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Resumen

Con el propósito de desarrollar un protocolo para la multiplicación del clon de banano ´FHIA-18´ (AAAB) en sistema de inmersión temporal, se definieron como objetivos del trabajo determinar el efecto del tiempo (5, 10 y 15 minutos) y la frecuencia de inmersión (3, 6 y 8 horas por día), así como la influencia de diferentes combinaciones de reguladores del crecimiento (2,0; 3,0 y  4,0 mg.L-1 de 6-BAP y 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 y 4,0 mg.L-1 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 multiplicación. Con el empleo de un tiempo de 10 minutos y una frecuencia de inmersión cada tres horas, se alcanzaron los mejores resultados en cuanto al número de explantes obtenidos. Con este tiempo y frecuencia de inmersión los explantes presentaron el mayor diámetro del pseudotallo. Para cada frasco de 10,0 L se inocularon 70 explantes y la renovación con 2800 ml de medio de cultivo (40 ml/explante) con un tiempo de cultivo de 21 días permitió alcanzar la mayor productividad del material en fase de multiplicación. Además al utilizar las sales MS suplementadas con 3,0 mg.L-1 de 6-BAP; 2,0 mg.L-1 de AIA; 10,0 mg.L-1 de ácido ascórbico, se logró disminuir el crecimiento innecesario de los tallos y hojas de los brotes en la fase de multiplicación y por lo tanto un mayor número 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-1 de 6-BAP and 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 and 4,0 mg.L-1 de 6 AIA), 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-1 of 6-BAP, 1.30 mg.L-1 of IAA, 10.0 mg.L-1 ascorbic acid, the unnecessary growth of stems and leaves of shoots in the multiplication phase was reduced and; therefore, a greater number per explant. 
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Introducción
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 año, su elevado potencial de rendimiento, arraigados hábitos de consumo y diversidad de usos (Rodríguez, 2000).

En el 2008 las áreas cultivadas con Musa spp en Cuba tenían la siguiente composición clonal: plátanos tipo vianda AAB (65.6%), plátanos burros ABB (3,9%) y plátanos fruta AAA (30,5%). Sin embargo, con la aparición de la enfermedad de la Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis Morelet) en noviembre de 1990, lo cual afectó grandemente los plátanos de tipo vianda, se redujeron considerablemente los rendimientos, provocando la desaparición de la producción en las grandes empresas (Orellana, 1994). 

Dentro de las técnicas de cultivo de tejidos, la micropropagación es una alternativa desarrollada para la producción a gran escala de plantas, que ha sido utilizada con éxito desde los años 60 del siglo pasado, pero sus principales desventajas son: bajos coeficientes de multiplicación, alto costo por mano de obra y la escasa posibilidad de automatización que brinda el proceso (Kitto, 1997).

En los últimos tiempos se han desarrollado investigaciones sobre la automatización en la propagación de plantas, que incluyen el diseño de nuevos sistemas para la micropropagación, ya que reducen el costo por explantes, permiten una mayor optimización biológica por los altos coeficientes de multiplicación que se obtienen y un mejor comportamiento de las vitroplantas ex vitro (Aitken-Christie et al., 1995). 

Los Sistemas de Inmersión Temporal (SIT) además de solucionar las dificultades de los cultivos en medios líquidos estáticos, abren la posibilidad de semiautomatizar algunas etapas del cultivo in vitro (Alvard et al., 1993), permiten mayor facilidad de escalado y aumentan la eficiencia biológica y productiva del material propagado (Jiménez et al., 1999; Castro, 2001). Al mismo tiempo la morfología y el comportamiento fisiológico de los cultivos en los sistemas de inmersión temporal son muy semejantes a los que presentan las plantas en condiciones ex vitro, lo que permite una mayor tasa de supervivencia (Escalona et al., 1999; Berthouly y Etienne,  2005).
Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo se realizó con el objetivo de desarrollar un protocolo para la multiplicación del clon de banano ´FHIA-18´ (AAAB) utilizando el sistema de inmersión temporal.
Materiales y Métodos

La investigación se realizó en el laboratorio de Cultivos de tejidos de plantas del Instituto de Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT); ubicado en Santo Domingo, Villa Clara, Cuba.

Material vegetal
Se utilizó el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB), procedente del banco de germoplasma de plátanos 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 cilíndrico, 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 número de dedos de 120 a 170. Es medianamente resistente a la Sigatoka negra y resistente al Mal de Panamá así como a los nemátodos Radopholus similis.
Establecimiento y multiplicación  in vitro del clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB).

Se realizó una primera desinfección 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 una cámara de flujo laminar se redujo el tamaño del material vegetal hasta 2-3 cm de alto con una base cuadrada de 1,5 cm aproximadamente, seguido de una segunda desinfección por 10 minutos con NaOCl al 3% y tres lavados de dos minutos cada uno con agua destilada estéril (Montano et al., 2004). Luego se redujo el tamaño hasta obtener un ápice de aproximadamente 0,50 cm2 para su incubación en el medio de cultivo MS (sales minerales y vitaminas), suplementado con sacarosa (30,0 g.L-1); tiamina (1,0 mg.L-1); cisteína (40,0 mg.L-1); 6-BAP (2,70 mg.L-1); AIB (0,30 mg.L-1) con  pH 5,7. (López et al., 1998). Pasados 21 en el medio de cultivo antes mencionado, los ápices fueron seccionados a la mitad y se colocaron en el medio de multiplicación MS suplementado 2,0 mg.L-1 de 6-BAP; 3,5 mg.L-1de AIA; 30,0 g.L-1 de sacarosa; 10,0 mg.L-1 de ácido ascórbico (control) propuesto por Ventura et al. (1998) donde se le realizaron dos subcultivos seguidos. A partir del siguiente subcultivo se comenzó la multiplicación de los explantes en medio de cultivo líquido en sistema de inmersión temporal.

Las condiciones de cultivo utilizadas para el establecimiento y multiplicación de los brotes de yemas axilares fueron las siguiente: cámara de cultivo con temperatura de 27,0±2,0°C e iluminación artificial mediante tubos fluorescente de 40 W, con un fotoperíodo de 16 horas luz y una densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) de 62,0-68,0 µmol.m-2.s-1.
Sistema de Inmersión Temporal (SIT)

Este tipo de sistema de cultivo estuvo compuesto por dos frascos de cultivo tipo Clearboys (Compañía 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 sí por una manguera de silicona de seis milímetros de diámetro mediante conectores que atravesaron la tapa. En la parte interna se colocó una manguera, la cual descendió hasta el fondo en ambos recipientes. El medio de cultivo circuló de un frasco de cultivo a otro en dependencia de la apertura o cierre de dos electroválvulas de tres vías, las cuales estaban conectadas a un temporizador programable para determinar el tiempo y frecuencia de la inmersión. A la entrada de los frascos de cultivo se colocaron filtros hidrofóbicos (0,22 µm, MIDISART 2000, de la compañía SARTORIUS) para garantizar la esterilidad del aire. La presión del aire de 2,0 atm proveniente de un compresor, fue regulada por un manómetro.
Efecto del tiempo y frecuencia de inmersión en el sistema de inmersión temporal
Efecto del tiempo de inmersión
Con el objetivo de evaluar el efecto del tiempo de inmersión de los brotes de yemas axilares se evaluaron tres tiempos de inmersión: 5,0; 10,0 y 15,0 minutos cada seis horas (cuatro inmersiones por día) según resultados obtenidos en otros clones de plátanos y bananos. En este experimento se utilizó el medio de cultivo de multiplicación MS suplementado 2,0 mg.L-1 de 6-BAP; 3,5 mg.L-1de AIA; 30,0 g.L-1 de sacarosa; 10,0 mg.L-1 de ácido ascórbico (control) y las condiciones de cultivo descritas anteriormente. Se adicionaron 2000 ml de medio de cultivo por frasco.
Efecto de la frecuencia de inmersión
Con el objetivo de determinar el efecto de la frecuencia de inmersión de los brotes de yemas axilares en el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB) se evaluaron tres frecuencias de inmersión, cada 3,0; 6,0 y 8,0 horas por día según resultados obtenidos en otros clones de plátanos y bananos, con el mejor tiempo de inmersión obtenido como resultado  del experimento anterior.

Se utilizaron las mismas condiciones experimentales del primer experimento, así como el medio de cultivo. Se adicionaron 2000 ml de medio de cultivo por frasco.
Influencia de diferentes combinaciones de reguladores del crecimiento
Se utilizó como control el medio de cultivo de los experimentos anteriores, así como las condiciones experimentales. Los diferentes medios de cultivo se conformaron a partir de la combinación de los reguladores del crecimiento 6-BAP y AIA (tabla 1), según resultados obtenidos en otros clones de plátanos y bananos.
Tabla 1: Combinación de los reguladores del crecimiento (6-BAP y AIA) sobre la multiplicación del clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB).

	Tratamientos
	6-BAP (mg.L-1)
	AIA (mg.L-1)

	1
	2,0
	2,0 mg.L-1

	2
	
	2,5 mg.L-1

	3
	
	3,0 mg.L-1

	4
	
	3,5 mg.L-1

	5
	
	4,0 mg.L-1

	6
	3,0
	2,0 mg.L-1

	7
	
	2,5 mg.L-1

	8
	
	3,0 mg.L-1

	9
	
	3,5 mg.L-1

	10
	
	4,0 mg.L-1

	11
	4,0
	2,0 mg.L-1

	12
	
	2,5 mg.L-1

	13
	
	3,0 mg.L-1

	14
	
	3,5 mg.L-1

	15
	
	4,0 mg.L-1


Se utilizó el mejor tiempo y frecuencia de inmersión obtenido en los experimentos anteriores.  Se adicionaron 2000 ml de medio de cultivo por frasco.
Determinación del volumen de medio de cultivo en el sistema de inmersión temporal
Para la realización de este experimento se empleó el mejor resultado del experimento anterior. Se evaluó el efecto de cuatro volúmenes 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; 2000 y 3000 ml. Se emplearon las mismas condiciones del experimento anterior excepto la cantidad de nutrientes por explante.
Determinación de la densidad de explantes por frasco
A partir de los resultados obtenidos en el sistema de inmersión temporal con condiciones predeterminadas por las experiencias en el manejo de los mismos, se estudió la densidad de inóculo con el objetivo de mejorar las condiciones de cultivo, así como la calidad del proceso. Se evaluó la influencia de cuatro densidades de inóculo: 30,0; 50,0; 70,0 y 90,0 explantes por frasco y un volumen de medio de cultivo por batería de 1200 ml; 2000 ml; 2800 ml y 3600 ml en la producción de explantes, según resultados obtenidos en otros clones de plátanos y bananos. Para determinar la densidad de inóculo se utilizó el mejor resultado obtenido en el experimento anterior así como las condiciones experimentales.
En todos los experimentos las evaluaciones se realizaron a los 21 días 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 evaluó:

· Coeficiente de multiplicación (unidades). Se determinó por el número de brotes finales con respecto al número de brotes iniciales. 
· Altura de los brotes de yemas axilares (cm). Se realizó con una regla graduada y se midió desde la base del pseudotallo hasta la inserción de la primera hoja. 

· Grado de oxidación según escala de Novak et al. (1994)

Grado 0: no hubo oxidación, coloración del explante de blanco-amarillo crema.

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

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

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

Grado 4: 75% de tejido necrótico en la base del explante con penetración.

Grado 5: 100% de tejido necrótico en la base del explante con penetración y se necesitan cortes profundos para lograr que la asimilación de nutrientes sea efectiva.

· Diámetro del pseudotallo de los brotes de yemas axilares (cm). Se realizó con el auxilio de una regla graduada y se midió el diámetro de la base del pseudotallo.

· Número de hojas de los brotes de yemas axilares (unidades). Se contaron las hojas que estaban abiertas.

Procesamiento estadístico

Con los criterios de estadística descriptiva se realizaron las tablas que expresan los resultados procesados con estadística inferencial paramétrica (análisis de varianza de clasificación simple). La comparación múltiple de media se realizó según Tukey cuando se encontró homogeneidad de varianza, (Lerch,1977). Se utilizó el paquete estadístico MSTAT-C de la Universidad de Micchigan (Bricker, 1993, citado por Guzmán y Castaño, 2002). 
Resultados y Discusión

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

Efecto del tiempo de inmersión

El mejor resultado se obtuvo al aplicar un tiempo de inmersión de 10 minutos (tabla 2) donde se obtienen los mejores resultados en todas las evaluaciones realizadas para el coeficiente de multiplicación, diámetro del pseudotallo, grado de oxidación, número de hojas y altura del explante con diferencias significativas respecto al resto.

Tabla 2. Efecto del tiempo de inmersión sobre las variables evaluadas en el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB).   

	Tratamientos
	Coeficiente de Multiplicación
	Diámetro del pseudotallo (cm)
	Grado de oxidación
	Número de hojas
	Altura (cm)

	  5 minutos
	4,40 c
	0,16 c
	4,55 c
	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
	3,85 b
	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 según prueba de Tukey.

El tiempo de inmersión es considerado un factor importante en la respuesta morfogenética del material vegetal a micropropagar. Al respecto, Escalona (1999) para el cultivo de la piña (Ananas comosus (L) Merr.) encontró que con un tiempo de inmersión de dos minutos/hora con una frecuencia de tres horas se logró los mayores incrementos en el coeficiente de multiplicación y por lo tanto se facilitó una mayor eficiencia en la asimilación de nutrientes por los explantes.

La duración del tiempo de inmersión se ha modificado en diferentes ocasiones en dependencia de la especia, cultivar y método de propagación que se emplee y ha sido de gran importancia dentro de las distintas especies. Berthouly et al. (1995) al evaluar el desarrollo de esquejes de Coffea arabica, observaron poca hiperhidricidad con  15 minutos de inmersión, mientras que con tiempos largos de inmersión está sintomatología apareció en gran medida en los tejidos.
Según Teisson et al. (1996) en el caso de Coffea canefora cuando se emplearon cuatro inmersiones al día de 15 minutos cada hora, las cuales se aplicaron también en Coffea arábica, hubo un alto porcentaje de hiperhidricidad, el cual se redujo cuando se cambiaron dos inmersiones de un minuto por día.

Dottin (2000) con el empleo de siete minutos de inmersión de los explantes obtuvo un elevado coeficiente de multiplicación (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 inmersión temporal.
Determinar el tiempo de inmersión en la multiplicación en SIT, es muy importante, ya que este determina la absorción de nutrientes por los brotes (Berthouly y Etienne, 2005).

Efecto de la frecuencia de inmersión

Al utilizar una frecuencia de 3 horas y 10 minutos se obtienen los máximos valores para el coeficiente de multiplicación, diámetro del pseudotallo, grado de oxidación, número de hojas y altura del explante, con diferencias significativas respecto al resto de los tratamientos sin la presencia de brotes hiperhidratados ni la presencia de multiyemas (tabla 3). 
Tabla 3. Efecto de la frecuencia de inmersión en los brotes axilares en el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB).
	Tratamientos
	Coeficiente de Multiplicación
	Diámetro del pseudotallo (cm)
	Grado de oxidación
	Número de hojas
	Altura (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 c
	3,10 c
	1,99 c 

	8 horas
	6,15 b
	0,49 b
	3,35 b
	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 según prueba de Tukey.

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

La frecuencia y el tiempo de inmersión constituyen factores importantes en la respuesta morfogénica de las diferentes especies de plantas. En la multiplicación axilar de brotes de piña, se lograron coeficientes de multiplicación de 12,0 en seis semanas con el empleo de un tiempo y frecuencia de inmersión de dos minutos cada tres horas (Escalona, 1999).

Los tiempos de inmersión son cortos, por lo tanto los explantes están recubiertos de una película de medio de cultivo líquido y de esta forma se evita la desecación de los mismos. La resistencia a la difusión de gases es baja y existe una mínima ruptura de intercambio gaseoso entre los tejidos y la atmósfera interna del frasco de cultivo, por tal razón esta se renueva en intervalos regulares de tiempos (Etienne et al., 1997).

Cabrera et al. (2005) emplearon un tiempo de inmersión de diez minutos y una frecuencia de 6 horas y obtuvieron 4,7 microtubérculos de ñame en SIT en el clon Pacala Duclos (Dioscorea alata (L) Point) en frascos de inmersión temporal de cinco litros.
Castro (2001) señaló que durante la fase de multiplicación de brotes de Eucaliptus grandis, al emplear una frecuencia de 24 horas con una duración de tres minutos el número de brotes por explantes fue significativamente superior al obtenido con un minuto de inmersión, sin embargo, en ambos se observó la presencia de brotes hiperhidratados.

Los efectos del tiempo de inmersión en la respuesta morgenética de los tejidos deben estar relacionados con las relaciones hídricas y el intercambio gaseoso que se logra en está formación de cultivo según Escalona (1999).
Dottin (2000) en el cultivo de la malanga (Xanthosoma sagittifolium (L) Schott) al utilizar una frecuencia de cuatro horas obtuvo un coeficiente de multiplicación (14,50) con el empleo del sistema de inmersión temporal ‘’Nalgene Co’’.

Quiala et al. (2006) en el cultivo de la caña santa (Cymbopogon citratus (D.C.) Staff) obtuvieron los mejores resultados para el peso fresco y el coeficiente de multiplicación al utilizar seis inmersiones por día (cada cuatro horas) en sistemas de inmersión temporal de un litro de capacidad.

Los tiempos y frecuencias de inmersión que se ensayaron según las posibilidades de automatización, demostraron que con diez minutos de inmersión y tres horas empleados en los experimentos, se obtuvieron los mejores resultados en cuanto a la producción y calidad de los brotes.

Influencia de diferentes combinaciones de reguladores del crecimiento

A partir de los resultados obtenidos el tratamiento seis mostró la mejor respuesta en cuanto a las variables estudiadas para el diámetro del pseudotallo, grado de oxidación, número de hojas activas y altura del explante con diferencias significativas con respecto a los restantes (tabla 4). 
Tabla 4. Resultados obtenidos de la combinación de los reguladores del crecimiento        (6-BAP y AIA) en la multiplicación del clon de banano ‘FHIA- 18’ (AAAB) en el sistema de inmersión temporal.

	Tratamientos
	6-BAP (mg.L-1)
	AIA                (mg.L-1)
	Coeficiente de Multiplicación
	Diámetro del pseudotallo (cm)
	Grado de oxidación
	Número de hojas 
	Altura (cm)

	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
	7,81 b
	        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
	5,20 d
	        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
	  3,30 d
	2,62 cd

	8
	3,0
	3,0
	5,16 d
	        0,63 cd
	    4,05 ab
	 3,70 bcd
	2,21 e

	9
	3,0
	    3,5
	5,30 b
	        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
	  7,30 b
	       0,30 f
	    3,4 ab
	3,99 bc
	3,19 b

	14
	4,0
	    3,5
	  5.42 b
	       0,10 g
	    4,05 a
	2,75 ef
	2,76 c

	15
	4,0
	4,0
	  4.99 e
	       0,73 bc
	    3,8 ab
	3,25 d
	2,8 bc

	
	   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 según prueba de Tukey.

El 6-BAP ha sido hasta el momento, la citoquinina más empleada y de mayor efectividad para la micropropagación de varias especies vegetales de interés económico como la Teca (Tectona Grandis Linn. F) y el  guayabo (Psidium guajava L.), (Daquinta et al., 2000 y Vilchez, 2001).
Según Colmenares y Jiménez (2003) para bananos del cv. ‘Gran Enano’ (AAA) del subgrupo Cavendish multiplicados en 2,5 mg.L-1 de 6-BAP, señalaron un índice de multiplicación de 2,1 para el medio semisólido y 5,2 en sistema de inmersión temporal en 10 subcultivos.
Estos resultados coinciden con lo sugerido por Torres (1995), quien planteó que en el cultivo de tejidos las citoquininas son necesarias para la división celular en las plantas y en ausencia de ellas, la metafase de la mitosis, es más prolongada. Dottin (2000) al emplear 1,0 y 3,0 mg.L-1 de 6-BAP y 1,2 mg.L-1 de AIA obtuvo los máximos valores en el cultivo de la malanga (Xanthosoma sagittifolium (L) Schott) en frascos de sistemas de inmersión temporal.

El incremento en el coeficiente de multiplicación se debe principalmente a los niveles de citoquininas endógenas (3,5 mg.L-1 de 6-BAP y 1.8 mg.L-1 de AIA. Los patrones del metabolismo del 6-BAP varían considerablemente entre especies. Este regulador se acumula solo o en forma de sus conjugadas, y por lo tanto estimula la formación de brotes (Glendening y Sjolund, 1996; Kane y Philman., 1996 y Jiménez, 1997). 

En los protocolos de propagación los explantes se mantienen con los reguladores del crecimiento durante todo el subcultivo, sin embargo, distintos autores han llegado a la conclusión de que la absorción de estás sustancias en la fase de multiplicación se produce mayoritariamente en las primeras horas de cultivo (Feito et al., 1995 y Moncaleán et al., 1999), lo que condiciona totalmente la respuesta morfogénica de los cultivos es mediante la alteración del balance endógeno de los reguladores del crecimiento (Dantas et al., 1997).

Los explantes propagados con el tratamiento dos mostraron características superiores a las producidas con el resto de los demás tratamientos obteniéndose un coeficiente de multiplicación de 7,81.
Determinación del volumen de medio de cultivo en el sistema de inmersión temporal

El volumen de medio de cultivo tuvo influencias en el sistema de inmersión temporal “Nalgene Co’’ de 10,0 L de volumen total con la adición de 50 explantes sobre el coeficiente de multiplicación de los brotes. El mayor valor se alcanzó cuando se empleó una relación de 40 ml de medio de cultivo (11,99) por explante sin diferencias significativas con el tratamiento de 50 ml por explante y sí con los tratamientos de 20 y 30 ml por explante.
Los tratamientos de 40 y 50 ml/explante presentaron el comportamiento más favorable (tabla 5), sin diferencias significativas entre ellos en cuanto a las variables diámetro del pseudotallo, grado de oxidación y número de hojas activas, no siendo así en cuanto a la variable altura del explante, donde si existe diferencia significativa del tratamiento (40 ml/explante), con los demás.

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

	Tratamientos
	Coeficiente de Multiplicación
	Diámetro del pseudotallo (cm)
	Grado de oxidación
	Número de hojas 
	Altura (cm)

	20 ml/explante
	8,13 c
	0,72 b
	3,30 a
	2,98 b
	1,05 c

	30 ml/explante
	9,60 b
	0,70 b
	3,10 a
	3,01 b
	1,86 b

	40 ml/explante
	       11,99 a
	0,97 a
	2,61 b
	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 según prueba de Tukey.

Con los volúmenes de medio de cultivo (40 y 50 ml/explante) se obtuvieron los mejores resultados en la multiplicación de los brotes de yemas axilares, debido a que se garantizó durante esta fase de cultivo un adecuado equilibrio entre las necesidades de nutrientes de los brotes de yemas axilares y la disponibilidad de los mismos en el medio de cultivo, en comparación con los volúmenes 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 renovación del medio de cultivo (Berthouly y Etienne, 2005).
Además cuando se utilizaron 40 y 50 ml/explante de medio de cultivo por brote se logró una adecuada renovación de la atmósfera interna en el recipiente de cultivo a diferencia del empleo de los volúmenes de 20 y 30 ml/explante de medio cultivo, en el cual se pudo haber limitado la renovación  de la atmósfera  interna. El volumen de medio de cultivo por explante utilizado en los frasco de cultivo de inmersión temporal es uno de los principales factores que se debe tener en consideración para mejorar la eficiencia del empleo del SIT (Berthouly y Etienne, 2005).
El contenido de nutrientes en el medio de cultivo puede variar producto de cambios en la concentración o por cambios en el volumen de medio de cultivo a una concentración fija de nutrientes (Kozai et al., 1995).

Según autores como Simonton et al. (1995) y Teisson y Alvard (1995) emplearon volúmenes 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 sistemas de inmersión temporal debe estar relacionado con la cantidad de nutrientes, así como con la dilución de determinados compuestos que excretan los brotes en el cultivo in vitro. En la inmersión temporal por el nivel de dilución que alcanzan en el volumen de medio de cultivo, parecen ser favorables, según los niveles de proliferación y de la calidad de los brotes antes analizados (Kozait et al., 1995).

En la nutrición in vitro se establece un equilibrio entre la asimilación de nutrientes por los explantes y la excreción de compuestos al medio de cultivo provenientes 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 multiplicación (15,10) con la adición de  20 explantes de bananos.
Escalona et al. (1999) en el cultivo de la piña (Ananas comosus (L) Merr.) en sistema de inmersión temporal (frascos “Nalgene Co’’ de 10 litros de volumen total) emplearon 200 ml de medio de cultivo por explante con la adición de 2000 ml por sistema y 5 explantes por cada litro de medio de cultivo, de modo que volúmenes por encima afectaron la asimilación de nutrientes, con la consiguiente disminución de los coeficientes de multiplicación. Al respecto, Lorenzo et al. (1998) estudiaron el efecto del volumen de medio de cultivo por explante en la formación de brotes de caña de azúcar (Saccharum officinarum) en sistemas de inmersión temporal, encontrando una mayor tasa de multiplicación con 50 ml por explante. Estos autores señalaron 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 número de brotes y esto posiblemente se debe a que la secreción de algunas sustancias en el medio de cultivo promueve la formación de nuevos brotes.

Según Castro y González (2002) para lograr un mismo desarrollo en las técnicas de cultivo de tejidos es necesario proveer a las plantas con suficientes cantidades de nutrientes esenciales (incluyendo la sacarosa y carbono como fuentes de energía bajo condiciones heterotróficas y mesotróficas), de tal manera que los nutrientes no sean un factor limitante para la multiplicación en el desarrollo de las plantas. De acuerdo con los resultados obtenidos (Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) demostraron que con el empleo de un volumen de 500 mL de medio de cultivo con 9 explantes se logró un coeficiente de multiplicación de 10,5 brotes y la mejor calidad de los brotes en términos de una mayor producción de masa seca. Es importante notar que en la medida que se incrementó el volumen de medio de cultivo se obtuvo un mayor coeficiente de multiplicación, sin embargo, la calidad de los brotes constituyó un factor importante, el cual permitió definir un volumen adecuado de medio de cultivo, que minimiza el estrés hídrico en los brotes, particularmente en las primeras etapas del cultivo. 

Basail et al. (2003) demostraron que para el clon de yuca ´CMC-40´ (Manihot esculenta Crantz (L.), un volumen de medio de cultivo de 40 ml por explante, en frascos de sistema de inmersión temporal incrementó el coeficiente de multiplicación a 6,5 por cada explante inoculado.
Determinación 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 multiplicación, diámetro del pseudotallo y altura del explante con diferencias significativas con todos los demás tratamientos. En cuanto al grado de oxidación se obtiene el menor valor sin diferencias significativas con el tratamiento dos (50 explantes) al igual que con el número de hojas activas sin diferencias con el tratamiento cuatro (90 explantes) pero sí con el resto.
Tabla 6. Determinación de la densidad de explante por frasco.

	Tratamientos
	Coeficiente de Multiplicación
	Diámetro del pseudotallo (cm)
	Grado de oxidación
	Número de hojas
	Altura (cm)

	30 explantes
	      13,42 c
	0,74 c
	4,05 a
	3,25 a
	1,38 b

	50 explantes
	      14,92 b
	0,98 b
	2,40 c
	3,03 a
	1,48 b

	70 explantes
	      15,99 a
	1,10 a
	2,35 c
	2,07 b
	1,64 a

	90 explantes
	      12,30 d
	0,83 c
	3,90 b
	2,35 b
	1,08 c

	     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 según prueba de Tukey.

Teniendo en cuenta estos resultados se  seleccionó la densidad de 70 explantes por frasco de cultivo, pues hay una mayor asimilación de los nutrientes que componen el medio de cultivo y por tanto un mejor aprovechamiento de los frascos de cultivo de 10,0 L de capacidad (figura 1).

[image: image1.jpg]



Figura 1. Plantas in vitro del clon banano ‘FHIA-18’ (AAAB)  multiplicadas en el sistema de inmersión temporal con una densidad de 70 explantes/frasco de cultivo de   10,0 L de capacidad.

En el cultivar ‘Gran Enano’ (AAA), empleando los sistemas de inmersión temporal de        5,0 litros de capacidad, Albany (2001) señala que la variable que determina un incremento en el coeficiente de multiplicación, peso de los brotes, peso final y peso útil, es la densidad de inóculo, obteniendo los mejores resultados con 25 explantes.

Según Posada et al. (2003) los mejores resultados para la multiplicación de los cultivares de banano ‘FHIA-01’ y ‘FHIA-18’ se alcanzaron con la densidad de cinco explantes y una frecuencia de inmersión de tres veces durante un minuto cada 24 horas, en frascos de inmersión temporal (sistema RITA).

Orellana (1998), puntualizó la necesidad de valorar experimentalmente la densidad de explantes por frasco porque este parámetro pudiera ocasionar deficiencias en el sistema; ya que una baja densidad ocasionaría pérdidas de espacio y de medio de cultivo, y con ello la subutilización de los recipientes; mientras que una alta densidad propicia un crecimiento limitado de los brotes e insuficiente proliferación con subcultivos más frecuentes.

de Feria et al. (1998), recomendaron para los recipientes de los sistemas de inmersión temporal una densidad de 40 brotes de caña de azúcar (Saccharum officinarum), la cual les permitió obtener mayor coeficiente de multiplicación (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 frasco de sistema de inmersión temporal de cinco litros de volumen total utilizar una densidad de 40 explantes por sistema. 

De forma general los experimentos desarrollados permitieron establecer una metodología que incrementa de forma significativa el coeficiente de multiplicación en el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB), basada en la inmersión temporal de los explantes. La superioridad del nuevo método entre otros aspectos está dada por el empleo del medio de cultivo en estado líquido, que a diferencia del medio de cultivo en estado semisólido, facilita la asimilación de los nutrientes por los explantes. Además, en estos sistemas los explantes no están constantemente en contacto con el medio de cultivo, sino, sólo a determinada frecuencia y un período corto de tiempo que permite la renovación constante de la atmósfera interna de los frascos y evita la acumulación de gases nocivos como el etileno, así como, facilita la regulación de la concentración de CO2 y mejora la oxigenación de los tejidos. Los explantes retienen una película del medio de cultivo que evita la desecación e incrementa la disponibilidad y asimilación de los nutrientes, lo cual se traduce en un crecimiento más vigoroso y mejor desarrollo. Además, estos aspectos positivos del SIT, favorecen un incremento en la fotosíntesis de las plantas (Escalona et al., 1999; Lemos et al., 2001 y Castro et al., 2001). 

Conclusiones 

Se logró multiplicar el clon de banano ‘FHIA-18’ (AAAB) en sistema de inmersión temporal con un tiempo de inmersión de 10 minutos y una frecuencia de inmersión cada 3 horas en el medio basal MS, suplementado con 3,0 mg.L-1 de 6-BAP;  2,0 mg.L-1 de AIA 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 multiplicación y la calidad del material vegetal permitirán su introducción en la producción en biofábricas.
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