ARTICULO DE INVESTIGACION

Nueva alternativa para la micropropagacion en inmersion
temporal del cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011”(AAB)

New alternative for micropropagation in temporary immersion system
of plantain cultivar “INIVITPV-2011” (AAB)

Milagros Basail Pérez""", Victor Medero Vega®, Marlenys Torres Delgado’,
Jorge Lépez Torres™, Arletys Santos Pino”, Aymé Rayas Cabrera’,
Maricel Bauta Toledo®, Yoel Beovidez Garcia’, Alexi Ortega Ortiz"

Resumen

El trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Investigaciones en Viandas Tropicales
(INIVIT) con el objetivo de incrementar el coeficiente de multiplicacion en el cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011"
(AAB) en el Sistema de Inmersién Temporal (SIT). Se estudiaron diferentes tiempos de inmersion (10, 20 (control) y 30 mi-
nutos) y frecuencias de inmersion (3, 6 (control) y 8 horas) en frascos Nalgene de 10 L de capacidad, se estudié ademas el
volumen de medio de cultivo por explante (20, 40 (control) y 60 ml de medio de cultivo/explante), asi como el tiempo de
subcultivo (15, 18, 21 (control) y 25 dias) y la densidad de explantes por frasco (20, 40 (control), 60 y 80 explantes/frasco
de cultivo). 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
g.L'" de sacarosa; 10,0 mg.L" de acido ascorbico. Los resultados obtenidos permitieron establecer una metodologia para
la micropropagacion en el Sistema de Inmersién Temporal del cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB) la cual
consisti6 en utilizar un tiempo de inmersién de 10 minutos con una frecuencia cada 3 horas, es decir, 8 inmersiones al dia,
ademads para cada frasco de 10 L se inocularon 60 explantes y la renovacién con 3600 ml de medio de cultivo y un tiempo
de cultivo de 18 dias permitié alcanzar la mayor productividad del material en fase de multiplicacion. Estos resultados,
utilizando el Sistema de Inmersion Temporal permitieron establecer una metodologia eficiente para la micropropagacion

del cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB).
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Abstract

This work was developed at the Plant Biotechnology Laboratory from the Research Institute of Tropical Root and Tuber
Crops (INIVIT) in order to increase the multiplication coefficient in plantain cultivar “INIVITPV-2011” (AAB) in Temporary
Immersion Systems (TIS). Different immersion times (10, 20 (control) and 30 minutes) and immersion frequencies (3, 6
(control) and 8 hours) in 10 L Nalgene flasks, and culture medium volume per explants (20, 40 (control) and 60 ml culture
medium / explants) were studied, as well as, subculture time (15, 18, 21(control) and 25 days) and explants density per
flask (20, 40 (control), 60 and 80 explants / culture flask). The multiplication culture medium MS supplemented with 2.0
mg.L" 6-BAP, 3.5 mg.L" IAA, 30.0 gL-1 sucrose, 10.0 mg.L-1 ascorbic acid was used. Results obtained allowed to establish
a methodology for micro-propagation of plantain cultivar “INIVITPV-2011” (AAB) in temporary immersion system, which
consisted of using a 10 minute immersion time with 3 hour frequency (8 immersions per day). Besides, 60 explants were
inoculated in each 10 L flask, and the renewal with 3600 ml culture medium and 18 day culture time allowed to obtain the

* %

Instituto Nacional de Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT), Apartado 6, Santo Domingo CP. 53000, Villa Clara, Cuba.

MSc. Autor para correspondencia: e-mail: sit.biotec@inivit.cu. Cuba.

98

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XV No. 1 Julio 2013 98-107



highest productivity in the multiplication stage. These results, using the temporary immersion system allowed to establish a
method for micro-propagation of plantain cultivar “INIVITPV-2011” (AAB).

Key words: in vitro propagation, time, frequency, immersion, multiplication.
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Introduccién

El cultivo del platano (Musa spp) es una importante
fuente de alimento para una gran parte de la poblacién
mundial, localizada principalmente en paises subdesa-
rrollados de Asia, Africa, América Central y del Sur, la
produccion anual se estimé en 43,4 millones de tone-
ladas y los rendimientos en 73,28 ton.ha' (FAO, 2010).

En Cuba los platanos tipo vianda constituyen un cul-
tivo estratégico de elevada prioridad dentro del pro-
grama alimentario nacional debido a su capacidad de
producir todos los meses del aiio, su elevado potencial
de rendimiento, arraigados habitos de consumo vy di-
versidad de usos (Rodriguez, 2008).

A pesar de ocupar el cuarto lugar entre las principales
fuentes de alimentos (después del arroz, la leche y el
trigo), son fuente importante de carbohidratos (35%),
proteinas (1,2%) y fibras (6-7%); adicionalmente apor-
tan potasio, magnesio, fésforo, calcio y vitamina Ay C
(Kodym y Zapata, 1999).

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 anos 60 del siglo pasado,
pero sus principales desventajas son: bajos coeficien-
tes de multiplicacion, alto costo por mano de obra y
la escasa posibilidad de automatizacion 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 optimizacién biologica
por los altos coeficientes de multiplicacion que se ob-
tienen y un mejor comportamiento de las vitroplantas
ex vitro por mayor metabolismo autotréfico durante la
fase in vitro (Aitcken-Christie et al., 1995).

Los Sistemas de Inmersién Temporal (SIT) ademdas 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
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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).

De esta forma, el cultivo en Inmersion Temporal pue-
de constituir una alternativa de micropropagacion a
corto plazo, mientras, a largo plazo se venzan obsta-
culos biolégicos que permitan la obtencion eficiente
de plantas y embriones somaticos en biorreactores
(Escalona et al., 1999).

Teniendo en cuenta lo anterior el presente trabajo se
realizé con el objetivo de incrementar el coeficiente
de multiplicacion en el cultivar de platano vianda “INI-
VITPV-2011” (AAB) utilizando el Sistema de Inmersion
Temporal.

Materiales y métodos

La investigacion se realiz6 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

Como material vegetal se utilizaron plantas de plata-
no vianda “INIVITPV-2011” (AAB) (Musa spp., AAB)
cultivadas in vitro, en fase de multiplicacion con tres
subcultivos en medio de cultivo semisolido. Estas
procedian del banco de germoplasma de platanos y
bananos del Instituto de Investigaciones en Viandas
Tropicales (INIVIT).

Medios de cultivo

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 g.L'' de sacarosa; 10,0 mg.L' de
acido ascorbico (Lépez et al., 2010). Para la fase de
establecimiento y multiplicacion hasta tercer subcul-
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tivo se utiliz6 como agente gelificante el agar-agar a
razon de 4.5 g.L''. En los frascos de cultivo de capaci-
dad 200 ml de volumen total se dosificé un volumen
de 30 ml de medio de cultivo semisélido (fase de es-
tablecimiento y multiplicacién) y en los Sistemas de
Inmersion Temporal el volumen de medio de cultivo
cambio acorde al disefo de los distintos experimentos.

Condiciones de cultivo in vitro

Luz artificial: se utilizé un fotoperiodo de 16 horas de
luz y una densidad de flujo de fotones fotosintéticos
(DFFF) de 62-68 pmol m? s, temperatura 27+2°C.

Los controles utilizados para los diferentes ensayos
corresponden a condiciones establecidas previamente
en el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropica-
les para otros cultivos por Basail y Santos (2010)

Componentes del Sistema de Inmersion Temporal

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 brotes y el otro como reservorio
de medio de cultivo. Estos frascos de cultivo se co-
nectaron entre si por una manguera de silicona de
seis milimetros de diametro mediante conectores que
atravesaron la tapa. En la parte interna se coloc6 una
manguera, la cual descendié hasta el fondo en ambos
recipientes. El medio de cultivo circul6 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 de-
terminar el tiempo y frecuencia de la inmersion. A la
entrada de los frascos de cultivo se colocaron filtros hi-
drofébicos (0,22 pm, MIDISART 2000, de la compania
SARTORIUS) para garantizar la esterilidad del aire. La
presion del aire de 2,0 atm proveniente de un compre-
sor que fue regulada por un manémetro.

Efecto del tiempo y frecuencia de inmersion en el
Sistema de Inmersién Temporal

Efecto del tiempo de inmersion

Para estudiar el tiempo de inmersion en la fase de
multiplicacion se estudiaron tres tratamientos (10, 20
(control, y 30 minutos). En este experimento se utilizo
el medio de cultivo de multiplicacién MS suplementa-
do 2,0 mg.L'" de 6-BAP; 3,5 mg.L'de AlA; 30,0 g.L'' de
sacarosa; 10,0 mg.L" de acido ascoérbico. El volumen
de medio de cultivo en la fase de multiplicacion fue
de 2000 ml por Sistema de Inmersién Temporal. La

frecuencia de inmersion fue de cuatro inmersiones por
dia (cada seis horas). Las evaluaciones se realizaron a
los 21 dias de cultivo y se emplearon 40 explantes por
frasco de cultivo y tres repeticiones por tratamiento
(Ventura et al., 2002).

Efecto de la frecuencia de inmersion

Con el objetivo de evaluar el efecto de la frecuencia
de inmersion en la fase de multiplicacion se estudiaron
tres frecuencias de inmersién, cada 3.0, 6.0, y 8.0 ho-
ras por dia, con el mejor tiempo de inmersion obteni-
do como resultado en las variables en el experimento
anterior (10 minutos de inmersion).

Se utilizaron las mismas condiciones del experimento
efecto del tiempo de inmersion, asi como el medio de
cultivo. Se adicionaron 2000 ml de medio de cultivo
por frasco.

Determinacion del volumen de medio de cultivo
en el Sistema de Inmersion Temporal

Para determinar el efecto del volumen de medio de
cultivo por explante se utilizaron tres tratamientos (20,
40 (control) y 60 ml/explante). Se utilizé el mejor tiem-
po y frecuencia de inmersién obtenido como resulta-
do para las variables evaluadas en los experimentos
anteriores.

Determinacion del momento de subcultivo
en el Sistema de Inmersion Temporal.

Se constituyeron cuatro tratamientos: 15; 18; 21 (con-
trol) y 25 dias de cultivo. Se emplearon las mismas
condiciones de los experimentos anteriores asi como
el mejor volumen de medio de cultivo obtenido.

Determinacion de la densidad de explantes por frasco

A partir de los resultados obtenidos en el Sistema de
Inmersion Temporal con condiciones predetermina-
das por las experiencias en el manejo de los mismos,
se estudié la densidad de inéculo con el objetivo de
mejorar las condiciones de cultivo, asi como la calidad
del proceso. Se evalué la influencia de cuatro densi-
dades de in6culo: 20; 40 (control, utilizado por otros
investigadores); 60 y 80 explantes por frasco y un volu-
men de medio de cultivo por bateria de 1200 ml; 2400
ml; 3600 ml y 4800 ml en la produccion de explantes
Para determinar la densidad de in6culo se utilizé el
mejor resultado obtenido en el experimento anterior
asi como las condiciones experimentales.
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Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y se
evalué:

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

+ Altura de los brotes de yemas axilares (cm). Se reali-
76 con una regla graduada y se midié desde la base
del pseudotallo hasta la insercién de la primera hoja.

Grado de oxidacion segtin escala de Novak et al.
(1994)

Grado 0: no hubo oxidacion, coloracion del ex-
plante de blanco-amarillo crema.

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

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

Grado 3: 50% de tejido necrético 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
profundos para lograr que la asimilacién de nutrien-
tes sea efectiva.

- Diametro del pseudotallo de los brotes de yemas
axilares (cm). Se realizé 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
(unidades). Se contaron las hojas que estaban abier-
tas.

Procesamiento estadistico

Con los criterios de estadistica descriptiva se realizaron
las tablas que expresan los resultados procesados con
estadistica inferencial paramétrica (analisis de varian-
za de clasificacion simple). La comparacion mdiltiple
de media se realizé segin Tukey cuando se encontré
homogeneidad de varianza, (Lerch, 1977). Se utilizd
el paquete estadistico MSTAT-C de la Universidad de
Micchigan (Bricker, 1993, citado por Guzman y Cas-
tafo, 2002).

Resultados y discusién

Efecto del tiempo y frecuencia de inmersion en el
Sistema de Inmersion Temporal

Efecto del tiempo de inmersion

El tiempo de inmersién en el Sistema de Inmersion
Temporal influyé de forma significativa. Con un tiem-
po de inmersién de 10 minutos y una frecuencia cada
6 horas (4 inmersiones al dia) se alcanzaron los mejo-
res resultados para las variables evaluadas (coeficien-
te de multiplicacion (3,10), diametro del pseudotallo
(0,46), grado de oxidacién (2,65), nimero de hojas
activas (2,26) y altura del explantes (2,76) con diferen-
cias significativas respecto al resto de los tratamientos
(tabla 1).

Tabla 1. Efecto del tiempo de inmersién sobre las variables evaluadas en el clon de platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB).

. . Diametro del .
. Coeficiente de fametro ce Grado Hojas Altura

Tratamientos . pseudotallo . .
Multiplicacion Oxidacion Activas (cm)

(cm)

10 minutos 3,10 a 0,46 a 2,65a 2,26 a 2,76 a
20 minutos 2,40 c 0,12 c 3,27 ¢ 1,08 b 1,45 c
30 minutos 2,25b 0,24 b 2,01b 1,12 b 2,14 b
ES + 0,12~ 0,01 * 0,09 * 0,14* 0,10 *
CV (%) 8,86 10,40 11,24 12,56 13,36

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtn prueba de Tukey.
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Investigadores como Martre et al. (2001) han descrito
que prolongados periodos de inmersion afectan el de-
sarrollo del material vegetal a causa de un incremen-
to de la hiperhidricidad y estrés oxidativo. Roels et al.
(2005) cuando incrementaron el tiempo de inmersiéon
de 12 minutos a 22 minutos de inmersion observaron
que los brotes presentaron hiperhidricidad, inferior
longitud y menor nimero de hojas.

El tiempo de inmersion es considerado un factor im-
portante en la respuesta morfogenética del material
vegetal a micropropagar. Al respecto, Escalona et al.
(1999) en el cultivo de la pina (Ananas comosus (L)
Merr.) encontré que con un tiempo de inmersion de
dos minutos/hora y una frecuencia de tres horas se
incrementé el coeficiente de multiplicacion y por lo
tanto se facilité una mayor eficiencia en la asimilacion
de nutrientes por los explantes.

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
Inmersién Temporal.

Lo anterior demuestra la necesidad de determinar el
tiempo de inmersion para cada una de las especies y
fases de cultivo en la micropropagacion, pues del ajus-
te del tiempo de inmersion depende en gran medida
la eficiencia del empleo de los Sistemas de Inmersion
Temporal (Berthouly y Etienne, 2005; Escalona, 2006).

Efecto de la frecuencia de inmersion

Al utilizar una frecuencia de 3 horas y 10 minutos de
inmersion se obtienen los maximos valores para el coe-

ficiente de multiplicacion (5,90), didmetro del pseudo-
tallo (0,62), nimero de hojas activas (3,54) y altura del
explante (3,65) con diferencias significativas respecto
al resto de los tratamientos excepto con el grado de
oxidacion donde se obtiene el menor valor (2,14) sin la
presencia de brotes hiperhidratados (tabla 2).

Ha sido descrito por McAlister et al. (2005) y Mehrotra
etal. (2007) que el tiempo y la frecuencia de inmersién
influyen segin el estado de desarrollo del material ve-
getal cultivado en la renovacién de la atmdsfera inter-
na del frasco de cultivo, asi como en la asimilacion por
el material vegetal de los nutrientes del medio de culti-
vo. Por lo que se hace necesario determinar el tiempo
y la frecuencia de inmersién segtn la fase de cultivo
para satisfacer los requerimientos del material vegetal
(Escalona, 2006).

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

Castro (2001) senalé que durante la fase de multipli-
cacion de brotes de Eucaliptus grandis, al emplear una
frecuencia de 24 horas con una duracion 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 observé la pre-
sencia de brotes hiperhidratados.

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.

Tabla 2. Efecto de la frecuencia de inmersidn en los brotes axilares del cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB).

. . Diametro del .
. Coeficiente de fametro ¢e Grado Hojas Altura
Tratamientos e . pseudotallo . .
Multiplicacion Oxidacion Activas (cm)
(cm)
3 horas 5,90 a 0,62 a 2,14 ¢ 3,54 a 3,65 a
6 horas 4,90 c 0,38 c 3,09 a 2,22 c 2,43 ¢
8 horas 515b 0,51b 2,30 b 2,86 b 2,99 b
ES + 0,23* 0,15 * 0,12 * 0,16* 0,13 *
CV (%) 17,65 12,24 11,34 11,89 11,37

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.
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Por el contrario, Cabrera (2009) con las frecuencias de
inmersion cada doce y veinticuatros horas, en el clon
de Aame ‘Pacala Duclos’ tuvieron menos posibilidades
para asimilar nutrientes y acumular sustancias de reser-
va en comparacion al tratamiento con cuatro inmersio-
nes al dia, en el cual los microtubérculos alcanzaron
los mayores porcentaje de masa seca.

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

Determinacion del volumen de medio de cultivo en el
Sistema de Inmersién Temporal

El volumen de medio de cultivo tuvo influencia sobre
todas las variables evaluadas con la adicién de 40 ex-
plantes por frasco de cultivo de 10 litros de volumen
total. Los mayores valores en cuanto a las variables
evaluadas se alcanzaron cuando se empled una rela-
cion de 60 ml de medio de cultivo por explante obte-
niéndose los mejores resultados para el coeficiente de
multiplicacion (7,58), diametro del pseudotallo (0,95),
ndmero de hojas activas (3,37) y altura del explantes
(2,99) con diferencia significativa con los demas trata-
mientos no siendo asi en cuanto al grado de oxidacion
donde se obtienen el menor valor (2,12) (tabla 3).

Berthouly y Etiennen (2005) han sefnalado que el vo-
lumen de medio de cultivo por explante utilizado en
los frascos de cultivo de Inmersion Temporal es uno
de los principales factores a evaluar para utilizar efi-

cientemente este tipo de sistema de cultivo. Lo cual se
evidencia en los resultados del presente trabajo para
la formacion de microtubérculos de fiame en Sistema
de Inmersién Temporal.

Cabrera (2009) en la medida que incrementé el vo-
lumen de medio de cultivo por planta in vitro se
incrementé el nimero y la masa fresca de los mi-
crotubérculos de fame en el clon “Pacala Duclos”.
Los mejores resultados se alcanzaron al emplear un
volumen de 60 y 90 mL de medio de cultivo por planta
in vitro.

Berthouly y Etienne (2005) con 40y 50 mL de medio
de cultivo por explante obtuvieron los mejores resul-
tados en la multiplicaciéon de brotes de yemas axila-
res, debido a que se garantizé durante esta fase de
cultivo un adecuado equilibrio entre las necesidades
de nutrientes de los brotes de yemas axilares y la dis-
ponibilidad de los mismos en el medio de cultivo, en
comparacion con los volimenes de 20 y 30 ml/explan-
te de medio de cultivo. Lo que demuestra la necesidad
de ajustar el volumen de medio de cultivo por explan-
tes cultivados en el SIT, sin renovacion del medio de
cultivo.

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

Segln Castro y Gonzalez (2002) para lograr un mis-
mo desarrollo en las técnicas de cultivo de tejidos es
necesario proveer a las plantas con suficientes canti-
dades de nutrientes esenciales (incluyendo la sacarosa
y carbono como fuentes de energia bajo condiciones

Tabla 3. Efecto del volumen de medio de cultivo sobre las variables evaluadas en el cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011”

(AAB).

. . Diametro del .
. Coeficiente de lametro de Grado Hojas Altura

Tratamientos e . pseudotallo .. K

Multiplicacion Oxidacion Activas (cm)
(cm)

20 ml/explante 4,11 ¢ 0,63 b 2,25b 2,75 b 2,52 b
40 ml/explante 522b 0,59 b 2,75 a 2,99 b 2,78 b
60 ml/explante 7,58 a 0,95 a 2,12 b 3,37 a 2,99 a
ES 0,29* 0,37* 0,18 0,13* 0,14 *
CV (%) 10,45 11,26 12,96 12,96 12,10

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.
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heterotroficas y mesotroficas), de tal manera que los
nutrientes no sean un factor limitante para la multi-
plicacion en el desarrollo de las plantas. De acuerdo
con los resultados obtenidos (Fucalyptus grandis Hill
ex Maiden) demostraron que con el empleo de un vo-
lumen de 500 mL de medio de cultivo con 9 explantes
se logré un coeficiente de multiplicacion de 10,5 bro-
tes y la mejor calidad de los brotes en términos de una
mayor produccion 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 de-
finir un volumen adecuado de medio de cultivo, que
minimiza el estrés hidrico en los brotes, particularmen-
te en las primeras etapas del cultivo.

Determinacion del momento de subcultivo
en el Sistema de Inmersién Temporal

A partir de los 18 dias de realizado el subcultivo hubo
un incremento del coeficiente de multiplicacion (8,15),
didmetro del pseudotallo (0,99), nimero de hojas ac-
tivas (3,03) y altura del explante (1,46), siendo este
superior pero sin diferencias significativas en cuanto
a los demas tratamientos pero si con el de 15 dias de
cultivo. Al analizar la variable grado de oxidacion se
obtiene el menor resultado (2,16) con diferencias res-
pecto al resto. Por lo tanto el tiempo de subcultivos es
a partir de los 18 dias, pues a través de este periodo
de proliferacion se puede obtener una mayor cantidad
de explantes en un menor tiempo y el material esta
menos expuesto a riesgo de contaminacion (tabla 4).

Williams (1995) demostré que hay diversos cultivares
de boniato (Ipomoea batatas, Lam) que con poco pe-
riodo de proliferacién comienza un incremento, alcan-
zando el nimero y calidad de los brotes deseados.

Escalona et al. (1999) para el cultivo de la pina de-
mostraron que periodos prolongados promovieron la
deformacion de los brotes y por lo tanto afectaron el
nimero de brotes que se podia obtener.

Los resultados alcanzados en el presente trabajo con
el uso del Sistema de Inmersién Temporal durante un
periodo de 18 dias de incubacién, constituye una via
efectiva para incrementar el coeficiente de multiplica-
cion en el cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011”
(AAB).

Determinacion de la densidad de explantes por frasco

La densidad de explantes por frasco también influyd
en las variables evaluadas (tabla 5), el mejor resulta-
do se obtuvo con 60 explantes por frasco de 10 litros
de capacidad, con los mayores valores numéricos en
cuanto al coeficiente de multiplicacion (8,45), diame-
tro del pseudotallo (0,99) y altura del explante (1,98)
con diferencias significativas con todos los demas tra-
tamientos excepto en cuanto al grado de oxidacion
(2,06) y el nimero de hojas activas (2,58) donde se
obtienen el menor valor con diferencias significativas
con los demas tratamientos.

A partir de los resultados obtenidos se seleccioné la
densidad de 60 explantes por frasco de cultivo, pues
hay una mayor asimilacion de los nutrientes que com-

Tabla 4. Efecto del tiempo de subcultivos de los explantes en el cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB) en Sistema de

Inmersién Temporal.

. . Diametro del .
. Coeficiente de lametro de Grado Hojas Altura

Tratamientos e e pseudotallo .. .
Multiplicacion Oxidacion Activas (cm)

(cm)

15 dias 516 b 0,84 b 2,50 a 2,99 b 1,18 b
18 dias 8,15 a 0,99 a 2,16 b 3,03 a 1,46 a
21 dias 8,04 a 0,97 a 2,60 a 3,017 a 1,42 a
25 dias 8,12 a 0,97 a 2,62 a 3,00 a 1,43 a
ES + 0,29* 0,03 * 0,10 * 0,13 * 0,06 *
CV (%) 10,45 15,49 12,84 14,06 11,89

Letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0,05 segtin prueba de Tukey.
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Tabla 5. Determinacién de la densidad de explantes en el cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB) en el Sistema de

Inmersién Temporal.

. Diametro del .
. Coeficiente de fametro de Grado Hojas
Tratamientos e e . pseudotallo . K Altura (cm)
Multiplicacion Oxidacion Activas
(cm)

20 explantes 4,18 ¢ 0,54 b 2,50 a 2,99 b 1,42 b
40 explantes 6,71b 0,61b 2,60 a 3,03 a 1,46 b
60 explantes 8,45 a 0,99 a 2,06 b 2,58 a 1,98 a
80 explantes 8,22 a 0,97 a 2,62 a 3,00 a 1,43 b
ES + 0,35* 0,05 * 0,11* 0,15* 0,08 *
CV (%) 13,39 17,52 13,07 14,58 12,37

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

Figura 1. Plantas in vitro del cultivar platano vianda “INIVITPV-2011” (AAB) obtenidas en Sistema de Inmersién Temporal a los

18 dias de cultivo.

ponen el medio de cultivo y por tanto un mejor apro-
vechamiento de los frascos de cultivo Nalgene de 10
litros de capacidad (figura 1).

En el cultivar ‘Gran Enano’ (AAA), empleando los Siste-
mas de Inmersién Temporal de 5 litros de capacidad,
Albany (2001) senala que la variable que determina un
incremento en el coeficiente de multiplicacion, peso
de los brotes, peso final y peso (til, es la densidad de
in6culo, obteniendo los mejores resultados con 25 ex-
plantes.

Seglin Posada et al. (2003) los mejores resultados para
la multiplicacion de los cultivares de banano ‘FHIA 017
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), puntualizé la necesidad de valorar ex-
perimentalmente la densidad de explantes por frasco
porque 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 subutilizacién de los recipientes; mientras que una
alta densidad propicia un crecimiento limitado de los
brotes e insuficiente proliferacién con subcultivos mas
frecuentes.

De Feria et al. (1998), recomendaron para los reci-
pientes de los Sistemas de Inmersion Temporal una
densidad de 40 brotes de cana de azucar, la cual les
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permitié obtener mayor coeficiente de multiplicacion
(10,92) y un peso promedio de 5,74 mg por brote.

Los experimentos desarrollados permitieron incremen-
tar de forma significativa el coeficiente de multiplica-
cion en el cultivar de platano vianda “INIVITPV-2011"
(AAB) en Sistema de Inmersiéon Temporal de 3,5 a 8,45
obteniendo plantas con caracteristicas muy superiores
a las obtenidas por el método de propagacion con-
vencional.

Conclusiones

Se establecié una metodologia que permitié incremen-
tar el coeficiente de multiplicacién a 8,45 y la calidad
del material micropropagado en el cultivar de platano
vianda “INIVITPV-2011” (AAB). A través del Sistema de
Inmersiéon Temporal con un tiempo de 10 minutos de
inmersion y una frecuencia cada 3 horas (8 inmersio-
nes al dia), con una densidad de in6culo de 60 explan-
tes, un volumen de 3600 ml de medio de cultivo y
un tiempo de cultivo de 18 dias se garantizé el mejor
comportamiento del material.
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