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RESUMEN

Para el cultivo in vitro de Ipomoea batatas no se tienen referencias del uso de los Sistemas de Inmersion
Temporal (SIT), esto podrian contribuir a incrementar el nimero de plantas in vitro necesarias para la propagacion
masiva del clon ‘INIVITB2-2005’ con gran potencial productivo. El objetivo del trabajo fue multiplicar este clon en
SIT de 200 ml de capacidad. Se determiné la influencia del tiempo de inmersién, la frecuencia de inmersion, el
volumen de medio de cultivo por explante y el tiempo de subcultivo sobre el crecimiento y multiplicacion de las
plantas in vitro en los SIT. En cada experimento se midid la longitud del explante (cm) y se cuantificé el nimero de
entrenudos por explante y el numero de hojas activas. Ademas, se determiné la masa fresca (g) de las plantas in
vitro y se calculd el coeficiente de multiplicacion. Los mejores resultados se alcanzaron al utilizar un tiempo y una
frecuencia de inmersion de 10 minutos cada tres horas, 15 ml de medio de cultivo por explante con subcultivos
cada 30 dias. Con ello se alcanzd un coeficiente de multiplicacion de 8.01.
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ABSTRACT

Use of temporary immersion system (TIS) have been not reported for in vitro culture of Ipomoea batatas . This
technique would help to increase the number of plants needed for in vitro mass propagation of clone ‘INIVITB2-
2005 with great productive potential. The aim of this paper was to multiply this clone in TIS of 200 ml capacity.
Influence of immersion time, frequency of immersion, volume of culture medium per explant and subculture time on
growth and multiplication of in vitro plants in TIS was determined. Length of explants (cm) was measured. Number
of internodes per explant and number of active leaves was quantified . Fresh mass (g) of in vitro plants and
multiplication coefficient was also determined . The best results were achieved with an immersion frequency of 10
minutes every three hours, using 15 ml of culture medium per explant and subcultures every 30 days. A multiplication
coefficient of 8.01was reached.
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INTRODUCCION

Los tubérculos tropicales se han convertido en
cultivos de gran demanda nacional e internacional.
Estos han incrementado su importancia estratégica
en Cuba para la alimentacion humana, animal y otros
fines industriales. Es por ello que contar con métodos
de propagacion eficientes se convierte en un requisito
indispensable para cualquier programa de produccion
de semilla.

El clon de boniato (Ipomoea batatas L.) ‘INIVITB2-
2005’ tiene alto potencial productivo en 4 meses de
ciclo con alrededor del 60 t.ha' de raices tuberosas
por ciclo. Su follaje es vigoroso y puede ser
sembrado los 12 meses del afio, con una tecnologia
similar a la empleada actualmente para este cultivo.

Las técnicas de cultivo de tejidos se han empleado
para la propagacion de boniato en diferentes clones.
Por ejemplo, Gosukonda et al. (1995) indujeron la

formacion de brotes adventicios con tidiazuron y
Paneque et al. (2003) refieren su uso para la
propagacion de los genotipos Cemsa 78-354, Inivit
90-1, Inivit 93-1, Yabu-8 y Jewel. Sin embargo, los
coeficientes de multiplicaciéon no son elevados.

Los Sistemas de Inmersion Temporal (SIT) han sido
utilizados en otras especies de plantas para
solucionar este problema. En cafia de azucar
(Saccharum spp. hibrido) de Feria et al. (2002)
lograron aumentar la eficiencia en la multiplicacién
in vitro. (var. IBP 89-112), cuando emplearon
sistemas de inmersién temporal con una capacidad
de 3.7 litros. Sus resultados refieren que el
coeficiente de multiplicacién (10.92), fue
significativamente superior con respecto al
tratamiento control en medio de cultivo semisélido
(4.48).

Para el cultivo in vitro de Ipomoea batatas no se
tienen referencias del uso de los SIT y podrian
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contribuir a incrementar el nimero de plantas in vitro
necesarias para la propagacién masiva del clon
‘INIVITB2-2005’ con gran potencial productivo.

Tomando en cuenta estos antecedentes, este trabajo
tuvo como objetivo multiplicar el clon ‘INIVITB2-2005°
con el uso del Sistema de Inmersion Temporal.

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrollé en el
Laboratorio de Biotecnologia del Instituto de
Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT).

Como material vegetal se utilizaron plantas in vitro
de boniato clon ‘INIVITB2-2005’, procedente del
banco de germoplasma del Instituto de
Investigaciones en Viandas Tropicales (INIVIT). Las
plantas habian sido propagadas via organogénesis y
se encontraban en tercer subcultivo.

Se emplearon como Sistemas de inmersién temporal
(SIT) dos frascos de cultivo de 200 ml de capacidad,
uno para el crecimiento de los explantes y el otro
como reservorio de medio de cultivo (Escalona et
al., 1999). En cada frasco se colocaron ocho
explantes (segmento de tallo de la planta in vitro de
aproximadamente 1cm de longitud con una yema
axilar) y 20 ml de medio de cultivo por explante.

El medio de cultivo estuvo compuesto por las sales
MS (Murashige y Skoog, 1962), 2 mg.I"' de tiamina,
0.1 mg.I"" de mio-inositol, 50 g.I"" de sacarosa con
un pHde 5.2

Con el objetivo de determinar la influencia del tiempo
de inmersion, la frecuencia de inmersion, el volumen
de medio de cultivo por explante y el tiempo de
subcultivo sobre el crecimiento y multiplicaciéon de
las plantas in vitro en los SIT se disefiaron
experimentos independientes. En cada uno se
selecciono el tratamiento de mejores resultados para
ser empleado en el siguiente con otra de las variables
en estudio.

Primeramente, se determind el tiempo de inmersion
(5, 10y 15 minutos), a una frecuencia cada 6 horas
y posteriormente, la frecuencia de inmersion (cada
3, 6 y 8 horas). Para ello se utilizé el tiempo de
inmersion seleccionado en el experimento previo.

Para determinar el efecto del volumen de medio de
cultivo por explante se utilizaron cuatro tratamientos:
10, 15,20y 25 ml.

Las evaluaciones se llevaron a cabo a los 25 dias de
cultivo en estos experimentos.

Finalmente, para la determinacion del tiempo de
subcultivo en el sistema de inmersion temporal se
constituyeron cuatro tratamientos: 20, 25, 30 y 35
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dias de cultivo y se utilizo el mejor volumen de medio
de cultivo por explante obtenido anteriormente.

En ambos experimentos se utilizé un tiempo de
inmersién y la frecuencia seleccionadas en los
experimentos precedentes.

En todos los experimentos se midi6 la longitud del
explante (cm) y se cuantificd el nUmero de entrenudos
por explante y el nUimero de hojas activas. Ademas,
se determino la masa fresca (g) de las plantas in
vitro y se calculo el coeficiente de multiplicacion (CM),
mediante la férmula:

CM = Numero de explantes obtenidos en el frasco de cultivo
Numero de explantes adicionados al frasco de cultivo

Se realizaron tres repeticiones por tratamiento y
fueron incubados a 27+2°C y luz artificial con una
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF)
de 62-68 umol.m?s™" y fotoperiodo de 16 horas de
luz y ocho de oscuridad.

Con los criterios de estadistica descriptiva se
realizaron las tablas que expresan los resultados
procesados. La comparaciéon multiple de las medias
se realizé segun la prueba de Tukey. Se utilizo el
paquete estadistico MSTAT-C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fue posible multiplicar el clon ‘INIVITB2-2005’ en
los SIT, las variables tiempo de inmersion y
frecuencia de inmersién influyeron sobre el
crecimiento y la multiplicacion de las plantas in
vitro. Al aplicar un tiempo de inmersién de 10
minutos con una frecuencia de inmersion cada tres
horas (Tabla 1) se obtuvieron los mejores
resultados para la longitud del explante (cm),
numero de entrenudos por explante, nimero de
hojas activas, masa fresca y coeficiente de
multiplicacién con diferencias significativas
respecto al resto de los tratamientos.

El tiempo de inmersion es considerado un factor
importante en la respuesta morfogenética del
material vegetal a micropropagar. Al respecto,
Escalona (1999) para el cultivo de la pifia (Ananas
comosus) encontré que con un tiempo de inmersion
de dos minutos con una frecuencia de tres horas
se lograron los mayores incrementos en el
coeficiente de multiplicacién y por lo tanto se
facilité una mayor eficiencia en la asimilacion de
nutrientes por los explantes.

Igualmente, al utilizar una frecuencia de inmersion
cada tres horas (ocho inmersiones por dia) y 10
minutos se obtuvieron los maximos valores para
las variables evaluadas, con diferencias
significativas respecto al resto de los demas
tratamientos (Tabla 2).
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Tabla 1. Efecto del tiempo de inmersion sobre el crecimiento y multiplicacion de plantas in vitro de boniato

‘INIVITB2-2005 en a los 25 dias de cultivo SIT.

Tiempo de Longitud No. Entrenudos por No. Hojas . Masa fresca
Coef. Multip.
inmersion (min) explante (cm) explante Activas (9)

5 3.62c 2.68¢ 2.06 b 456 ¢ 0.12b

10 6.58 a 505 a 4.03 a 6.99a 031a

15 546 b 4.99 b 299b 578b 0.18 b

ES 0.42* 0.29* 034+ 0.20* 0.11*

CV (%) 13.68 1420 12.56 16.34 10.56

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

Tabla 2. Efecto de la frecuencia de inmersién en el crecimiento y multiplicacion de plantas in vitro de boniato

‘INIVITB2-2005 en a los 25 dias de cultivo SIT.

Frecuencia de Longitud No. Entrenudos por No. Hojas Coef. Masa fresca
inmersion (h) explante (cm) explante Activas Multip. 9)
3 6.68 a 5.25 a 412 a 705a 0.35a
6 455b 392b 425b 663 b 022 b
8 3.36¢c 255¢ 3.11c 421 ¢ 0.18 b
ES + 0.31* 0.26* 0.29* 0.28* 0.09*
CV (%) 11.20 1255 12.23 13.05 9.82

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

Otros autores han obtenido buenos resultados al
variar el tiempo y la frecuencia de inmersién. Por
ejemplo, Cabrera et al. (2005) emplearon un tiempo
de inmersion de diez minutos y una frecuencia de 6
horas y obtuvieron un elevado numero de
microtubérculos de fiame (Dioscorea alata) (4.7) en
el clon Pacala Duclos en frascos de inmersion
temporal de cinco litros.

Asi mismo, Colmenares y Jiménez (2003) en el
banano ‘Grande naine’ (Musa AAA), con inmersiones
cada cuatro horas y dos minutos obtuvieron un
coeficiente de multiplicacién de 7.5 y para veinte
minutos cada cuatro horas un indice de multiplicacion
de 8.0 en frascos de 10 litros.

Los tiempos y frecuencias de inmersién que se
ensayaron demostraron que con diez minutos de
inmersion y tres horas empleados en los
experimentos, se obtuvieron los mejores resultados
en cuanto a la multiplicacién y calidad de los
brotes, sin la presencia de multiyemas ni
hiperhidricidad.

Por otra parte, el volumen de medio de cultivo tuvo
influencia en el coeficiente de multiplicacién con la
adicion de ocho explantes por frasco de cultivo de
200 mililitros de volumen total. EI mayor valor se
alcanzo6 cuando se empled una relacion de 15 ml de
medio de cultivo (7.59) por explante con diferencias
significativas con el resto de los demas tratamientos
(Tabla 3).

Ziv (2005) en banano ‘Grande naine’ (Musa AAA) al
utilizar 1 250 ml de medio de cultivo (62.5 ml por
explante) en biorreactores de 2 500 ml de volumen
total obtuvo un elevado coeficiente de multiplicacion
(15.10) con la adicion de 20 explantes.

Segun Castro y Gonzalez (2002) para lograr un
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 energia bajo
condiciones heterotréficas), de tal manera que los
nutrientes no sean un factor limitante para la multiplicacion
en el desarrollo de las plantas. De acuerdo con los
resultados obtenidos en Eucalyptus grandis Hill ex Maiden
demostraron que con el empleo de un volumen de 500
ml de medio de cultivo con nueve explantes se logrd
un elevado coeficiente de multiplicacién de 10.5 brotes
y la mejor calidad de los brotes en términos de una
mayor produccién de masa seca.

En el experimento relacionado con la determinacion
del tiempo de subcultivo se comprobé que el mayor
valor se alcanz¢ a partir de los 30 dias de realizado
el subcultivo (30 y 35 dias) (Tabla 4), con diferencias
significativas con los demas tratamientos (20 y 25
dias de cultivo). Por lo tanto se selecciond el tiempo
de subcultivo de 30 dias, pues a través de este
periodo se puede obtener una mayor cantidad de
explantes en un menor tiempo y el material vegetal
estd menos expuesto a riesgo de contaminacion
microbiana.
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Tabla 3. Efecto del volumen de medio de cultivo sobre el crecimiento y multiplicacion de plantas in vitro de boniato

‘INIVITB2-2005 en a los 25 dias de cultivo SIT.

Volumen por Longitud No. Entrenudos por No. Hojas Coef. Masa fresca
explante (ml) explante (cm) explante Activas Multip. 9)
10 4.86¢ 392c¢ 370 c 563d 0.08 d
15 698 a 522 a 4.36 a 759 a 0.30 a
20 519b 446 b 4.02b 642D 0.18 b
25 528D 425b 393b 5.98 ¢ 0.11c
ES + 0.21* 0.20* 0.26 * 0.30* 0.10*
CV (%) 10.32 1149 10.58 11.25 9.98

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

Tabla 4. Influencia del tiempo de subcultivo sobre el crecimiento y multiplicaciéon de plantas in vitro de boniato

‘INIVITB2-2005 en a los 25 dias de cultivo SIT.

Tiempo de Longitud No. Entrenudos por No. Hojas Coef. Masa fresca

subcultivo (dias)  explante (cm) explante Activas Multip. Q)

20 5.86¢c 392c¢c 370 c 563 c 0.16¢c

25 6.19b 446 Db 402 b 642 b 0.2 b

30 712 a 572 a 445 a 801 a 0.34 a

35 709 a 568 a 4.48 a 798 a 032 a

ES + 0.25* 0.32* 0.33* 0.35* 0.10*
CV (%) 11.60 12.40 12.23 13.15 10.01

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

Figura 1. Plantas in vitro del clon de boniato ‘INIVITB2-2005" multiplicadas en Sistema de Inmersiéon Temporal a

los 30 dias de cultivo en frasco de 200 ml de capacidad.

De forma general, los experimentos desarrollados
permitieron incrementar significativamente el
coeficiente de multiplicacién en el clon de Boniato
‘INIVITB2-2005’ en Sistema de Inmersién Temporal,
con un tiempo y frecuencia de inmersion de 10
minutos cada tres horas con un volumen de medio
de cultivo por explante de 15 ml a los 30 dias de
cultivo (Figura 1).

CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados en el trabajo permitieron
demostrar que se mejora la multiplicacién en el
clon de Boniato ‘INIVITB2-2005’ en Sistema de
Inmersion Temporal con el empleo de un tiempo
de inmersion de 10 minutos a una frecuencia cada
tres horas (8 inmersiones por dia) con un volumen
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de medio de cultivo de 15 ml por explante a los 30
dias de cultivo, lo que garantizé la mejor respuesta
de los explantes en cuanto al coeficiente de
multiplicacion.
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