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RESUMEN

Con el propésito de desarrollar protocolos de propagacion eficientes se emplearon para la multiplicacion de
segmentos nodales en el clon de fiame “Pacala Duclos” sistemas de inmersiéon temporal conformados por
dos frascos de vidrio de 5 000 ml de capacidad. Se definieron como objetivos de trabajo: evaluar el tiempo y
la frecuencia de inmersién, densidad de inéculo, tiempo y volumen de renovacién del medio de cultivo y la
duracion de la fase de multiplicacion sobre el coeficiente de multiplicaciéon de los segmentos nodales. Los
resultados permitieron definir que con el empleo de 10 minutos de inmersion y frecuencias de inmersién
cada tres y seis horas, se alcanzaron los mayores incrementos en los coeficientes de multiplicacién (10.1 y
9.8 respectivamente, sin diferencias significativas entre ellos). Con una densidad de 50 explantes por frasco
de cultivo se obtuvieron los mejores resultados para el coeficiente de multiplicacién (10.8). Cuando la
renovacion se realiz6é a los 24 dias de cultivo con un volumen de 2 000 ml del medio de cultivo el coeficiente
se increment6 a 14.1. Se determiné realizar el subcultivo a los 49 dias de cultivo, pues se obtuvo el mas alto
coeficiente de multiplicacién de 15.2. Un tiempo de cultivo mayor no influyé de forma significativa en el
coeficiente de multiplicacion.
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ABSTRACT

In order to develop efficient propagation protocols, temporary immersion systems composed by two glass
flask with 5 000 ml of capacity were used to multiply nodals segments from yam clone “Pacala Duclos”. The
working objectives for evaluation were: time and frequency of immersion, inoculum density, time and renewal
volume of culture medium and multiplication stage length on propagation coefficient of nodal segments.
Results permitted to define that using 10 minutes immersion time and immersion frequency each three and
six hours, the highest increments in the multiplication coefficients (10.1 and 9.8 respectively, without significant
differences between them) were obtained. The most favorable result for the multiplication coefficient (10.8)
was obtained when 50 explants per culture flask was inoculated. When the renewal was carried out 24 days
after culture with 2 000 ml culture medium, the most advantageous result was shown for the multiplication
coefficient, with 14.1. Subcultures were developed 49 days after culture because the highest coefficient
multiplication (15.2) was noticed. A higher culture time did not influence in the multiplication coefficient
significantly.
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INTRODUCCION La propagacién in vitro de esta especie con el

empleo de sistemas de cultivos semi-automaizados

El cultivo del iame es una importante fuente de
alimento para una gran parte de la poblacion en las
regiones tropicales. En Cuba se cultiva
tradicionalmente en las regiones oriental y central
del pais. En este cultivo los tubérculos subterraneos
son la parte util de la planta, tanto para el consumo,
como semilla para la proxima siembra. Esta especie
desde que se comenzd a explotar por el hombre, se
viene propagando de forma agamica por fracciones
de tubérculos, las que al sembrarse de un afio para
otro en campo pueden ir acumulando
microorganismos. Un programa de rescate de
semillas es necesario para incrementar las areas de
produccion del cultivo (Rodriguez, 2000).

eficientes, como los sistemas de inmersion
temporal (SIT), resulta indispensable en la
estrategia de crear bancos de semillas que utilicen
como material vegetal para la plantacion, semillas
sanas, rejuvenecidas y de mayor vigor productivo.

Los sistemas de inmersién temporal (SIT) ademas
de solucionar las dificultades de los cultivos en
medios de cultivo liquidos incubados en
condiciones estaticas, abren la posibilidad de
automatizar algunas etapas del cultivo in vitro
(Alvard et al., 1993), permiten mayor facilidad de
escalado y aumentan la eficiencia biolégica y
productiva del material vegetal propagado



(Escalona et al., 1997; Lorenzo et al., 1998;
Ventura et al., 1998; Jiménez et al., 1999). Al
mismo tiempo la morfologia y el comportamiento
fisiologico de los cultivos en los SIT son muy
semejantes a los que presentan las plantas en
condiciones ex vitro, lo que permite una mayor
tasa de supervivencia (Teisson y Alvard, 1994;
Gonzalez et al., 1999).

Con el propdsito de desarrollar un protocolo de
propagaciéon efectivo con el empleo de los
sistemas de inmersion temporal se definieron
como objetivos del trabajo: evaluar el tiempo y
la frecuencia de inmersién, la densidad de
indculo, el tiempo y el volumen de renovacién
del medio de cultivo y la duracién de la fase de
cultivo sobre el coeficiente de multiplicacién de
segmentos nodales del clon de fiame “Pacala
Duclos”

MATERIALES Y METODOS

El sistema de inmersion temporal, estuvo
conformado por dos frascos de vidrio de 5 000 ml
de capacidad, uno para el crecimiento de los
explantes y el otro como reservorio de medio de
cultivo. Estos frascos se conectaron entre si por
una manguera de silicona de 6 mm de diametro
mediante conectores de vidrio que atraviesan la
tapa. En la parte interna de los frascos se colocé
una manguera menos flexible, la cual descendi6
hasta el fondo. El medio de cultivo circulaba de un
frasco 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 la frecuencia y
duracion de la inmersién. En la entrada de los
frascos se colocaron filtros hidrofobicos (0.22 um,
Midisart 2000, Sartorius AG) para garantizar la
esterilidad del aire. La presién del aire fue regulada
por un manémetro.

Condiciones generales de cultivo

Cada sistema contenia inicialmente 1.0 litro de
medio de cultivo de multiplicaciéon, compuesto
por el 100% de las sales inorganicas propuestas
por Murashige y Skoog (1962), suplementado
con 0.5 mg.I"" de Kinetina, 20 mg.I"' de cisteina,
30 g.I"" de sacarosa y pH 5.7, la esterilizacion
se realiz6 en autoclave a 121°C y 1.1 kg.cm?
de presién durante un tiempo de 20 minutos.

Como material vegetal se emplearon segmentos
nodales que incluyeron una yema axilar y se
encontraban en el tercer subcultivo de
multiplicacion del clon ‘Pacala Duclos’, los
cuales se sometieron a una etapa de deteccion
de microorganismos. Para ello los explantes se
colocaron en frascos de vidrio de 250 ml de
capacidad con 25 ml de medio de cultivo liquido

y una densidad de inéculo de cinco explantes.
Este material vegetal se mantuvo por tres dias
en condiciones de agitacién (100 rpm) en
camaras de crecimiento con luz artificial con
un fotoperiodo de 16 horas luz, una densidad
de flujo de fotones fotosintéticos de 42.0-48.0
pmol.m2.s"' y temperatura de 252 °C. Los
explantes Ilibres de microorganismos
contaminantes detectables visualmente fueron
empleados como indculo para los experimentos.

Se inocularon 50 explantes por cada frasco de
cultivo excepto en el experimento donde se
realizo el estudio de la densidad de in6culo.

Se evalu6 en todos los experimentos a los 35
dias de cultivo (excepto en el experimento
donde se estudié el efecto del tiempo del cultivo,
la longitud del tallo (cm), el numero de
entrenudos y se calcul6 el coeficiente de
multiplicacion al dividir el nimero final de brotes
obtenidos en cada SIT entre el numero inicial de
explantes colocados. Todos los experimentos
fueron repetidos en tres ocasiones en el tiempo
con el objetivo de garantizar la repetibilidad y
confiabilidad de los datos.

El procesamiento estadistico de los datos se
realiz6 mediante el paquete SPSS para Windows
version 9.0, se aplicd un analisis de varianza de
clasificacion simple (completamente al azar) y la
comparacién multiple de medias segun la prueba
de rangos multiples de Duncan, excepto en el
experimento donde se estudié el tiempo de
inmersion en el cual los datos fueron procesados
mediante una prueba de hipotesis para muestras
independientes.

Efecto del tiempo y la frecuencia de inmersion

Con el objetivo de evaluar la respuesta de la
inmersién temporal sobre el cultivo, se estudiaron
dos tiempos de inmersién de cinco y diez minutos
cada una hora y tres frecuencias de inmersion,
una, tres y seis horas con un tiempo de inmersion
de diez minutos.

Influencia de la densidad de inéculo

Se estudid, con el proposito de mejorar las
condiciones de cultivo asi como la eficiencia del
proceso, la influencia de cuatro densidades de
inéculo, 25, 50 75,100 explantes/ frasco de cultivo.

Efecto del tiempo de renovacion y variacion
del volumen del medio de cultivo

Con la intencién de mejorar la eficiencia del
proceso, se estudié el efecto del tiempo de
renovacion y variacion del volumen del medio de
cultivo, se ensayaron cinco tratamientos (Tabla 1).



Tabla 1. Tratamiemtos para la evaluacién del efecto del tiempo de renovacion y la variacion del volumen del
medio de cultivo en la multiplicacién de fiame (clon Pacala duclos) en SIT.

Tratamiento

Tiempo de renovacion (Dias)

Volumen de medio de cultivo (ml)

1. Control (Sin renovacion del medio de cultivo) -

2. 12 1 000
3. 12 2000
4, 24 1 000
5. 24 2 000

Efecto del tiempo de cultivo

Con el objetivo de mejorar la eficiencia en el uso de los
frascos del sistemas de inmersion temporal para la
multiplicacion de explantes se estudio el efecto de seis
tiempos de cultivo (28, 35,42, 49, 54 y 63 dias) sobre
el desarrollo de los brotes.

RESULTADOS Y DISCUSION
Efecto del tiempo y la frecuencia de inmersién

Las figuras 1 y 2 muestran el efecto del tiempo y la
frecuencia de inmersion, sobre el coeficiente de
multiplicacién de segmentos nodales del clon de iame
‘Pacala Duclos’. Eltiempo de contacto de los explantes
con el medio de cultivo mostré diferencias significativas
entre los tratamientos estudiados. Al emplear un tiempo
de inmersién de diez minutos cada una hora se obtuvo
el mas alto coeficiente de multiplicacion (8.2).

Sin embargo, con este mismo tiempo (10 min.) cuando
se emplearon frecuencias de inmersion de tres y seis
horas se incrementaron los coeficientes de
multiplicacion sin diferencias significativas (10.1y 9.8)
en 35 dias de cultivo.

La frecuencia y el tiempo de duracién de la inmersién
son factores muy importantes en la repuesta
morfogenética entre las diferentes especies de plantas.
Por ejemplo, en el cultivo del banano, se obtuvieron
coeficientes de multiplicaciéon de 15 en cuatro semanas,
con el empleo de un tiempo y frecuencia de inmersion
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de cinco minutos cada tres horas (Alvard et al., 1993).
De igual forma, en la multiplicaciéon de yemas axilares
en pifa, se lograron coeficientes de multiplicaciéon de
12 en seis semanas con el empleo de un tiempo y
frecuencia de inmersion de dos minutos cada tres horas
(Escalona, 1999).

Influencia de la densidad de in6culo

La densidad de inéculo por frasco de cultivo en los
sistemas de inmersion temporal tuvo influencia sobre
el coeficiente de multiplicacion de los segmentos
nodales. Cuando se utilizé una densidad de 50
explantes por frasco de cultivo se obtuvieron los
resultados mas favorables para el coeficiente de
multiplicacién (10.8) en 35 dias de cultivo, con
diferencias significativas con respecto al resto de las
densidades empleadas. Con esta densidad se logré la
mejor utilizacion de la capacidad del frasco o lo que es
lo mismo en términos de produccién, un mejor
aprovechamiento de la capacidad instalada en las
camaras de cultivo, lo que permite manejar un mayor
numero de explantes por area.

Orellana (1998), puntualiz6 la necesidad de valorar
experimentalmente 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 medio de cultivo, y con ello la
subutilizacion de los recipientes; mientras que una alta
densidad propiciaria un crecimiento limitado de los
brotes e insuficiente proliferacién con subcultivos mas
frecuentes.
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Figura 1. Efecto del tiempo de inmersion cada una hora sobre el coeficiente de multiplicacion de segmentos
nodales del clon de fiame ‘Pacala Duclos’ a los 35 dias de cultivo.
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Figura 2. Efecto de la frecuencia de inmersion con el empleo de 10 minutos de inmersion sobre el coeficiente
de multiplicacion de segmentos nodales del clon de fiame ‘Pacala Duclos’ a los 35 dias de cultivo.
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Figura 3. Influencia de la densidad de inéculo sobre el coeficiente de multiplicacion de segmentos nodales del clon
de fiame ‘Pacala Duclos’ a los 35 dias de cultivo. ES — Error estandar

De Feria et al. (2002) en la multiplicacién in vitro de
brotes de Saccharum spp. var IBP 89-112 estudiaron
el efecto de la densidad de inoculacion y concluyeron
que con una densidad de 40 brotes por frasco, se lograba
la mayor produccion total de brotes.

Efecto del tiempo de renovacion y volumen del
medio de cultivo

Eltiempo de renovacion y el volumen de medio de cultivo
influyeron sobre el coeficiente de multiplicacién en el
cultivo del hiame (Tabla 2). Siempre que se renovo el
medio de cultivo hubo un incremento en la longitud del
tallo, el numero de entrenudos y el coeficiente de
multiplicacion. Cuando la renovacion se realizé a los
24 dias de cultivo con un volumen de 2 000 ml del
medio de cultivo se obtuvieron los resultados mas
favorables para el coeficiente de multiplicacién con 14.1

a los 35 dias de cultivo, con diferencias significativas
con respecto al resto de las variantes estudiadas.

De Feria et al. (2002) obtuvieron resultados similares
en la multiplicacién in vitro de brotes de Saccharum
spp empleando los sistemas de inmersién temporal,
siempre que renovo el medio de cultivo obtuvo se un
aumento del coeficiente de multiplicacion del nimero
de brotes por frasco.

Este comportamiento puede ser explicado, entre
otras, por dos razones, la primera relacionada con
la mayor disponibilidad de nutrientes y la segunda
por la posible eliminacién de sustancias toxicas que
pueden haber sido excretadas al medio de cultivo
por los explantes, aspectos que se mejoran al
emplear los sistemas de inmersion temporal (Etienne
y Berthouly, 2002).



Tabla 2. Efecto del tiempo de renovacién y el volumen del medio de cultivo en la multiplicacion de segmentos
nodales del clon de fiame ‘Pacala Duclos’ con el empleo de Sistemas de Inmersién Temporal.

Tiempo de renovacién (dias) y Volumen de  Longitud del tallo No. de Coeficiente de
medio de cultivo (ml) (cm) entrenudos multiplicacion
Control 15.62 ¢ 12.60 b 10.76 ¢
12y 1000 17.91b 14.62 a 11.90 b
12y 2 000 18.66 ab 14.83 a 12.16 b
24y 1000 18.70 ab 15.90 a 1290 b
24y 2 000 19.51a 16.30 a 1410 a
ES+ 0.49* 0.28* 0.36*
CV (%) 8.52 8.76 9.18

ES: Error estandar.
CV: Coeficiente de variacion.

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para P < 0.05 segun prueba de Duncan.

Tabla 3. Determinacion de la duracion mas adecuada de la fase de multiplicacion de segmentos nodales del clon
de Aame ‘Pacala Duclos’ al emplear Sistemas de Inmersién Temporal.

Tiempo de cultivo (dias) Longitud del tallo (cm) No. de entrenudos Coeficiente de multiplicacion

28 9.0d
35 18.4¢
42 20.8 b
49 21.2 ab
56 22.2 ab
63 23 a

ESt 0.64*

CV (%) 76

8.0d 6.4d
1360 ¢ 126¢
14.0 be 13.6 be
156 a 152 a
15.4 ab 14.8 a
156 a 14.6 ab
0.48* 0.36*
10.23 6.41

ES: Error estandar
CV: Coeficiente de variacion

Medias con letras desiguales dentro de cada columna difieren para P < 0.05 segun prueba de Duncan.

Efecto del tiempo de cultivo

El tiempo de cultivo en los sistemas de inmersion
temporal influy6 sobre los parametros evaluados(Tabla
3), en la medida que aumenté el tiempo de cultivo,
se incremento la longitud del tallo, el numero de
entrenudos y hubo un mayor aprovechamiento de los
frascos instalados. El objetivo principal en la fase de
multiplicacion al utilizar los sistemas de inmersion
temporal fue incrementar los coeficientes de
multiplicacion, se lograron los resultados mas
favorables cuando los segmentos nodales fueron
cultivados durante 49, 54 y 63 dias, sin diferencias
significativas entre ellos. Cuando se realiz6 el
subcultivo a los 49 dias de cultivo se obtuvo el
mas alto coeficiente de multiplicacion (15.2). Un
tiempo de cultivo mayor no influy6 de forma
significativa en el coeficiente de multiplicacién, por
lo que al utilizar este tiempo de cultivo en los
sistemas de inmersion temporal se logré realizar
un maximo aprovechamiento de los frascos de
cultivo y mejorar la eficiencia en la fase de
multiplicacion.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se obtuvieron varios resultados
que permiten el empleo de los Sistemas de Inmersion
Temporal para la multiplicacién de segmentos nodales
en el clon ‘Pacala Duclos’ (Dioscorea alata L.).

Se definié que con de 10 minutos de inmersién y
frecuencias de inmersion cada tres y seis horas, se
alcanzaron los mayores incrementos en los
coeficientes de multiplicacion.

Se comprobd que con una densidad de 50 explantes
por frasco de cultivo se obtuvieron los resultados mas
favorables para el coeficiente de multiplicacion.

Se determin6 que cuando la renovacion del medio de
cultivo se realizd a los 24 dias de cultivo con un
volumen de 2 000 ml del medio de cultivo se
incrementd el coeficiente de multiplicacion.

Se obtuvo el mas alto coeficiente de multiplicacién
cuando se realizé el subcultivo alos 49 dias de cultivo.
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