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Resumen

Con el propésito de desarrollar un protocolo para la multiplicacion del clon de banano “FHIA-18" (AAAB) en sistema de
inmersion temporal, se definieron como objetivos del trabajo determinar el efecto del tiempo (5, 10 y 15 minutos) y la
frecuencia de inmersién (3, 6 y 8 horas por dia), asi como la influencia de diferentes combinaciones de reguladores del
crecimiento (2,0; 3,0y 4,0 mg.L" de 6-BAPy 2,0; 2,5; 3,0; 3,5y 4,0 mg.L" de 6 AIA), el efecto del volumen de medio de
cultivo por planta (20, 30, 40 y 50 ml/explante) y la densidad de explantes por frasco de cultivo (30, 50, 70 y 90 explantes/
frasco) para incrementar el coeficiente de multiplicacién. Con el empleo de un tiempo de 10 minutos y una frecuencia de
inmersion cada tres horas, se alcanzaron los mejores resultados en cuanto al ndmero de explantes obtenidos. Con este
tiempo y frecuencia de inmersion los explantes presentaron el mayor didmetro del pseudotallo. Para cada frasco de 10,0
L se inocularon 70 explantes y la renovacién con 2800 ml de medio de cultivo (40 ml/explante) con un tiempo de cultivo
de 21 dias permitié alcanzar la mayor productividad del material en fase de multiplicacion. Ademas al utilizar las sales MS
suplementadas con 3,0 mg.L" de 6-BAP; 2,0 mg.L"' de AlIA; 10,0 mg.L" de acido ascorbico, se logré disminuir el crecimiento
innecesario de los tallos y hojas de los brotes en la fase de multiplicacion y por lo tanto un mayor nimero de explantes.

Palabras claves: coeficiente, densidad de explantes, tiempo, frecuencia, volumen de medio de cultivo.

Abstract

In order to develop a protocol for multiplication of Banana clone ‘FHIA-18" (AAAB) in temporary immersion systems, the
following working objectives were defined: to determine the effect of immersion time (5, 10 and 15 minutes) and frequency
(3, 6 and 8 hours per day), as well as, the influence of different combinations of growth regulators (2,0; 3,0 and 4,0 mg.L"
de 6-BAP and 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 and 4,0 mg.L" de 6 AlA), the volume effect of culture medium plants (20, 30, 40 and 50
ml/explant) and explants density per culture flask (30, 50, 70 y 90 explants/flask) to increase the multiplication coefficient.
With 10 minutes immersion time and an immersion frequency every three hours, the best results were achieved in relation
to the number of explants obtained. With this immersion time and frequency, explants showed the highest pseudostem
diameter. Seventy explants were inoculated in each 10,0 L culture flask. The highest productivity at the multiplication phase
was achieved with a culture medium renewal of 2800 ml (40 ml/explants), and a 21 day culture time. In addition to using
MS salts supplemented with 3.5 mg.L" of 6-BAP, 1.30 mg.L" of IAA, 10.0 mg.L" ascorbic acid, the unnecessary growth of

stems and leaves of shoots in the multiplication phase was reduced and; therefore, a greater number per explant.

Keywords: coefficient, explants density, time, frequency, culture medium volume.
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Introduccién

En Cuba los bananos constituyen un cultivo estratégico
de elevada prioridad dentro del programa alimentario
nacional debido a su capacidad de producir todos los
meses del afo, su elevado potencial de rendimiento,
arraigados habitos de consumo y diversidad de usos
(Rodriguez, 2000).

En el 2008 las areas cultivadas con Musa spp en Cuba
tenian la siguiente composicion clonal: platanos tipo
vianda AAB (65.6%), platanos burros ABB (3,9%) y pla-
tanos fruta AAA (30,5%). Sin embargo, con la aparicién
de la enfermedad de la Sigatoka negra (Mycosphae-
rella fijiensis Morelet) en noviembre de 1990, lo cual
afecté grandemente los platanos de tipo vianda, se
redujeron considerablemente los rendimientos, provo-
cando la desaparicion de la produccion en las grandes
empresas (Orellana, 1994).

Dentro de las técnicas de cultivo de tejidos, la micro-
propagacion es una alternativa desarrollada para la
produccion a gran escala de plantas, que ha sido uti-
lizada con éxito desde los afos 60 del siglo pasado,
pero sus principales desventajas son: bajos coeficien-
tes de multiplicacién, alto costo por mano de obra y
la escasa posibilidad de automatizaciéon que brinda el
proceso (Kitto, 1997).

En los dltimos tiempos se han desarrollado investiga-
ciones sobre la automatizacion en la propagacion de
plantas, que incluyen el disefio de nuevos sistemas
para la micropropagacion, ya que reducen el costo por
explantes, permiten una mayor optimizacion biolégica
por los altos coeficientes de multiplicaciéon que se ob-
tienen y un mejor comportamiento de las vitroplantas
ex vitro (Aitken-Christie et al., 1995).

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) ademas de
solucionar las dificultades de los cultivos en medios
liquidos estaticos, abren la posibilidad de semiauto-
matizar algunas etapas del cultivo in vitro (Alvard et
al., 1993), permiten mayor facilidad de escalado y
aumentan la eficiencia biolégica y productiva del ma-
terial propagado (Jiménez et al., 1999; Castro, 2001).
Al mismo tiempo la morfologia y el comportamiento
fisiolégico de los cultivos en los sistemas de inmersion
temporal son muy semejantes a los que presentan las
plantas en condiciones ex vitro, lo que permite una ma-
yor tasa de supervivencia (Escalona et al., 1999; Ber-
thouly y Etienne, 2005).

Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo se
realizé con el objetivo de desarrollar un protocolo
para la multiplicacién del clon de banano “FHIA-18"
(AAAB) utilizando el sistema de inmersion temporal.

Materiales y Métodos

La investigacion se realizé en el laboratorio de Cultivos
de tejidos de plantas del Instituto de Investigaciones
en Viandas Tropicales (INIVIT); ubicado en Santo Do-
mingo, Villa Clara, Cuba.

Material vegetal

Se utilizé el clon de banano ‘FHIA-18" (AAAB), pro-
cedente del banco de germoplasma de platanos y
bananos del Instituto de Investigaciones en Viandas
Tropicales (INIVIT). Las plantas presentan una altura
de 2,10 a 3,50 m, la forma del racimo es asimétrica de
tipo cilindrico, el color del pseudotallo es verde con
tonalidades rosadas y el color de los frutos es verde. El
peso neto de los racimos sin raquis oscila entre 17,0
y 35,0 kg con un nimero de dedos de 120 a 170. Es
medianamente resistente a la Sigatoka negra y resis-
tente al Mal de Panama asi como a los nematodos
Radopholus similis.

Establecimiento y multiplicacién in vitro del clon de
banano ‘FHIA-18’ (AAAB).

Se realizé una primera desinfeccién con hipoclorito de
sodio (NaOCI) al 3% durante 20 minutos, seguido por
tres lavados con agua desionizada estéril durante 3-5
minutos cada uno. En condiciones asépticas en una ca-
mara de flujo laminar se redujo el tamano 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 NaOClI al 3% vy tres
lavados de dos minutos cada uno con agua destila-
da estéril (Montano et al., 2004). Luego se redujo el
tamafo hasta obtener un 4pice de aproximadamente
0,50 cm? para su incubacién en el medio de cultivo
MS (sales minerales y vitaminas), suplementado con
sacarosa (30,0 g.L'"); tiamina (1,0 mg.L"); cisteina (40,0
mg.L"); 6-BAP (2,70 mg.L"); AIB (0,30 mg.L") con pH
5,7. (Lopez et al., 1998). Pasados 21 minutos en el
medio de cultivo antes mencionado, los dpices fueron
seccionados a la mitad y se colocaron en el medio de
multiplicacion MS suplementado 2,0 mg.L'' de 6-BAP;
3,5 mg.L''de AIA; 30,0 gL' de sacarosa; 10,0 mg.L'
de 4cido ascérbico (control) propuesto por Ventura
et al. (1998) donde se le realizaron dos subcultivos se-
guidos. A partir del siguiente subcultivo se comenzo
la multiplicacién de los explantes en medio de cultivo
liquido en sistema de inmersién temporal.

Las condiciones de cultivo utilizadas para el estableci-
miento y multiplicacion de los brotes de yemas axilares
fueron las siguiente: camara de cultivo con temperatu-
ra de 27,0£2,0°C e iluminacién artificial mediante tu-
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bos fluorescente de 40 W, con un fotoperiodo de 16
horas luz y una densidad de flujo de fotones fotosinté-
ticos (DFFF) de 62,0-68,0 pmol.m=.s™.

Sistema de Inmersion Temporal (SIT)

Este tipo de sistema de cultivo estuvo compuesto
por dos frascos de cultivo tipo Clearboys (Compania
Nalgene, E.U.A) de 10,0 L de capacidad, uno para el
crecimiento de los segmentos nodales y el otro como
reservorio de medio de cultivo. Estos frascos de cultivo
se conectaron entre si por una manguera de silicona
de seis milimetros de didametro mediante conectores
que atravesaron la tapa. En la parte interna se colo-
c6 una manguera, la cual descendié hasta el fondo en
ambos recipientes. El medio de cultivo circulé de un
frasco de cultivo a otro en dependencia de la apertura
o cierre de dos electrovalvulas de tres vias, las cuales
estaban conectadas a un temporizador programable
para determinar el tiempo y frecuencia de la inmer-
sion. A la entrada de los frascos de cultivo se coloca-
ron filtros hidrofébicos (0,22 um, MIDISART 2000, de la
compania SARTORIUS) para garantizar la esterilidad del
aire. La presion del aire de 2,0 atm proveniente de un
compresor, fue regulada por un manémetro.

Efecto del tiempo y frecuencia de inmersion en el
sistema de inmersion temporal

Efecto del tiempo de inmersion

Con el objetivo de evaluar el efecto del tiempo de in-
mersion de los brotes de yemas axilares se evaluaron
tres tiempos de inmersion: 5,0; 10,0 y 15,0 minutos
cada seis horas (cuatro inmersiones por dia) segun
resultados obtenidos en otros clones de platanos y
bananos. En este experimento se utilizé el medio de
cultivo de multiplicacion MS suplementado 2,0 mg.L™
de 6-BAP; 3,5 mg.l'de AIA; 30,0 gL' de sacarosa;
10,0 mg.L" de acido ascérbico (control) y las condicio-
nes de cultivo descritas anteriormente. Se adicionaron
2000 ml de medio de cultivo por frasco.

Efecto de la frecuencia de inmersion

Con el objetivo de determinar el efecto de la frecuen-
cia de inmersion de los brotes de yemas axilares en el
clon de banano ‘FHIA-18" (AAAB) se evaluaron tres
frecuencias de inmersion, cada 3,0; 6,0 y 8,0 horas por
dia segln resultados obtenidos en otros clones de pla-
tanos y bananos, con el mejor tiempo de inmersién
obtenido como resultado del experimento anterior.

Se utilizaron las mismas condiciones experimentales
del primer experimento, asi como el medio de culti-
vo. Se adicionaron 2000 ml de medio de cultivo por
frasco.

Influencia de diferentes combinaciones de reguladores
del crecimiento

Se utiliz6 como control el medio de cultivo de los
experimentos anteriores, asi como las condiciones
experimentales. Los diferentes medios de cultivo se
conformaron a partir de la combinacién de los regu-
ladores del crecimiento 6-BAP y AIA (tabla 1), segtn
resultados obtenidos en otros clones de platanos y
bananos.

Se utilizé el mejor tiempo y frecuencia de inmersién
obtenido en los experimentos anteriores. Se adiciona-
ron 2000 ml de medio de cultivo por frasco.

Determinacion del volumen de medio de cultivo
en el sistema de inmersién temporal

Para la realizacion de este experimento se empled el
mejor resultado del experimento anterior. Se evalué
el efecto de cuatro volimenes de medio de cultivo
(cantidad de nutrientes) por explantes: 20; 30; 40 y 60
ml. El volumen de medio de cultivo fue de 1000; 1500;
2000y 3000 ml. Se emplearon las mismas condiciones
del experimento anterior excepto la cantidad de nu-
trientes por explante.

Determinacion de la densidad de explantes por frasco

A partir de los resultados obtenidos en el sistema de
inmersion temporal con condiciones predeterminadas
por las experiencias en el manejo de los mismos, se
estudi6 la densidad de in6culo con el objetivo de me-
jorar las condiciones de cultivo, asi como la calidad
del proceso. Se evalué la influencia de cuatro densida-
des de in6culo: 30,0; 50,0; 70,0 y 90,0 explantes por
frasco y un volumen de medio de cultivo por bateria
de 1200 ml; 2000 ml; 2800 ml y 3600 ml en la pro-
duccion de explantes, segin resultados obtenidos en
otros clones de platanos y bananos. Para determinar la
densidad de indculo se utilizé el mejor resultado obte-
nido en el experimento anterior asi como las condicio-
nes experimentales.

En todos los experimentos las evaluaciones se realiza-
ron a los 21 dias de cultivo y se colocaron 50 brotes
de yemas axilares por frasco de cultivo excepto en el
experimento de densidad de explantes y se realizaron
tres repeticiones por tratamiento y se evalué:
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Tabla 1: Combinacién de los reguladores del crecimiento (6-BAP y AlA) sobre la multiplicacién del clon de banano ‘FHIA-18’

(AAAB).

Tratamientos

6-BAP (mg.L")

AlIA (mg.L")

2,0 3,0 mg.L!

2,0 mg.L?
2,5 mg.L!

3,5 mg.L!
4,0 mg.L"

3/0 3,0 rng.[_-1

2,0 mg.L!
2,5 mg.L!

3,5 mg.L!
4,0 mg.L"

ST IS 2| |e e (N[ |u|s |wn =

4,0 3,0 mg.L"

2,0 mg.L!
2,5 mg.L!

3,5 mg.L"
4,0 mg.L?

- Coeficiente de multiplicacion (unidades). Se deter-
min6 por el ndmero de brotes finales con respecto
al nimero de brotes iniciales.

« Altura de los brotes de yemas axilares (cm). Se reali-
z6 con una regla graduada y se midi6 desde la base
del pseudotallo hasta la insercion de la primera hoja.

« Grado de oxidacién segin escala de Novak et al.
(1994)

Grado 0: no hubo oxidacién, coloracién del explan-
te de blanco-amarillo crema.

Grado 1: Incipiente coloracién carmelita sin llegar a
la necrosis del tejido.

Grado 2: 25% de tejido necrético en la base del
explante.

Grado 3: 50% de tejido necrotico en la base del
explante.

Grado 4: 75% de tejido necrético en la base del
explante con penetracion.

Grado 5: 100% de tejido necrético en la base del
explante con penetracion y se necesitan cortes pro-
fundos para lograr que la asimilacién de nutrientes
sea efectiva.

- Diametro del pseudotallo de los brotes de yemas
axilares (cm). Se realiz6 con el auxilio de una re-
gla graduada y se midi6 el diametro de la base del
pseudotallo.

« Numero de hojas de los brotes de yemas axilares (uni-
dades). Se contaron las hojas que estaban abiertas.

Procesamiento estadistico

Con los criterios de estadistica descriptiva se realiza-
ron las tablas que expresan los resultados procesa-
dos con estadistica inferencial paramétrica (analisis
de varianza de clasificacion simple). La comparacion
mudltiple de media se realizé segin Tukey cuando se
encontré homogeneidad de varianza, (Lerch,1977). Se
utilizé el paquete estadistico MSTAT-C de la Universi-
dad de Micchigan (Bricker, 1993, citado por Guzman
y Castafo, 2002).

Resultados y Discusién

Efecto del tiempo y frecuencia de inmersion en el
sistema de inmersion temporal

Efecto del tiempo de inmersion

El mejor resultado se obtuvo al aplicar un tiempo de
inmersion de 10 minutos (tabla 2) donde se obtienen
los mejores resultados en todas las evaluaciones reali-
zadas para el coeficiente de multiplicacion, didametro
del pseudotallo, grado de oxidacién, nimero de hojas
y altura del explante con diferencias significativas res-
pecto al resto.
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Tabla 2. Efecto del tiempo de inmersién sobre las variables evaluadas en el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB).

. Coeficiente de Diametro del Grado de Numero de Altura
Tratamientos e e el Y .
Multiplicacion pseudotallo (cm) oxidacion hojas (cm)
5 minutos 4,40 c 0,16 c 4,55 ¢ 2,10 c 1,99 c
10 minutos 6,10 a 0,51a 3,32 a 3,80 a 2,52 a
15 minutos 5,25 b 0,27 b 3,85b 3,00 b 2,00 b
EE + 0,30* 0,02 * 0,11* 0,16* 0,10*
CV (%) 10,90 12,58 13,00 18,00 15,18

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.

El tiempo de inmersion es considerado un factor im-
portante en la respuesta morfogenética del material
vegetal a micropropagar. Al respecto, Escalona (1999)
para el cultivo de la pifia (Ananas comosus (L) Merr.)
encontré que con un tiempo de inmersion de dos mi-
nutos/hora con una frecuencia de tres horas se logré
los mayores incrementos en el coeficiente de multipli-
cacion y por lo tanto se facilité una mayor eficiencia
en la asimilacion de nutrientes por los explantes.

La duracién del tiempo de inmersion se ha modificado
en diferentes ocasiones en dependencia de la especia,
cultivar y método de propagacion que se emplee y ha
sido de gran importancia dentro de las distintas espe-
cies. Berthouly et al. (1995) al evaluar el desarrollo de
esquejes de Coffea arabica, observaron poca hiperhi-
dricidad con 15 minutos de inmersion, mientras que
con tiempos largos de inmersion esta sintomatologia
aparecio en gran medida en los tejidos.

Segun Teisson et al. (1996) en el caso de Coffea cane-
fora cuando se emplearon cuatro inmersiones al dia de
15 minutos cada hora, las cuales se aplicaron también
en Coffea arabica, hubo un alto porcentaje de hiperhi-
dricidad, el cual se redujo cuando se cambiaron dos
inmersiones de un minuto por dia.

Dottin (2000) con el empleo de siete minutos de in-
mersion de los explantes obtuvo un elevado coeficien-
te de multiplicacion (13,80) en el cultivo de la malanga
(Xanthosoma sagittifolium (L) Schott) con respecto al
clon de Malanga INIVITMC-2001 (10,45) en sistema
de inmersion temporal.

Determinar el tiempo de inmersién en la multiplica-
cion en SIT, es muy importante, ya que este determina
la absorcion de nutrientes por los brotes (Berthouly y
Etienne, 2005).

Efecto de la frecuencia de inmersion

Al utilizar una frecuencia de 3 horas y 10 minutos se
obtienen los maximos valores para el coeficiente de
multiplicacion, diametro del pseudotallo, grado de
oxidacion, nimero de hojas y altura del explante, con
diferencias significativas respecto al resto de los trata-
mientos sin la presencia de brotes hiperhidratados ni la
presencia de multiyemas (tabla 3).

Colmenares y Jiménez (2003) en el banano ‘Gran
Enano’ (AAA) con inmersiones de dos minutos cada
cuatro horas obtuvieron un coeficiente de multipli-
cacién de 7,5 y para veinte minutos cada cuatro ho-
ras un indice de multiplicacién de 8,0 en frascos de
10,0 L.

La frecuencia y el tiempo de inmersién constituyen
factores importantes en la respuesta morfogénica de
las diferentes especies de plantas. En la multiplicacion
axilar de brotes de pifa, se lograron coeficientes de
multiplicacion de 12,0 en seis semanas con el empleo
de un tiempo y frecuencia de inmersion de dos minu-
tos cada tres horas (Escalona, 1999).

Los tiempos de inmersién son cortos, por lo tanto los
explantes estan recubiertos de una pelicula de medio
de cultivo liquido y de esta forma se evita la deseca-
cion de los mismos. La resistencia a la difusion de ga-
ses es baja y existe una minima ruptura de intercambio
gaseoso entre los tejidos y la atmésfera interna del fras-
co de cultivo, por tal razén esta se renueva en interva-
los regulares de tiempos (Etienne et al., 1997).

Cabrera et al. (2005) emplearon un tiempo de inmer-
sion de diez minutos y una frecuencia de 6 horas y
obtuvieron 4,7 microtubérculos de fiame en SIT en el
clon Pacala Duclos (Dioscorea alata (L) Point) en fras-
cos de inmersion temporal de cinco litros.
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Tabla 3. Efecto de la frecuencia de inmersién en los brotes axilares en el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB).

. Coeficiente de Diametro del Grado de Numero de Altura
Tratamientos e e s Ty i
Multiplicacion pseudotallo (cm) oxidacion hojas (cm)
3 horas 7,90 a 0,71 a 4,10 a 4,05 a 3,01 a
6 horas 5,90 c 0,15 c 3,15 ¢ 3,10 c 1,99 c
8 horas 6,15 b 0,49 b 3,35b 3,80 b 2,48 b
EE + 0,31* 0,03 * 0,09 * 0,11* 0,11*
CV (%) 10,39 15,32 12,34 17,34 16,17

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.

Castro (2001) sefnalé que durante la fase de multipli-
cacion de brotes de Eucaliptus grandis, al emplear una
frecuencia de 24 horas con una duracién de tres mi-
nutos el ndmero de brotes por explantes fue signifi-
cativamente superior al obtenido con un minuto de
inmersion, sin embargo, en ambos se observo la pre-
sencia de brotes hiperhidratados.

Los efectos del tiempo de inmersion en la respuesta
morgenética de los tejidos deben estar relacionados
con las relaciones hidricas y el intercambio gaseoso
que se logra en esta formacion de cultivo segin Esca-
lona (1999).

Dottin (2000) en el cultivo de la malanga (Xanthoso-
ma sagittifolium (L) Schott) al utilizar una frecuencia de
cuatro horas obtuvo un coeficiente de multiplicacion
(14,50) con el empleo del sistema de inmersién tem-
poral “Nalgene Co”.

Quiala et al. (2006) en el cultivo de la cana santa (Cym-
bopogon citratus (D.C.) Staff) obtuvieron los mejores
resultados para el peso fresco y el coeficiente de multi-
plicacion al utilizar seis inmersiones por dia (cada cua-
tro horas) en sistemas de inmersion temporal de un
litro de capacidad.

Los tiempos y frecuencias de inmersién que se ensa-
yaron segun las posibilidades de automatizacion, de-
mostraron que con diez minutos de inmersion y tres
horas empleados en los experimentos, se obtuvieron
los mejores resultados en cuanto a la produccion y ca-
lidad de los brotes.

Influencia de diferentes combinaciones de reguladores
del crecimiento

A partir de los resultados obtenidos el tratamiento seis
mostré la mejor respuesta en cuanto a las variables

estudiadas para el diametro del pseudotallo, grado de
oxidacion, nimero de hojas activas y altura del explan-
te con diferencias significativas con respecto a los res-
tantes (tabla 4).

El 6-BAP ha sido hasta el momento, la citoquinina mas
empleada y de mayor efectividad para la micropropaga-
cién de varias especies vegetales de interés econémico
como la Teca (Tectona Grandis Linn. F) y el guayabo (Psi-
dium guajava L.), (Daquinta et al, 2000 y Vilchez, 2001).

Segln Colmenares y Jiménez (2003) para bananos del
cv. ‘Gran Enano’ (AAA) del subgrupo Cavendish multi-
plicados en 2,5 mg.L" de 6-BAP, sefialaron un indice de
multiplicacion de 2,1 para el medio semisélido y 5,2 en
sistema de inmersion temporal en 10 subcultivos.

Estos resultados coinciden con lo sugerido por Torres
(1995), quien plante6 que en el cultivo de tejidos las
citoquininas son necesarias para la divisién celular en
las plantas y en ausencia de ellas, la metafase de la mi-
tosis, es mas prolongada. Dottin (2000) al emplear 1,0
y 3,0 mg.L" de 6-BAP y 1,2 mg.L" de AIA obtuvo los
maximos valores en el cultivo de la malanga (Xantho-
soma sagittifolium (L) Schott) en frascos de sistemas de
inmersién temporal.

El incremento en el coeficiente de multiplicacion se
debe principalmente a los niveles de citoquininas en-
doégenas (3,5 mg.L" de 6-BAP y 1.8 mg.L" de AIA. Los
patrones del metabolismo del 6-BAP varian conside-
rablemente entre especies. Este regulador se acumula
solo o en forma de sus conjugadas, y por lo tanto es-
timula la formacion de brotes (Glendening y Sjolund,
1996; Kane y Philman., 1996 y Jiménez, 1997).

En los protocolos de propagacion los explantes se
mantienen con los reguladores del crecimiento duran-
te todo el subcultivo, sin embargo, distintos autores
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Tabla 4. Resultados obtenidos de la combinacién de los reguladores del crecimiento (6-BAP y AIA) en la multiplicacién del clon de
banano ‘FHIA- 18’ (AAAB) en el sistema de inmersién temporal.

Tratamientos 6-BA!’ AIA_ Coefi.cit.ente.(’ie Diametro del Gr‘ado.(’le Nﬁme‘ro de Altura (cm)
(mg.L") (mg.L") | Multiplicacion | pseudotallo (cm) oxidacion hojas

1 2,0 2,0 6,10 c 0,54 cd 3,80 ab 3,95 bc 2,37 de
2 2,0 2,5 781b 0,69 bc 3,12 ab 4,05 bc 2,60 cd
3 2,0 3,0 7,60 b 0,73 b 3,95 ab 3,95 bc 3,00 bc
4 2,0 3,5 4,50 e 0,47 ef 3,45 ab 3,55 cd 2,30 de
5 2,0 4,0 520d 0,71 bc 4,05 a 3,50 cd 2,76 c
6 3,0 2,0 8,96 a 0,84 a 2,99 c 4,40 a 3,30 a
7 3,0 2,5 4,50 e 0,46 ef 4,00 ab 3,30d 2,62 cd
8 3,0 3,0 516d 0,63 cd 4,05 ab 3,70 bcd 2,21 e
9 3,0 3,5 530b 0,56 cd 3,90 ab 3,85 bc 2,31 de
10 3,0 4,0 4,77 e 0,52 cd 3,45 ab 3,05 de 2,37 de
11 4,0 2,0 3,01 f 0,67 c 3,95 ab 2,78 ef 2,3 de
12 4,0 2,5 4,55 e 0,51 cd 3,8 ab 3,40 cd 2,60 cd
13 4,0 3,0 730 b 0,30 3,4 ab 3,99 bc 3,19b
14 4,0 3,5 542 b 0,10 g 4,05 a 2,75 ef 2,76 ¢
15 4,0 4,0 499 e 0,73 bc 3,8 ab 3,25d 2,8 be
EE + 0,10 * 0,03 * 0,13 * 0,10 * 0,07*

CV (%) 11,83 16,32 15,47 11,83 13,01

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.

han llegado a la conclusion de que la absorciéon de
estas sustancias en la fase de multiplicacion se produ-
ce mayoritariamente en las primeras horas de cultivo
(Feito et al, 1995 y Moncalean et al, 1999), lo que
condiciona totalmente la respuesta morfogénica de
los cultivos es mediante la alteracion del balance en-
doégeno de los reguladores del crecimiento (Dantas et
al, 1997).

Los explantes propagados con el tratamiento dos mos-
traron caracteristicas superiores a las producidas con
el resto de los demas tratamientos obteniéndose un
coeficiente de multiplicacion de 7,81.

Determinacion del volumen de medio de cultivo en el
sistema de inmersion temporal

El volumen de medio de cultivo tuvo influencias en el
sistema de inmersion temporal “Nalgene Co” de 10,0

L de volumen total con la adicion de 50 explantes so-
bre el coeficiente de multiplicacién de los brotes. El
mayor valor se alcanzé cuando se empled una rela-
cién de 40 ml de medio de cultivo (11,99) por explan-
te sin diferencias significativas con el tratamiento de
50 ml por explante y si con los tratamientos de 20 y
30 ml por explante.

Los tratamientos de 40 y 50 ml/explante presentaron
el comportamiento mas favorable (tabla 5), sin dife-
rencias significativas entre ellos en cuanto a las varia-
bles diametro del pseudotallo, grado de oxidacion y
nimero de hojas activas, no siendo asi en cuanto a la
variable altura del explante, donde si existe diferencia
significativa del tratamiento (40 ml/explante), con los
demas.

Con los volimenes de medio de cultivo (40 y 50 ml/
explante) se obtuvieron los mejores resultados en la
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multiplicacion de los brotes de yemas axilares, debido
a que se garantiz6 durante esta fase de cultivo un ade-
cuado equilibrio entre las necesidades de nutrientes
de los brotes de yemas axilares y la disponibilidad de
los mismos en el medio de cultivo, en comparacion

con los volimenes de 20 y 30 ml/explante de medio
de cultivo. Lo que demuestra la necesidad de ajustar el
volumen de medio de cultivo por explantes cultivados
en el SIT, sin renovacion del medio de cultivo (Ber-
thouly y Etienne, 2005).

Tabla 5. Efecto del volumen de medio de cultivo sobre las variables evaluadas en el clon de banano "FHIA-18 " (AAAB).

Tratamientos Coeficic-:nte'(/ie Diametro del Gr.ado'(?e Nl’jme.ro de Altura (cm)
Multiplicacion pseudotallo (cm) oxidacion hojas
20 ml/explante 8,13 ¢ 0,72 b 3,30 a 2,98 b 1,05 ¢
30 ml/explante 9,60 b 0,70b 3,10 a 3,01 b 1,86 b
40 ml/explante 11,99 a 0,97 a 2,61h 3,00 a 1,40 a
50 ml/explante 11,82 a 0,99 a 2,69 b 3,03 a 1,79 b
EE + 0,25* 0,03 * 0,09 * 0,11* 0,11*
CV (%) 12,36 15,32 12,34 17,34 16,17

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.

Ademas cuando se utilizaron 40 y 50 ml/explante de
medio de cultivo por brote se logré una adecuada re-
novacion de la atmdsfera interna en el recipiente de
cultivo a diferencia del empleo de los voldmenes de
20 y 30 ml/explante de medio cultivo, en el cual se
pudo haber limitado la renovacién de la atmdsfera
interna. El volumen de medio de cultivo por explante
utilizado en los frasco de cultivo de inmersién tempo-
ral es uno de los principales factores que se debe tener
en consideracion para mejorar la eficiencia del empleo
del SIT (Berthouly y Etienne, 2005).

El contenido de nutrientes en el medio de cultivo pue-
de variar producto de cambios en la concentracién o
por cambios en el volumen de medio de cultivo a una
concentracion fija de nutrientes (Kozai et al., 1995).

Segun autores como Simonton et al. (1995) y Teisson
y Alvard (1995) emplearon volimenes de 5000 y 250
ml para frascos de 10,0 L y Erlenmeyer de 500 ml de
medio de cultivo, respectivamente.

El efecto del volumen de medio de cultivo en los sis-
temas de inmersion temporal debe estar relacionado
con la cantidad de nutrientes, asi como con la dilucién
de determinados compuestos que excretan los brotes
en el cultivo in vitro. En la inmersion temporal por el ni-
vel de dilucion que alcanzan en el volumen de medio
de cultivo, parecen ser favorables, segin los niveles de
proliferacion y de la calidad de los brotes antes anali-
zados (Kozait et al., 1995).

En la nutricion in vitro se establece un equilibrio en-
tre la asimilacién de nutrientes por los explantes y la
excrecion de compuestos al medio de cultivo prove-
nientes de estos, este estado de equilibrio influye en
la respuesta morfogenética (Williams, 1993 y 1995).

Ziv (2005) al utilizar 1250 ml de medio de cultivo en
biorreactores de 2500 ml de volumen total obtuvo un
coeficiente de multiplicacion (15,10) con la adicion de
20 explantes de bananos.

Escalona et al. (1999) en el cultivo de la pina (Ana-
nas comosus (L) Merr.) en sistema de inmersion tem-
poral (frascos “Nalgene Co” de 10 litros de volumen
total) emplearon 200 ml de medio de cultivo por ex-
plante con la adicién de 2000 ml por sistema y 5 ex-
plantes por cada litro de medio de cultivo, de modo
que volimenes por encima afectaron la asimilacién
de nutrientes, con la consiguiente disminucién de los
coeficientes de multiplicacién. Al respecto, Lorenzo et
al. (1998) estudiaron el efecto del volumen de medio
de cultivo por explante en la formacién de brotes de
cana de azucar (Saccharum officinarum) en sistemas
de inmersion temporal, encontrando una mayor tasa
de multiplicacion con 50 ml por explante. Estos auto-
res senalaron que al aumentar la cantidad de medio
de cultivo por explante se incrementa la disponibilidad
de nutrientes; sin embargo, elevadas cantidades de
medio de cultivo disminuyeron el nimero de brotes
y esto posiblemente se debe a que la secrecion de
algunas sustancias en el medio de cultivo promueve la
formacion de nuevos brotes.
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Segun Castro y Gonzdlez (2002) para lograr un mismo
desarrollo en las técnicas de cultivo de tejidos es nece-
sario proveer a las plantas con suficientes cantidades de
nutrientes esenciales (incluyendo la sacarosa y carbono
como fuentes de energia bajo condiciones heterotro-
ficas y mesotroficas), de tal manera que los nutrientes
no sean un factor limitante para la multiplicacion en el
desarrollo de las plantas. De acuerdo con los resultados
obtenidos (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) demostra-
ron que con el empleo de un volumen de 500 mL de
medio de cultivo con 9 explantes se logré un coeficien-
te de multiplicacion de 10,5 brotes y la mejor calidad
de los brotes en términos de una mayor producciéon de
masa seca. Es importante notar que en la medida que se
incrementé el volumen de medio de cultivo se obtuvo
un mayor coeficiente de multiplicacion, sin embargo, la
calidad de los brotes constituy6 un factor importante, el
cual permitié definir un volumen adecuado de medio
de cultivo, que minimiza el estrés hidrico en los brotes,
particularmente en las primeras etapas del cultivo.

Tabla 6. Determinacién de la densidad de explante por frasco.

Basail et al. (2003) demostraron que para el clon de
yuca “CMC-40" (Manihot esculenta Crantz (L.), un vo-
lumen de medio de cultivo de 40 ml por explante, en
frascos de sistema de inmersion temporal incrementé
el coeficiente de multiplicacion a 6,5 por cada explan-
te inoculado.

Determinacion de la densidad de explantes por frasco

El mejor resultado se obtuvo con 70 explantes por
frasco de 10 litros de capacidad (tabla 6), con los
mayores valores numéricos en cuanto al coeficiente
de multiplicacion, didametro del pseudotallo y altura
del explante con diferencias significativas con to-
dos los demas tratamientos. En cuanto al grado de
oxidacion se obtiene el menor valor sin diferencias
significativas con el tratamiento dos (50 explantes)
al igual que con el ndmero de hojas activas sin di-
ferencias con el tratamiento cuatro (90 explantes)
pero si con el resto.

Tratamientos Coeficit'ante'(,ie Diametro del Gr.ado'()ie Nl’lme.ro de Altura
Multiplicacion | pseudotallo (cm) oxidacion hojas (cm)

30 explantes 13,42 ¢ 0,74 ¢ 4,05 a 3,25 a 1,38 b
50 explantes 1492 b 0,98 b 2,40 ¢ 3,03 a 1,48 b
70 explantes 15,99 a 1,10 a 2,35 ¢ 2,07 b 1,64 a
90 explantes 12,30 d 0,83 ¢ 3,90 b 2,35b 1,08 ¢
EE + 0,36 0,03 * 0,12 * 0,08 * 0,11*

CV (%) 11,83 16,32 15,47 11,83 13,01

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.

Teniendo en cuenta estos resultados se selecciono la
densidad de 70 explantes por frasco de cultivo, pues
hay una mayor asimilacion de los nutrientes que com-
ponen el medio de cultivo y por tanto un mejor apro-
vechamiento de los frascos de cultivo de 10,0 L de
capacidad (figura 1).

En el cultivar ‘Gran Enano’ (AAA), empleando los siste-
mas de inmersion temporal de 5,0 litros de capacidad,
Albany (2001) sefala que la variable que determina un
incremento en el coeficiente de multiplicacion, peso de
los brotes, peso final y peso dtil, es la densidad de in6cu-
lo, obteniendo los mejores resultados con 25 explantes.

Segln Posada et al. (2003) los mejores resultados para
la multiplicacion de los cultivares de banano ‘FHIA-01’

y ‘FHIA-18" 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 inmer-
sion temporal (sistema RITA).

Orellana (1998), puntualizo la necesidad de valorar expe-
rimentalmente la densidad de explantes por frasco por-
que este parametro pudiera ocasionar deficiencias en el
sistema; ya que una baja densidad ocasionaria pérdidas
de espacio y de medio de cultivo, y con ello la subutili-
zacion de los recipientes; mientras que una alta densidad
propicia un crecimiento limitado de los brotes e insufi-
ciente proliferacion con subcultivos mas frecuentes.

De Feria et al. (1998), recomendaron para los reci-
pientes de los sistemas de inmersion temporal una
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Figura 1. Plantas in vitro del clon banano ‘FHIA-18’ (AAAB)
multiplicadas en el sistema de inmersién temporal con una
densidad de 70 explantes/frasco de cultivo de 10,0 L de ca-
pacidad.

densidad de 40 brotes de cafa de azdcar (Saccharum
officinarum), la cual les permitié obtener mayor coefi-
ciente de multiplicacion (10,92) y un peso promedio
de 5,74 mg por brote.

Basail et al. (2003) obtuvieron que para el cultivo de la
yuca (CMC-40) (Manihot esculenta Crantz (L.) en fras-
co de sistema de inmersion temporal de cinco litros de
volumen total utilizar una densidad de 40 explantes
por sistema.

De forma general los experimentos desarrollados per-
mitieron establecer una metodologia que incrementa
de forma significativa el coeficiente de multiplicacion
en el clon de banano ‘FHIA-18" (AAAB), basada en la
inmersion 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 semisdlido,
facilita la asimilacion de los nutrientes por los explan-
tes. Ademas, en estos sistemas los explantes no estan
constantemente en contacto con el medio de cultivo,
sino, s6lo a determinada frecuencia y un periodo corto
de tiempo que permite la renovacion constante de la
atmosfera interna de los frascos y evita la acumulacién
de gases nocivos como el etileno, asi como, facilita
la regulacion de la concentracion de CO: y mejora la
oxigenacion de los tejidos. Los explantes retienen una
pelicula del medio de cultivo que evita la desecacion
e incrementa la disponibilidad y asimilaciéon de los
nutrientes, lo cual se traduce en un crecimiento mas
vigoroso y mejor desarrollo. Ademas, estos aspectos
positivos del SIT, favorecen un incremento en la foto-

sintesis de las plantas (Escalona et al., 1999; Lemos et
al., 2001 y Castro et al., 2001).

Conclusiones

Se logré multiplicar el clon de banano ‘FHIA-18’
(AAAB) en sistema de inmersién temporal con un
tiempo de inmersién de 10 minutos y una frecuencia
de inmersion cada 3 horas en el medio basal MS, su-
plementado con 3,0 mg.L'" de 6-BAP; 2,0 mg.L' de
AlA con 40 ml de medio de cultivo por explante y 70
explantes por frasco de cultivo donde se obtuvieron
los mejores resultados. El coeficiente de multiplicacion
y la calidad del material vegetal permitiran su introduc-
cion en la produccion en biofabricas.
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