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INTRODUCCION.

El trabajo de este laboratorio estaba basado en la utilizacién de tecnologia convencional de cultivo de
tejidos, la cual es muy costosa y de baja productividad, por lo que los costos de produccién eran muy
elevados. Lo cual fue solucionado con la implementacién y puesta en marcha de los Sistemas de
Inmersion Temporal (SIT). Adicionalmente se hicieron otros cambios tecnol6gicos como son: se sustituy6
la esterilizacion fisica por la quimica tanto para el trabajo en el flujo laminar como para la elaboracion de
los medios de cultivo, se implantaron dos nuevas variedades de banano utilizando la metodologia del
INICA, se corrigieron problemas de manejo in vitro del banano, cafia de azlcar y pifia, lograndose mejorar
la calidad y comportamiento de los explantes, lo cual trajo consigo un aumento del coeficiente de
multiplicacién y por tanto un incremento del material en las cAmaras de crecimiento.

Se inici6 el contrato No 29-06ATO11-09311 de asistencia técnica entre la Empresa de Ingenieria y
Servicios Técnicos Azucareros (TECNOAZUCAR) de Cuba y la empresa BIOLAB, Tecnologia Vegetal
LTDA", Iputinga, Recife, Pernambuco, Brasil con el objetivo de realizar el montaje de los Sistemas de
Inmersion Temporal y su puesta en marcha para el cultivo del Banano e introduciendo mejoras
tecnolégicas en el proceso de micropropagacion ya implantados anteriormente. Para lo cual se realizo un
diagnostico de la Biofébrica, asi como su situacion productiva

El servicio comenzé a partir del 30 de mayo del 2006. A la llegada a la Biofabrica me reuni con su
Director Técnico para la coordinacion del trabajo a desarrollar de acuerdo con lo contratado.

El interés del Director Técnico de la Biofabrica era la instalacién y puesta en marcha de los Sistemas de
Inmersion Temporal para la produccion de Banano, asi como mejorar la metodologia de propagacion del
mismo, pues estaba presentando problemas en el establecimiento del material inicial, por lo cual las
perdidas en esta etapa eran muy grandes. Ademas de hacer un diagndstico para ver todas las dificultades
gue debian ser corregidas, sobre todo la esterilizacion por el alto costo de la energia eléctrica.

ANTECEDENTES.

El trabajo de este laboratorio estaba basado en la utilizacion de tecnologia convencional de cultivo de
tejidos, la cual es muy costosas y de baja productividad, por lo que los costos de produccion eran muy
elevados y la calidad del producto final, debido alto consumo de energia eléctrica que encarecia mas el
costo final del producto (vitroplantas salidas de la casa de adaptacién) no satisfacian las necesidades que
demandaba, asi como la baja productividad de sus operarias y problemas en el establecimiento del
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material inicial de banano, por lo cual las perdidas en esta etapa eran muy grandes, comenzando nuestro
trabajo con la realizacion de un levantamiento de las principales dificultades que entorpecian el buen
funcionamiento del laboratorio. Lo cual seria solucionado con la implementacién y puesta en marcha de
los Estantes de Inmersion para la producciébn de Banano, asi como mejorar la metodologia de
propagacion del mismo.

Una vez concluido dicho levantamiento procedimos a la elaboracion y presentacion del diagndstico
productivo del laboratorio.

SITUACION EXISTENTE EN EL LABORATORIO.

El trabajo se inicio con un recorrido por todas las areas de la Biofabrica, la cual fue construida por el INICA
en 1996. A la misma solo se hicieron modificaciones antes de nuestra llegada en el &rea de medio de
cultivo que se le agrando la meseta, la sala de transferencia del material, para aumentar al capacidad de
la misma, se agrando la sala de lavado y pre- lavado, asi como la fuente de agua para aumentar al calidad
de la misma y se le incorporo grama en el area exterior para disminuir la presencia de polvo, por todo lo
antes mencionado se puede decir que esta muy bien estructura y no se le sugiere cambio alguno para
realizar después de nuestra llegada , pues la instalacibn se encuentra en excelente estado técnico.
Seguidamente se comenz0 a realizar todo el levantamiento de las necesidades para la instalacion de los
Sistemas de Inmersién Temporal para lo cual sugerimos que se debia de aumentar la intensidad de luz
en el interior de la camara, lo que se solucion6 de inmediato.

Debido al a demora en la adquisicién de todas los recursos, se comenzé el a realizar en diagndstico de
cada una de las &reas de trabajo para conocer a profundidad la misma.

DIAGNOSTICO DE LAS DIFERENTES AREAS DE TRABAJO

En el presente trabajo se reflejan todos los problemas técnicos encontrados en las diferentes areas de
trabajo y las propuestas inmediatas para estabilizar la capacidad productiva de la Biofabrica con el
personal que labora en la misma.

BANCO DE DONANTES:

La Biofabrica no cuenta con un Banco de Matrices para el establecimiento del material, pues este es
tomado de areas ligadas al mejoramiento genético para su introduccién al laboratorio ( EMBRAPA,
INCAPER, IAC, BINDI SIRIO), solo que para evitar los problemas de contaminacién durante la etapa de
establecimiento se le debe suspender el riego como minino 5 dias antes de la toma del material, asi como
si hubo incidencia de lluvias para evitar la humedad en el mismo y disminuir los problemas de
contaminacion que se presentaban anteriormente.

MEDIO DE CULTIVO:

Se revisaron los medios de cultivo para cada una de la especies que se micropropagan en la Biofabrica y
se le hicieron modificaciones para simplificar mas los mismos.

Se modificé la forma de preparacion de las soluciones Stop para facilitar una mayor rapidez en la
elaboracion de los medios de cultivo.

Debido al alto consumo de energia eléctrica de las autoclaves para la esterilizacién del medio de cultivo
se sustituye la esterilizacion fisica por la esterilizacion quimica utilizando Hipoclorito de Sodio para la
elaboracion de los medios de cultivo, incluyendo el de los sistemas de inmersion temporal. Lo cual fue
implementado sin problema alguno, donde las pérdidas por contaminacién se mantienen sin alteracion
alguna (2%).

AREA ASEPTICA:

Existe una coordinacion entre el auxiliar de area aséptica y el técnico de medio de cultivo para
elaboracion de las cantidades de medio que se necesitan.

1. Se llevan todos los controles primarios de la produccion.




2. Las operarias de flujo laminar cumplen con las normas y procedimientos de trabajo para cada uno de
los cultivos, solo que no todas cumplen con la norma diaria, lo cual provoca que un retrazo un el
subcultivo de material.

3. Existe una correcta limpieza del area aséptica.

4. Las cabinas de flujo laminar estan todas en perfecto estado técnico.

Se le realiz6 un cambio en el manejo del material durante la multiplicacién para el caso de la cafa de
azucar y el banano. Pues el primero no se individualizaba cada uno de los explantes y no se utilizaba el
medio de cultivo sélido cada 3 subcultivos para darle un refrescamiento al material vegetal y por ende
aumentar el coeficiente de multiplicacion del mismo que se mostraba afectado antes de nuestra llegada y
en el caso del banano se estableci6 la metodologia de propagacion del INICA porque el mismo
presentaba problemas de alta contaminacion desde su establecimiento y durante la multiplicaciéon por su
bajo coeficiente, lo cual fue solucionado con el manejo del mismo.

FASE DE ADAPTACION:

e Se cumplen con las normas y procedimientos de trabajo en esta area para cada uno de los
cultivos.

Correcta organizacion de todas las labores que se desarrollan en la misma.

Buena limpieza y organizacion de toda e area

Identificacién de cada uno de los cultivos y las variedades que se encuentran.

El riego se realiza de acuerdo con las necesidades de cada cultivo, lo cual ha permitido un 99% de
sobrevivencia.

MONTAJE Y DESARROLLO DE LOS ESTANTES PARA LOS SISTEMAS DE INMERSION TEMPORAL.
A nuestra llegada comenzamos a trabajar junto al personal del laboratorio de cultivo de tejidos y el
Director Técnico para realizar todo el levantamiento de las necesidades para la instalaciéon de los
Sistemas de Inmersion Temporal, contando con el disefio de la tapa y el tipo de frasco a utilizar durante
en el proceso, lo cual trae consigo que sea un equipamiento de bajo costo para favorecer la tecnologia.
Lo cual se vio demorado por la contratacién de una empresa que realizaria las compra de lo que se
necesitaba, por la tanta demora de la misma se hizo necesario que junto con el Director técnico
comenzaramos la localizacion de la unidad compresora, las mangueras de PVC, las uniones en (T)

plasticas, las mangueras de silicona asi como los Timer, las valvulas solenoides, las uniones plasticas,
los que fueron adquiridos aproximadamente en 15 dias.

Fig. 1 Componentes utilizados para el montaje del Sistemas

Los primeros recursos comenzaron a llegar en el mes de julio: Frascos y tapas. En el mes de agosto del
2006, que es cuando se intensifica nuestro trabajo, comienzan a llegar al laboratorio los recursos y se
procede a montarlos de inmediato, solo nos faltaba que se localizaran y entregaran los filtro Millipores
para el filtrado del aire y el reactivo Paclobutrazol, los que no fueron recibidos hasta mediados del mes de
septiembre, con lo que se nos atrasd la terminacion de los estante y por ende su puesta en marcha.



Fig.2 Unidad compresora

Pues en el mes de octubre se comienzan a realizar pruebas en vacio para hacer las correcciones
necesarias en cada uno de los estantes, asi como para el ajuste del tiempo programado para cada una de
las inmersiones. El material que se utilizaria para la inoculacién de los frascos de Inmersién Temporal se
preparo en la Ultima semana de octubre con el objetivo de ver posibles contaminaciones antes de ser
inoculado. Y se le dio el manejo establecido para este tipo de material.

La puesta en marcha de los mismos se realizé en el mes de noviembre con la inoculacién de Banana
Pacovan Ken, primeramente se realiz6 el montaje del primer estante y se fue escalando progresivamente
hasta completar los 8 estantes y cada uno de ellos con una capacidad de 48 pares de sistemas de 10
litros, para un total de 384 pares de sistemas. Para iniciar el montaje de los mismos se nesecitan 30 000
explantes cada 35 dias, para mantener su correcto funcionamiento a toda capacidad, debido a que la
densidad de in6culo es de 78 explantes por cada par de SIT.

-

Fig.3 Secuencia de operaciones: inoculacion del material, crecimiento y desarrollo en los frascos y
desmonte.

Durante el tiempo de espera de la localizacién y adquisicién de los renglones que nos faltaban, nos dimos
a la tarea de capacitar al personal de la Biofabrica que trabajaria en la preparacién de los medios de
cultivos para los SIT, los que en su composicion son diferentes a los que han estado utilizando hasta el
momento, en la preparacién, lavado de los componentes, esterilizacion de los medios de cultivo y
manipulacion del material vegetal que seria utilizado en los Sistemas de Inmersiébn Temporal, en la
misma participaron todos los trabajadores del laboratorio.

En las fotos se muestra como se procede al lavado de los frascos, cocinado del medio de cultivo y la
dosificacién del mismo.



Fig.4 Lavado de los frascos, cocinado del medio de cultivo y la dosificacion.

Conclusiones:

v" Con la adicion de 1,0 mg.L-1 de paclobutrazol (PBZ) al medio de cultivo para la propagacion a
través de la inmersién temporal se lograron los mayores indices de multiplicacion, cuando los
explantes estuvieron 5 minutos en inmersién cada 3 horas y la densidad de in6culo en frascos de
10 litros de capacidad fue de 70 explantes, con un volumen de 2800 ml de medio de cultivo,
permitiendo establecer una metodologia para la propagacion “in vitro” de Banano utilizando los
Sistemas de Inmersion Temporal.

v' La instrumentacién de los sistemas de inmersion temporal como nuevo sistema de propagacion
nos permite incrementar la capacidad productiva, ademas de disminuir los costo de produccién por
concepto de mano de obra, ahorro de energia y disminucién de la contaminacién

v' Las plantas propagadas en los sistemas de inmersién temporal tuvieron un comportamiento
superior a las procedentes de la propagacién convencional (medio semisdlido) en fase de
aclimatizacion y no se observo presencia de cambios fenotipicos.

Recomendaciones:

v Aplicar la metodologia establecida para la multiplicaciéon del cultivar hibrido ‘FHIA 18’ utilizando el
sistema de inmersién temporal como una via de incrementar los coeficientes de multiplicacion y la
capacidad productiva de las Biofabricas.

v' Extender estos estudios a otros genotipos de cafa de azlcar y de platano teniendo en cuenta que
los resultados que se alcanzan en los sistemas de inmersion temporal dependen de la variedad y
considerando la prioridad que ha dado el pais a la produccién de alimentos.
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