la concentracion de CO» y la oxigenacion de los tejidos.

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

DISCUSION

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

En el cultivar de Morera Morus alba L. variedad criolla,?” al utilizar un tiempo de inmersion de tres minutos
con una frecuencia cada ocho horas logré aumentar el nimero de brotes de 1,9 (método convencional) a 4,67
(Sistema de Inmersion Temporal) con diferencias significativas con el resto de los demads tratamiento.

Al utilizar “cluster” en el cultivar de Vainilla (Vanilla planifolia ].) provenientes de yemas axilares?® inici6 la
micropropagacion en Sistemas de Inmersion Temporal por medio de segmentos nodales provenientes de ye-
mas axilares donde demostrd que el tiempo de inmersion utilizado en estos sistemas varia de manera impor-
tante segun la especie y del tipo de SIT que se selecciona para la micropropagacion de plantas.
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Al utilizar un tiempo de inmersion de diez minutos, obtuvieron los mejores resultados en la multiplicacion del
cultivar de platano ‘INIVIT PV-2011" (AAB), obteniendo un coeficiente de multiplicacion de 4,10%.

En el cultivo de guayaba (Psidium guajava L.), al utilizar el Sistema de Inmersién Temporal tipo RITA®
obtuvieron coeficientes de multiplicacién de 10,4 con un tiempo de inmersion de dos minutos y frecuencia de
cuatro veces al dia'?,

Estos resultados coinciden con los obtenidos por’° y*! donde las frecuencias cortas aumentan el coeficiente de
multiplicacion.

Cuando se utilizaron diferentes Sistemas de Inmersion Temporal en el cultivar de mariguana (Cannabis sativa
I.) y se obtuvo como resultado coeficientes de multiplicacion de 8,0 por cada explante adicionado al sistema
RITA® y en el Plantform de 24,0; muy superior al sistema anterior con un tiempo de inmersion de un minuto
con una frecuencia cada ocho horas (tres inmersiones por dia)*2.

Durante la propagacion in vitro de hierba dulce (Stevia rebaudianav B.)** obtuvieron coeficientes de multipli-
cacion de 13,50 al utilizar una frecuencia de inmersion cada 12 horas (dos inmersiones al dia) y tres minutos
de inmersion.

En el cultivar de Anturium (Anthurium andreanum L.)’" obtuvieron 43 brotes por explante en la multiplicacién
in vitro en Sistema de Inmersion Temporal, tipo RITA® con seis inmersiones diarias, es decir, cada cuatro
horas.

En Biorreactores de Inmersion Temporal (BIT)*® lograron incrementar el coeficiente de multiplicacion en
brotes de Alcaparro (Capparis spinosa L.) de 38,5 por el método de propagacion convencional, semisolido a
89,0 con el empleo del BIT con un tiempo de inmersion de dos minutos y una frecuencia cada seis horas.

En el cultivo de la zabila (Aloe barbadensis M.)*® cuando se empled el menor tiempo de inmersion en los
sistemas tipo RITA® de un minuto se produjo el mayor numero de brotes, peso fresco y peso seco, indepen-
dientemente de las frecuencias, siendo el numero de brotes la variable determinante en la fase de multiplica-
cion.

En el cultivar de platano vianda CEMSA /4 (AAB)*’ reportaron un incremento en el niimero de brotes (6,4)
utilizando Biorreactores de Inmersion Temporal. *® trabajaron con Sistemas de Inmersién Temporal con ca-
pacidad de 5000 ml y donde aumentaron el nimero de brotes a 7,0 por explante en el cultivar de platano fruta
Gran enano.

En el cultivo del banano (Gran enano)’” alcanzaron un coeficiente de multiplicacion a 7,3; incluso superior a
los resultados informados por’’*3quienes trabajaron con los sistemas SETIS™ en el cultivar de platano
‘CEMSA % (AAB) .

Es necesario proveer a los explantes con suficientes cantidades de nutrientes esenciales, de tal manera que no
sean un factor limitante para el desarrollo. Al evaluar el volumen de medio de cultivo, se comprende que existe
relacion entre la cantidad de explantes que se utilizan por unidad experimental con respecto al volumen de
medio de cultivo y el tiempo de subcultivo.

Al utilizar una frecuencia de inmersion temporal cada 12 h y 50 ml/explante en el cutivar del Anturium (A4nt-
hurium andreanum 1L.)* lograron obtener un coeficiente de multiplicacion de 33,12 explantes en Biorreacto-
res.

Al utilizar una relacion de 25 ml/explante de medio de cultivo por cada brote de zébila (4loe barbadensis M.)
cultivado en los RITA® favoreci6 el crecimiento y desarrollo de los brotes en la fase de multiplicacién in
vitro’®.

En el cultivar de jengibre (Zingiber officinale R.) al utilizar un tiempo de inmersiéon de cinco minutos, una
frecuencia de inmersion cada seis horas y un volumen de medio de cultivo de 40 ml/explante en el Sistema de
Inmersion Temporal obtuvieron un coeficiente de multiplicacion de 4,4 lo que supero la respuesta obtenida
de brotes de jengibre cultivados en medio de cultivo semisélido (2,9)*!.

Al utilizar un volumen de medio de cultivo de 30 ml/explante en dos variedades de arandano (Vaccinium
corymbosum L.)*, obtuvieron un coeficiente de multiplicacion de 50 brotes por explante.

En el cultivo del ardndano (Vaccinium corymbosum L.) con un tiempo de inmersion de un minuto y una
frecuencia cada una hora y aireacion una vez por hora con una duracion de cuatro minutos obtuvieron una tasa
de proliferacion mas alta (6,20 + 0,81) en el biorreactor que contenia 500 ml de medio de cultivo, mientras
que los brotes mas largos (4,19 + 0,25 cm) se registraron en el biorreactor con 400 ml del medio de cultivo.
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En el cultivo de la Avellana (Corylus avellana; L) también lograron la mayor tasa de proliferacion (0,93+0,07)
en el biorreactor que contenia 400 ml, mientras que los brotes mas largos (3,13+0,49 cm) se midieron en el
biorreactor que contenia 500 ml de medio®.

Durante la propagacion in vitro del Anturium (Anthurium andreanum L.) con un volumen de medio de cultivo
de 20 ml/explante** obtuvieron un coeficiente de multiplicacién de 26,4 por explantes al utilizar el Sistema de
Inmersion Temporal tipo RITA®.

Durante la propagacion in vitro de la palma (Carludovica palmata R.) con un tiempo de inmersion de cinco
minutos, una frecuencia cada seis horas y 100ml/explante de medio de cultivo lograron obtener coeficientes
de multiplicacion de 10,60, pero cuando utilizaron volimenes de medio de cultivo de 200 ml/explante obtu-
vieron 11,32 brotes por cada explante adicionado al Sistema de Inmersién Temporal®.

En el cultivo de la cafia de azicar (Saccharum spp.), variedad ‘LAICA 04-809°)* al utilizar diferentes Siste-
mas de Inmersion Temporal y un volumen de 50 ml/explante obtuvo el mayor coeficiente de multiplicacién
(RITA® 25,53 £ 11,42, BIT® 20,08 4,1 y SETIS™ 11,47 +1,27). Los resultados de este trabajo sugieren que
la combinacion del sistema BIT® con el volumen de medio/explante de 50 ml representa las mejores condi-
ciones para la propagacion masiva de brotes de cafia de azicar después de cuatro semanas de cultivo.

Al utilizar un volumen de medio de cultivo de 15 ml por brote de yema axilar en el clon de malanga ‘Vie-
quera’*’ obtuvieron los mejores resultados en la fase de multiplicacion en cuanto al coeficiente de multiplica-
cion que fue de 10,50.

Para el cultivar de platano vianda ‘INIVITPV-2011" (AAB)?° obtuvieron que en frasco de Sistema de Inmer-
sion Temporal de 10 litros de volumen total, al utilizar una densidad de 60 explantes por frasco lograron
aumentar el coeficiente de multiplicacion de 4,18 a 8,45.

En el cultivo de maguey tepeztate (4gave marmorata R.) utilizando un nuevo Sistema de Inmersion Temporal
(GreenTray™)*® lograron incrementar el coeficiente de multiplicacion de 2,33 por el método de propagacion
convencional, semisolido a 5,69 con estos Biorreactores al utilizar un tiempo de inmersion de un minuto con
una frecuencia de inmersion cada seis horas.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos en otros estudios de micropropagacion que utilizan siste-
mas de inmersion temporal de otras especies**°.

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

En brotes de mimbrera blanca (Salix viminalis L.)’“obtuvieron altos coeficientes de multiplicacion sumergien-
dos durante un tiempo de inmersion de 1 minuto con una frecuencia de inmersion de tres o seis veces al dia,
con aireacion adicional de un minutol por hora en los biorreactores Plantform™.,

Los Sistemas de Inmersion Temporal se han utilizado para intensificar el uso de medios de cultivo en estado
liquido en la propagacion in vitro de plantas. Ademas, se ha logrado incrementar los coeficientes de multipli-
cacion respecto al medio de cultivo semisélido en multiples especies de plantas por ejemplo en cafia de azicar
(Saccharum officinarum L.),*en platano (Musa spp.)***>; en eucalipto (Eucalyptus globulus 1.)°%; en flame
(Discorea spp.)®’; en arandano (Vaccinium corymbosum L.)’%; en anthurium (Anthurium andreanum L)*; en
hibrido de durazno (Prunus persica P.)*’; vainilla (Vanilla planifolia A.)® en pitahaya (Selenicereus undatus
H.)®'.

En el cultivar de banano ‘Gran Enano’ (AAA) con inmersiones de dos minutos cada cuatro horas obtuvieron
un coeficiente de multiplicacion de 7,5 y para veinte minutos cada cuatro horas un indice de multiplicacion
de 8,0 en frascos de 10,0 L.

El Sistema de Inmersion Temporal RITA®, aumenta los indices de multiplicacién entre 3,5 y 2,6 veces mas
que el sistema de cultivo convencional en medio semisolido para el cv. ‘Williams’ (AAA) y cv. ‘Platano
Harton’ (AAB) respectivamente. Los indices de multiplicacion promedios obtenidos para el banano cv. Wi-
lliams (AAA) fueron 8,4 y 2,4 y para Platano Harton los valores obtenidos fueron 11,2 y 4,3 para Sistemas de
Inmersién Temporal (20 min cada 4 horas) y medio de cultivo semisélido respectivamente®?,

Para meristemos de banano ‘FHIA-18 (AAAB), disectados en cuatro partes y cultivados en RITA® se obtu-
vieron 60 brotes por meristemo, mientras que en medio de cultivo semisolido lograron obtener 12 brotes por
explante inicial cultivado'®.
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Los mejores resultados para la multiplicacion de los cultivares de banano ‘FHIA-01’ (AAAB) y ‘FHIA-18’
(AAAB) se alcanzaron con la densidad de cinco explantes y una frecuencia de inmersion de tres veces durante
un minuto cada 24 horas, en frascos de Inmersion Temporal, tipo RITA®®,

En el cultivar de platano vianda ‘INIVIT PV06-30° (Musa spp., AAB) se logré su multiplicacién con un
tiempo de inmersion de 10 minutos, frecuencia de inmersion cada seis horas y 40 ml de medio de cultivo por
explante, incrementando de esta forma los parametros a evaluar, excepto el grado de oxidacion donde se ob-
tiene el menos valor®,

Con untiempo de 10 minutos y una frecuencia de inmersion cada tres horas, se alcanza-
ron los mejores resultados en cuanto al numero de explantes obtenidos en el cultivar de banano
‘FHIA-18" (AAAB) en frascos de 10 litros de capacidad. Con este tiempo vy frecuencia de inmer-
sion los explantes presentaron el mayor didmetro del pseudo tallo y coeficiente de multiplicacion®,
En la etapa de enraizamiento del cultivar de Bergenia spp, variedad Herbs thlute se redujo a la mitad el tiempo
necesario para inducir la proliferacion adecuada de raices, pasando de 23 dias en medio semisolido, a 11 dias
en medio liquido en Sistema de Inmersion Temporal tipo RITA®®,

En plantas de Eucalyptus grandis, propagadas en Sistema de Inmersion Temporal y con un manejo de las
condiciones de cultivo, presentaron un incremento en el nimero de estomas que permanecian cerrados en un
alto porcentaje, lo que posibilité el desarrollo e increment6 de los porcentajes de supervivencia de las plantas
durante la fase de aclimatizacion ex vitro a mas del 90%°’.

En la fase de aclimatizacion de plantas de Chrysanthemum propagadas en biorreactores®® se obtuvieron el
100% de supervivencias lo que permitio un desarrollo vigoroso de las mismas.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) son una herramienta eficaz para la micropropagacion de diversas
especies vegetales. Se ha demostrado que la optimizacién de parametros como el tiempo, la frecuencia de
inmersion y el volumen de medio de cultivo, permiten maximizar la propagacion y obtener material vegetal
de alta calidad. El SIT ofrece ventajas frente a los métodos convencionales, como una mayor eficiencia en la
produccion y un menor uso de recursos. En particular, se ha comprobado la eficacia del SIT en la
micropropagacion del platano burro 'INIVIT PB-2012', logrando una multiplicacion exitosa y una reduccion
en el tiempo y los recursos necesarios.

Se logré la multiplicacion del cultivar de platano burro ‘INIVIT PB-2012’ con un tiempo de inmersion de 15
minutos a 10 minutos. Ademads, se disminuy6 la frecuencia de inmersién de los explantes de forma
considerable de 8 horas a 3 horas (8 inmersiones al dia) incrementando el coeficiente de multiplicacién de
1:546 a 1: 9,58 y el volumen de medio de cultivo por explante se disminuyé de 40 ml/explante a 30
ml/explante.

Con base en estos resultados, se recomienda la aplicacion del SIT para la produccion a gran escala de esta 'y
otras especies vegetales. Es crucial continuar la investigacion para optimizar los parametros de inmersion en
diferentes especies y variedades. Asimismo, se sugiere realizar estudios para evaluar la calidad fisiologica y
genética de las plantas producidas mediante SIT, y su capacidad de adaptacion durante la aclimatizacion ex
vitro. Comparar la eficiencia de diferentes tipos de SIT y estudiar otros factores que pueden influir en su
eficiencia, como la composicion del medio de cultivo y la concentracion hormonal, son aspectos relevantes
para futuras investigaciones.
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