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RESUMEN

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) se han empleado para la multiplicacion in vitro de diferentes
cultivares de Musa spp. y permiten obtener elevados coeficientes de multiplicacién. El presente trabajo se
realizd con el objetivo de multiplicar el cultivar de platano vianda ‘INIVITPV06-30' (Musa AAB) en SIT. Se
llevaron a cabo experimentos independientes y consecutivos donde se determiné el efecto del tiempo de
inmersion, lafrecuencia de inmersion, el volumen de medio de cultivo, el tiempo de cultivo y el nimero de
explantes por frasco sobre la multiplicacidon de este cultivar en SIT. Con un tiempo de inmersion de 10
minutos, frecuencia de inmersion cada 6 horas, 40 ml de medio de cultivo por explante, 90 explantes por
frasco de cultivo y 18 dias de cultivo se obtuvieron los mejores resultados. Se logré multiplicar el cultivar de
platano vianda ‘INIVITPV06-30° (Musa spp., AAB) en SIT. El coeficiente de multiplicacion y la calidad del
material vegetal fueron elevados lo que permitira su introduccién en la produccion en biofabricas.
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Use of Temporary Immersion Systems as an alternative for the in
vitro propagation of the plantain cultivar ‘INIVITPV06-30’ (Musa AAB)

ABSTRACT

Temporary Immersion Systems (TIS) had been used for in vitro multiplication of different cultivars of Musa spp.
achieving high coefficients of multiplication. This investigation was carried out to focussed on the multiplication
of the plantain ‘INIVITPV06-30’ (Musa AAB) in TIS. Independent and consecutive experiments were realized to
determine the effect of immersion period, immersion frequency, culture medium volume, time of culture and
number of explants per flask on the multiplication of this cultivar in TIS. The best results were obtained with 10
minutes immersions of every 6 hours as immersion frequency, 40 ml culture medium per explant, 90 explants
per culture flask and 18 days of culture. Plantain cultivar ‘INIVITPV06-30' (Musa AAB) was multiplied in TIS.
The multiplication coefficient and the quality of plant material were high allowing the scaling of them in the
tissue culture commercial laboratories.
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INTRODUCCION

En Cuba los platanos tipo vianda constituyen un
cultivo estratégico de elevada prioridad dentro del
programa alimentario nacional debido a su
capacidad de producir todos los meses del ano,
su elevado potencial de rendimiento, arraigados
habitos de consumo y diversidad de usos. Por
ello, se requiere de elevar los volumenes de
produccién e introducir nuevos cultivares con
caracteristicas agrondémicas deseadas.

Los Sistemas de Inmersiéon Temporal (SIT) se
han empleado para la multiplicacién in vitro de
diferentes cultivares de Musa spp. (Posada-

Pérez et al., 2003; De Feria et al., 2005; Aragdn
et al., 2006; Basail et al., 2007; Basail et al.,
2011) y permiten obtener elevados coeficientes
de multiplicacién. Sin embargo, no todos
muestran una respuesta similar y por tanto se
deben ajustar las principales variables que
influyen en el coeficiente de multiplicacion y la
calidad de las plantas.

El presente trabajo se realizé en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT)
con el objetivo de multiplicar el cultivar de
platano vianda ‘INIVITPV06-30° (Musa spp.,
AAB) en SIT.


mailto:milagrosb:@inivit.cu

54
MATERIALES Y MEETODOS

Como material vegetal se utilizaron plantas de
platano vianda ‘INIVITPV06-30° (Musa spp.,
AAB) cultivadas in vitro, en fase de
multiplicacidon 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).

Para los Sistema de Inmersién Temporal se
utilizé el disefio de dos frascos descrito por
Escalona et al. (1999), pero con el empleo de
frascos de cultivo de 10 litros de capacidad
(Nalgene®), uno para el crecimiento de los
explantes y el otro como reservorio de medio
de cultivo. Se empled el medio de cultivo de
multiplicacién constituido por sales y vitaminas
MS (Murashige y Skoog, 1962) con 2.25 mg I
de 6-Bencilaminopurina (6-BAP), 0.65 mg I' de
acido indolacético (AlA), 30.0 g I'' de sacarosa
y 10.0 mg I' de acido ascérbico.

Se llevaron a cabo experimentos
independientes y consecutivos donde se
determind el efecto del tiempo de inmersién, la
frecuencia de inmersién, el volumen de medio
de cultivo, el tiempo de cultivo y el nimero de
explantes por frasco sobre la multiplicacién de
este cultivar en SIT.

En el experimento para seleccionar el tiempo
de inmersion (5.0, 10.0 y 15.0 minutos), el
volumen de medio de cultivo en la fase de
multiplicacion fue de 2000 ml por SIT (40 ml
por explante). La frecuencia de inmersién se
ajustd a cuatro inmersiones por dia (cada seis
horas). Se emplearon 50 explantes por frasco
de cultivo. Las evaluaciones se realizaron a los
21 dias de cultivo.

Posteriormente, con el objetivo de determinar
el efecto de la frecuencia de inmersién se
empled el tiempo de inmersidn seleccionado
en el experimento anterior e igual volumen de
medio de cultivo por explante (40 ml) y nGmero
de explantes por frasco (50). Se estudiaron tres
frecuencias de inmersion: ocho inmersiones al
dia (cada 3.0 h), cuatro inmersiones al dia (cada
6.0 h) y tres inmersiones por dia (cada 8.0 h).
Las evaluaciones se realizaron a los 21 dias
de cultivo.
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El efecto del volumen de medio de cultivo por
explante se comprobd mediante cuatro
tratamientos (20, 30, 40 y 50 ml/explante). Se
utilizaron el tiempo y la frecuencia de inmersion
seleccionados como resultado de los
experimentos anteriores. Las evaluaciones se
realizaron a los 21 dias de cultivo.

Para determinar el tiempo de cultivo y
seleccionar el momento del subcultivo se
estudiaron cuatro tratamientos (15, 18, 21y
25 dias de cultivo). Para las variables tiempo y
frecuencia de inmersién asi como volumen de
medio de cultivo por explante se utilizaron los
mejores resultados obtenidos anteriormente.

Finalmente, se estudiaron cuatro densidades de
inoculacién (ndmero de explantes por frasco) (30,
50, 70y 90 explantes/frasco de cultivo). Se utilizd
el medio de cultivo antes mencionado con un
volumen de 40 ml/explante.

En todos los experimentos se evaluaron las
siguientes variables: coeficiente de
multiplicacion, diametro del pseudotallo (cm),
grado de oxidacidn (segun escala de Novak et
al., 1994), nimero de hojas activas y altura del
explante (cm) que se midid con el auxilio de
una regla graduada desde la base del pseudotallo
hasta la insercion de la primera hoja. Se realizaron
tres repeticiones por tratamiento.

Todos los frascos de cultivo fueron colocados
en camara de crecimiento a 27+2°C con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos
(DFFF) de 62-68 pmolms' y fotoperiodo de
16 horas de luz y ocho de oscuridad.

Para el analisis de los datos se utilizé el paquete
estadistico MSTAT-C de la Universidad de
Micchigan. La comparacion multiple de medias
se realizd segun Tukey (Lerch, 1977).

RESULTADOS Y DICUSION

Después de 21 de cultivo se comprobd que el
tiempo de inmersion de los explantes en el medio
de cultivo influyé de forma significativa en todas
las variables evaluadas. Con un tiempo de
inmersion de 10 minutos se alcanzaron los
mejores resultados para las variables evaluadas,
con diferencias significativas respecto al resto de
los tratamientos (Tabla 1).

El coeficiente de multiplicacién se calculd de la siguiente forma:
CM P% Numero de explantes obtenidos en el frasco a los 21 dias de cultivo/
Numero de explantes adicionados al frasco a los 21 dias de cultivo
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Tabla 1. Efecto del tiempo de inmersion en la multiplicacion en SIT del cultivar de platano vianda ‘INIVITPVO6-
30’ (Musa AAB).

Tiempo de Coeficiente de Diametro del Grado No. hojas Altura
inmersion (min) multiplicacién pseudotallo (cm) oxidacion activas {cm)
5 740 ¢ 0.16¢ 455¢ 210¢c 1.99¢

10 9.10 a 0.51a 332a 3.80a 252a

15 825b 027 b 385D 3.00b 200b

ESz 0.30 0.02* 011~ 0.16* 0.10*

CV (%) 10.90 12.58 13.00 18.00 15.18

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0.05 segun prueba de Tukey.

Tabla 2. Efecto de la frecuencia de inmersion en la multiplicacion en SIT del cultivar de platano vianda
INIVITPV06-30" (Musa AAB).

Frecuencia de Coeficiente de Diametro del Grado No. hojas Altura
inmersion diaria m ultiplicacion pseudotallo (cm) oxidacion activas (cm)
3 horas 8.90¢c 015 ¢ 410 a 310¢ 1.99¢

6 horas 10.90 a 0.71a 3.15¢ 4,05 a 3.01a

8 horas 9.15b 0.49b 335D 3.80b 2.48b
ES+ 0.31* 0.03* 0.09 * 0.11* 0.12*

CV (%) 10.99 15.32 12.34 17.34 16.17

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0.05 segun prueba de Tukey.

Tabla 3. Efecto del volumen de medio de cultivo por explante en la multiplicacion en SIT del cultivar de platano
vianda ‘INIVITPV06-30" (Musa AAB).

Coeficiente de Diametro del Grado No. hojas Altura
Volumen (ml)
multiplicacién pseudotallo (cm) oxidacién activas (cm)
20 1143 ¢ 072 b 3.30a 2.98b 1.50b
30 12.60 b 0.70 b 3.10a 3.01b 1.86b
40 14.99 a 0.97a 261b 3.00a 140a
50 14.82 a 0.99 a 2.69b 3.03a 1.79b
ES + 0.25* 0.03* 0.10* 0.13* 0.06*
CV (%) 12.36 16.14 13.55 15.54 12.10

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0.05 segun prueba de Tukey.

Por otra parte, al utilizar una frecuencia de
inmersion cada 6 horas y con 10 minutos de
inmersion se obtuvieron los maximos valores
para las variables evaluadas con diferencias
significativas respecto a los demas
tratamientos (Tabla 2).

El volumen de medio de cultivo tuvo influencia
sobre todas las variables evaluadas. Los
mayores valores se alcanzaron al emplear
unarelacién de 40 ml de medio de cultivo por
explante sin diferencias significativas con el

tratamiento de 50 ml por explantes excepto
con la altura del explante (Tabla 3).

No se observaron diferencias significativas
para las variables evaluadas, excepto para
el grado de oxidacion con tiempos de cultivo
entre 18 y 25 dias. Se selecciono el tiempo
de 18 dias de cultivo, ya que se puede
obtener una mayor cantidad de explantes en
un menor tiempo y el material vegetal esta
menos expuesto a riesgo de contaminacién
microbiana (Tabla 4).
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Tabla 4. Efecto del tiempo de cultivo de los explantes en la multiplicacion en SIT del cultivar de platano vianda
INIVITPV06-30' (Musa AAB).

Tiempo de cultivo Coeficiente de Diametro del Grado No. hojas Altura
(dias) multiplicacién pseudotallo (cm) mxidacion mctivas (cm)

15 12.01b 0.84b 250 a 299 b 1.98b

18 14.92 a 0.99a 236 b 303 a 146 a

21 16.61a 0.97a 260 a 3.01a 1.42a

25 14.75a 097a 262a 3.00 a 143a

ES + 0.29* 0.03* 0.10 * 0.13* 0.06 *

CV (%) 13.09 15.49 12.84 14.06 11.89

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0.05 segtn prueba de Tukey

Tabla 5. Efecto del nimero de explantes por frasco en la multiplicacion en SIT del cultivar de platano vianda
INIVITPV06-30' (Musa AAB).

Coeficiente de Diametro del Grado No. hojas Altura
No. explantes
multiplicacion pseudotallo (cm) mxidacion mctivas (cm)
30 12.01b 0.84b 250a 2.99b 1.98 b
50 1492 a 0.99b 2.36b 3.03a 146 a
70 16.61a 097a 260a 3.01a 1.42a
90 14.75a 0.97 a 262a 3.00a 143 a
ES % 0.35* 0.05* 0.11* 0.15* 0.08 *
CV (%) 13.39 17.52 13.07 14.58 12.37

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para p<0.05 segtin prueba de Tukey.

El niumero de explantes por frasco también
influyd en las variables evaluadas (Tabla 5).
Teniendo en cuenta los resultados se
seleccioné como densidad de inoculacién

Figura 1. Plantas in vifro del cultivar platano vianda ‘INIVITPV06-
30" (Musa AAB) obtenidas en Sistema de Inmersion Temporal
después de 21 dias de cultivo.

90 explantes por frasco de cultivo, pues
hay un mejor aprovechamiento de los
frascos de cultivo de 10 litros de capacidad
(Figura 1).
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CONCLUSIONES

Selogrd multiplicar el cultivar de platano vianda
‘INIVITPV06-30’ (Musa AAB) en SIT. Con un
tiempo de inmersién de 10 minutos, frecuencia
de inmersién cada 6 horas, 40 mlde mediode
cultivo por explante, 90 explantes por frasco de
cultivo y 18 dias de cultivo se obtuvieron los
mejores resultados. El coeficiente de
multiplicacion y la calidad del material vegetal
fueron elevados lo que permitira su introduccion
en la produccién en biofabricas.
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