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Propagacion clonal in vitro de plantas
de banano (Musa AAA) clon “Giant
cavendish” en biorreactores de
inmersion temporal

In vitro clonal propagation of banana plants (Musa AAA)
using “Giant cavendish” on temporary immersion
bio-reactors

Jesus Jaiber Diaz Garcia,* Dagoberto Castro Restrepo**

Resumen

En la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Catdlica de Oriente se desarrolld la técnica de
micropropagacion del clon de banano “Giant cavendish” en biorreactores de inmersion temporal (BIT). Se
evalud el efecto de la interaccién entre el volumen de medio y el niimero de explantes sobre los coeficientes
de multiplicacion y la eficiencia de las plantas, asi como los diferentes tiempos de duracion de las fases
de proliferacién y elongacién. Con los resultados obtenidos se determind que mediante la utilizacién
del medio de cultivo correspondiente a las sales minerales de Murashige and Skoog, enriquecido con
6-bencil amino purina (BAP, 5 mg L") para la proliferacién, y dcido indol butirico (AIB, 1 mg L") para la
fase de elongacion, utilizando un volumen de medio de cultivo de 750 ml/recipiente, 15 explantes y una
frecuencia de inmersion cada seis horas por tres minutos, por un periodo de 50 dias en proliferacién y
tres semanas en elongacion, se lograron coeficientes de multiplicacion de 6,24, indicando la eficiencia de
la técnica, al obtener mds de 280 pldntulas competentes en recipientes de 5L de capacidad y garantizar
un porcentaje de supervivencia superior al 95%, en la fase de aclimatizacion.
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Abstract

Atthe Plant Biotechnology Unit at Universidad Catdlica de Oriente, the technique of micropropagation of
banana clon “Giant cavendish” was performed on temporary immersion bioreactors (TIB). The effects of
media volume and explant number were assessed for reproduction rates and plant efficiency, as well as
how long the proliferation and elongation stages were. The results were used to establish that proliferation
rates of 6.24 were obtained by using cultivation media made up of mineral salts of Murashige and Skoog,
enriched with 6-bencylaminopurine (BAP, 5 mg/L) for proliferation, and Indole butyric acid (AIB, 1 mg/L)
for the elongation phase using a culture medium volume of 750 ml/vessel, 15 explants and an immersion
frequency every six hours for three minutes, for 50 days in the proliferation phase and three weeks in the
elongation phase, This shows how efficient the technique is, since more than 280 competent seedlings were
obtained in 5L-vessels, guaranteeing a survival rate higher than 95 percent, in the acclimatization phase.
Palabras clave: Musa AAA, Micropropagation, Bioreactors.

Introduccion

Producidos ampliamente en regiones tropicales
y subtropicales, los bananos y platanos (Musa sp)
ocupan el cuarto lugar como el producto alimen-
ticio mas importante en el mundo, sobrepasados
unicamente por el arroz, el trigo y los productos
lacteos (Chadha y Sahijram, 2000).

Colombia es el cuarto pais exportador de banano
en el mundo después de Ecuador, Costa Rica y
Filipinas, con una participacion de cerca de 80 mi-
llones de cajas que representan alrededor de 400
millones de délares al afio para el pais y el 0,4%
del Producto Interno Bruto (PIB). Debido al éxito
de las exportaciones, las empresas productoras de
banano han llegado a ser unas de las principales
contribuyentes para el desarrollo econémico del
pais, segun lo sefiala la Asociacion de Bananeros
de Colombia —Augura— en 2011.

El género Musa tiene muchas especies, entre las
cuales la mas comercial y ampliamente cultivada
en el mundo es Musa AAA. De este las varieda-
des mas cultivadas en las regiones bananeras de
Urab4 y Magdalena son el Gran enano, Williamsy
Giant cavendish, conun area aproximada de 44.000
hectéreas (Espinal et al., 2006). El clon “Giant
cavendish”, ademés de ser muy productivo, se ca-
racteriza por una mayor tolerancia a condiciones
ambientales adversas con relacion al clon “Gran
Enano”. Pertenece al grupo de bananos Caven-
dish de porte bajo; debido a la forma cilindrica
del pseudotallo, soporta mas la accion de vientos
fuertes, y por tener una mayor separacion entre
manos, disminuye la pérdida por roce de puntas.
Enlatabla 1, se indican algunas de las principales
caracteristicas de esta variedad.

Tabla |. Caracteristicas del clon “Giant cavendish”

Caracteristicas

Altura del pseudotallo (cm)
Circunferencia del pseudotallo (cm)
Numero de hojas al parir

Longitud de las hojas (cm)

Ancho de las hojas (cm)

Peso del racimo (kg/12 semanas)
Ndmero de manos

Peso del vastago (kg)

Ratio

Dimensiones

2,70
75,40
16
269
102,5
50
I'l (falsa + 3)
9,8
1,66

Nota: Datos obtenidos por la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la Universidad Catélica de Oriente desde el ano 2000.
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Debido a que las variedades comerciales no pro-
ducen semilla, su propagacién es asexual. Como
material convencional de siembra se utiliza los
rizomas, los cuales generalmente presentan pro-
blemas como: tasas de multiplicacién muy bajas
y altos riesgos de diseminar problemas fitosani-
tarios —hongos, bacterias, virus y nematodos—.
Como método no convencional se ha utilizado
con éxito en los ultimos afios, la propagacion a
través de las técnicas de cultivo de tejidos vegeta-
les i vitrologrando coeficientes de multiplicacion
adecuados y la posibilidad de ofrecer materiales
de alta calidad. Sin embargo, es una técnica que
requiere del uso intensivo de la mano de obra en
las diferentes etapas del proceso, espacio y gastos
de energfa, lo cual eleva considerablemente los
costos de produccion (Sandoval, 1991; Castro y
Giraldo, 1993).

Sin lugar a dudas, con el inicio del nuevo mile-
nio se han desarrollado investigaciones usando
como opcidn la automatizacioén de una o mas
etapas en los procesos de micropropagacion para
reducir los costos de manipulacion y espacio e
incrementar los volimenes de produccién al
igual que la calidad de los materiales de siembra.
La utilizacién de medios de cultivo liquidos es
una condicién para establecer esta alternativa,
en los procesos de organogénesis con sistemas
como: RITAA4, air [ift, biorreactores de inmersién
temporal, entre otros.

Teisson et al. (1996) desarrollaron un sistema de
inmersién temporal, conocido comercialmente
como Ritaa (récipient 4 immersion temporaire
automatisé) con resultados exitosos en diversos
cultivos para la micropropagacién mediante
organogénesis y embriogénesis. A partir de la
estandarizacion del primer sistema semiautoma-
tizado de inmersién temporal en Cuba, se han
realizado investigaciones sobre la utilizaciéon de
esta técnica en la proliferacion de Saccharum sp
(Lorenzo et al., 1998), en la produccién de mi-
crotubéreulos de Solanum tuberosum (Pérezet al.,

1
33

1999), en micropropagacion de Ananas comosus
(Escalonaet al., 1999) y de Manihot esculenta (Me-
dero et al., 1997). En Colombia, se ha empleado
el sistema para la propagaciéon mixotrofica de
Eucaliptus grandis (Castro, 2001) y en la produc-
cién de microtubéreulos de Solanum tuberosum
(Montoya, 2005).

Aitken-Christie et al. (1995) caracterizaron las
condiciones convencionales 72 vitro ast: alta hu-
medad relativa, temperatura constante, bajo flujo
de fotones fotosintéticamente activos (FFF), altas
fluctuaciones diurnas en las concentraciones de
CO,, elevadas concentraciones de aztcares, sales
y reguladores de crecimiento, como factores limi-
tantes del desarrollo de los brotes. Para dar una
solucion alternativa, es importante proporcionar a
las plantulas, desde las etapas 72 vitro, condiciones
similares a las de la fase fotoautotrofica ex vitro
(Ziv, 1995, citado por Castro, 2001). Es asi como
el control del microambiente en los recipientes de
cultivo puede mejorar los procesos de aclimatiza-
cién mediante el control de las concentraciones
de CO,, la humedad relativa y la luminosidad
(Kozai et al., 1997).

En este contexto, dentro de las posibilidades que
brinda el empleo de los sistemas semiautomatiza-
dos para la obtencién de material vegetal de ba-
nanos, en la Unidad de Biotecnologia Vegetal de
la Universidad Catdlica de Oriente, se desarrollo
la metodologfa para la produccién clonal 72 vitro
de plantas de banano (Musa AAA) clon “Giant
cavendish” en biorreactores de inmersién tempo-
ral, al evaluar el volumen del medio de cultivo, el
numero de explantes y la duracion de las fases de
proliferacion y elongacion, para lograr mejores
coeficientes de proliferacion, mayor crecimiento
y desarrollo de los brotes y altos porcentajes de
supervivencia de las plantulas durante la etapa
de aclimatizacion, que garantice una alta estabi-
lidad de los materiales micropropagados, lo cual
permite ademas proponer un esquema general
para su propagacion.
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Materiales y métodos

El trabajo se realiz6 en el laboratotio e inverna-
dero de la Unidad de Biotecnologia Vegetal de la
Universidad Catélica de Oriente. La seleccion de
las plantas madres por caracteristicas fenotipicas
superiores se realizo en la finca Manantales del
grupo Santa Marfa en la region bananera de Uraba.
Para dar inicio al proceso de produccién en
biorreactores de inmersion temporal —BIT—,
en la fase del establecimiento i vitro de los
meristemos, se utilizaron brotes de banano del
clon “Giant cavendish”,de acuerdo con el método
convencional, segin metodologia citada por
Castro y Giraldo (1993, p. 4).

Se empleé un BIT modificado para la micro-

propagacién mixotrofica de Eucaliptus grandis
Castro (2001, p. 34), utilizando como recipientes
de cultivo frascos de cinco litros de capacidad
para los explantes y de un litro de capacidad
para el medio de cultivo. Los recipientes donde
se colocaron los explantes y el medio de cultivo
tenfan un tapon de silicona con dos orificios en
los cuales se insertaron tubos de vidrio lo que
permiti6 interconectar simultineamente ambos
frascos con mangueras de silicona a un sistema
de entrada y salida de aire esterilizado por filtros
hidréfobos de 0,2 micras, provenientes de un
compresor accionado por un programador auto-
matico, para el manejo adecuado de la frecuencia
y duracién de los ciclos de inmersion (figura 1).

Figura 1. Sistema de biorreactores de inmersién temporal

El coeficiente de multiplicacién se calculé por
el coeficiente del nimero de brotes finales y el
numero de brotes iniciales (considerando como
tales el numero de explantes multiplicado por
tres). El medio de cultivo se formé con sales
minerales de Murashige and Skoog (1962), y se
enriquecié con tiamina-HCl (0,4 mg/L), dcido
citrico (100 mg/L), acido ascorbico (100 mg/L),
6-bencil amino purina BAP (5 mg/L) y sacarosa
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(30 g/L). El medio se esterilizé en autoclave (25
minutos a 122°C y 15 libras de presion), y su pH
se ajusté a 5,8 con NaOH.

Con el objetivo de determinar el volumen de
medio 6ptimo por recipiente y el nimero de
explantes, se utilizé un experimento bifactorial
completamente aleatorizado con tres repeticiones.
En cada experimento se analizaron 250, 500 y 750
mililitros de medio de cultivo por frasco, con 10,
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