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Resumen

Con el empleo del sistema de inmersién temporal fue posible incrementar la multiplicacion zz vitro de
los segmentos nodales en el clon de flame Blanco de Guinea. Con este tipo de sistema de cultivo se
obtuvieron los mas altos valores para la altura de la planta, nimero de entrenudos por planta, asi como
para la masa fresca y seca de las mismas. Las condiciones de cultivo creadas en el sistema de inmersién
temporal para la multiplicacién 7z vitro de los segmentos nodales lograron el mas alto coeficiente de
multiplicacion (8,50), asf como redujeron el nimero de plantas con sintomas de vitrificacién (3,30). Las
plantas cultivadas en este tipo de sistema de cultivo se caracterizaron por el mayor crecimiento de los
segmentos nodales, coloracion verde y hojas mas desarrolladas. La utilizacién de este tipo de sistema de
cultivo en la fase de multiplicaciéon 7z vitro de los segmentos nodales posibilitard incrementar el empleo
de la micropropagacién para la produccion de semilla en el complejo Dioscorea cayenensis - D. rotundata.
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Abstract

“‘Blanco de Guinea” yam clone nodal segment multiplication was increased by using the temporary immer-
sion system (T1S). The highest values for plant height, internodal number per plantand fresh and dry weight
were obtained in this culture system. Nodal segments cultivated in TIS produced the highest multiplication
coefficient (8,50). These plants were characterised by their green colour and rapid growth. The number of
plants having vitrification symptoms (3,30) became reduced due to the favourable culture conditions crea-
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ted in the TIS. Itis recommended that nodal segment multiplication in TIS be include in the available micro-

propagation protocols for Dioscorea cayenensis - D. rotundata to dectease propagation/production costs.

Key words: temporary immersion system, liquid medium, micropropagation.
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Introduccién

El cultivo del fiame (Dioscorea spp.) contri-
buye a los requerimientos energéticos y de nu-
tricién de una gran parte de las poblaciones en
los paises en desarrollo, y lo continuara siendo
en las proximas décadas (Craufurd et 4l., 2000).
HEste cultivo se adapta a una amplia gama de
usos: alimentos bésicos (para consumo fresco y
en forma procesada), alimento animal y como
materia prima para fines industriales.

Ademas, es considerado el segundo cul-
tivo en eficiencia para producir energfa diges-
tible, solamente superado por la papa (Ondo
et al., 2007). La produccién anual mundial se
estima en alrededor de 51,4 millones de tonela-
das (Faostat, 2000).

Dentro de las mas de 600 especies del gé-
nero Dioscorea, el complejo de especie Dios-
corea cayenensis - D. rotundata es uno de los mds
cultivados en Cuba y en el mundo (Minagri,
2004).

En este cultivo los tubérculos subterra-
neos constituyen la parte atil de la planta, tanto
para el consumo, como para obtener la semilla.
Desde que se comenzé a explotar por el hom-
bre, esta especie se viene propagando de forma
agamica por tubérculos enteros o secciones de
tubérculos. Este tipo de semilla, al plantarse de
un aflo para otro en campo, se puede infestar
por microorganismos patégenos y perder su
calidad (Tschannen et 4l., 2005).

La micropropagacion en el cultivo de
flame ha estado dirigida, a nivel mundial, basi-
camente para solucionar problemas de enfer-
medades virales (Lebas, 2002; Gonzalez, 2000).
Sin embargo, los protocolos desarrollados para
la micropropagacion en Dioscorea cayenensis - D.
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rotundata se han caracterizado por el empleo de
medios de cultivo semisélidos y por la utiliza-
ci6n de frascos de cultivo de tamafio conven-
cional, lo cual restringe las posibilidades de la
automatizacion de la multiplicaciéon (Malaurie
et 4l., 1995; Ondo et 4l., 2007). Estas han sido
algunas de las causas del lento crecimiento y
pobre multiplicacion de los segmentos nodales,
limitando el uso comercial de la micropropaga-
cion para la produccion de semilla, debido a los
relativos altos costos para la obtencién de los
propagulos (Perea, 2001; Balogun et al., 20006).

Con el objetivo de incrementar el empleo
de la micropropagacion para la produccion de
semilla en el complejo Dioscorea cayenensis - D.
rotundata, se evaluo el efecto de dos sistemas de
cultivo semiautomatizados sobre la multiplica-
cion in vitro de los segmentos nodales en el clon
de flame Blanco de Guinea.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se emplearon como explantes segmentos
nodales con una yema axilar del clon de fiame
Blanco de Guinea (Dzoscorea cayenensis - D. rotun-
data) certificados como libres de enfermedades
virales, en tercer subcultivo, procedentes del
Banco de Germosplasma 7 vitro de la especie
que conserva el Instituto de Investigaciones en
Viandas Tropicales (Inivit); ubicado en Santo
Domingo, Villa Clara, Cuba.

Se utilizé6 como medio de cultivo basal las
sales inorganicas y vitaminas propuestas por
(MS), con cisteina (20 mg/L™"). El pH fue ajus-
tado a 5,7 con NaOH 0,5 N o HCI 0,5 N antes
de la esterilizacién por 20 minutos en autoclave
vertical (BK75).
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En cada sistema de cultivo fueron coloca-
dos 50 segmentos nodales con una yema axilar
y un volumen de 30 mL de medio de cultivo
liquido por segmento nodal. Las condiciones
de cultivo empleadas fueron temperatura de
25120 °C e iluminaciéon artificial mediante
tubos fluorescentes de 40 W, con un régimen
de fotoperiodo de 16 horas luz y una densi-
dad de flujo de fotones fotosintéticos (FFF) de
42,048,0 pmol/m?/s !

Multiplicacion de segmentos nodales

Con el objetivo de evaluar el efecto de los
sistemas de cultivo semiautomatizados en la
multiplicacién 7z vitro de los segmentos noda-
les, se desarroll6 el presente experimento que
tuvo los tratamientos siguientes:

Sistema de cultivo I:
Sistemas de inmersion temporal

El sistema de inmersion temporal estu-
vo compuesto por dos frascos de cultivo de
vidrio de 5000 ml. de capacidad, uno para
el crecimiento de los segmentos nodales y el
otro como teservorio de medio de cultivo.
Estos frascos de cultivo se conectaron entre
s{ por una manguera de silicona de seis mili-
metros de diametro, mediante conectores de
vidrio que atravesaron la tapa del frasco. En
la parte interna se coloc6 una manguera, la
cual descendié hasta el fondo en ambos re-
cipientes. El medio de cultivo circulé 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 determinar el
tiempo y la frecuencia de la inmersion. A la
entrada de los frascos de cultivo se colocaron
filtros hidrofébicos (0,22 um, Midisart 2000,
Sartorius Co.) para garantizar la esterilidad del
aire. La presion del aire de 2,0 atm provenien-
te de un compresor, fue regulada por un ma-
németro. Se empled un tiempo de inmersion
de 10 min con una frecuencia cada 6 horas (4
inmersiones por dia) segun resultados previos
no mostrados.

Sistema de cultivo II: Sistema de
inmersion constante con aireacion

mediante burbujeo continuo en el
medio de cultivo (SIC)

El sistema de inmersién constante con
aeracion mediante burbujeo continuo en el
medio de cultivo consistié en un frasco de
cultivo de vidrio de 5000 mL de capacidad,
en el cual se colocaron los segmentos nodales
y el medio de cultivo. El aire proveniente del
compresor circulé por una manguera de sili-
cona de seis milimetros de didmetro que atra-
veso el tapon de goma mediante conectores
de vidrio, 1a cual descendio hasta el fondo del
frasco de cultivo. A la entrada y salida del fras-
co de cultivo se colocaron filtros hidrofobicos
(0,22 pm, Midisart 2000, Sartorius Co.) para
garantizar la esterilidad del aire proveniente
del compresor que permitié un flujo de aire
de 25 ml/min".

Sistema de cultivo III: (Control)
Sistema con el medio de cultivo
liquido estdtico con renovacion
pasiva de la atmdésfera interna

El sistema con el medio de cultivo liquido
estatico con renovacion pasiva de la atmosfe-
ra interna consistié en un frasco de cultivo de
vidrio de 5000 mL de capacidad, en el cual se
colocaron los segmentos nodales y el medio de
cultivo liquido estatico. El frasco de cultivo fue
cerrado con un tapén de goma, que tenia en el
centro un orificio de 5,0 mm de didmetro re-
lleno con algoddn para el intercambio de gases
con el extetior.

Este experimento tuvo cinco repeticio-
nes por cada tratamiento. A las seis semanas
de cultivo se seleccionaron al azar 10 plantas
en cada una de las repeticiones por tratamien-
to y se evalud: altura de la planta (cm), nime-
ro de entrenudos por planta, la masa fresca
(gMF) de las plantas y luego de que éstas fue-
ron colocadas en una estufa a 70 °C durante
48 horas se defini6 la masa seca (gMS). Se cal-
cul6 el coeficiente de multiplicacién al dividir
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el nimero final de segmentos nodales con una
yema axilar entre el nimero inicial. En cada
una de las repeticiones por tratamiento se eva-
lué, de las 50 plantas cultivadas, el nimero de
plantas con sintomas de vitrificacion, aquellas
que presentaron apariencia acuosa y hojas
traslucidas.

El procesamiento estadistico de los datos
experimentales se realiz6 mediante un analisis
de varianza. Para la comparacién mdaltiple de
medias se aplic la prueba de Dunnentt’s C
cuando no se encontré homogeneidad de va-
rianza, y cuando ocurtio lo contrario se aplico
la prueba paramétrica de Tukey, con un nivel de
significacion de p<0,05.

Resultados

Las plantas cultivadas en el sistema de
inmersiéon temporal mostraron los mejores re-
sultados para la altura de la planta, nimero de
entrenudos por planta, asi como para la masa
fresca y seca de las plantas, con diferencias
significativas respecto al sistema de inmersién
constante con aeracion mediante burbujeo
continuo en el medio de cultivo y al sistema de
cultivo con el medio de cultivo liquido estatico
con renovacion pasiva de la atmosfera interna
utilizado como control (tabla 1).

Las plantas cultivadas en el sistema de
inmersiéon temporal se caracterizaron por el
mayor crecimiento de los segmentos nodales,
coloracion verde y hojas mas desarrolladas,
mientras que las plantas cultivadas en sistema
de cultivo liquido estatico presentaron tallos
y hojas traslucidas con apariencia turgente.

Con el empleo del sistema de inmersion
temporal se obtuvieron los mas altos valores
para el coeficiente de multiplicacién, con di-
ferencias significativas respecto al sistema de
inmersidén constante con aeracién mediante
burbujeo continuo en el medio de cultivo, y
al sistema de cultivo con el medio de cultivo
liquido estatico con renovacién pasiva de la
atmosfera interna utilizado como control (fi-
gura 1).

Con el empleo del sistema de inmersioén
temporal también se obtuvo el menor nimero
de plantas con sintomas de vitrificacién, con
diferencias significativas respecto a las plantas
cultivadas en el sistema de inmersién constante
con aeracién mediante burbujeo continuo en
el medio de cultivo, y al sistema de cultivo con
el medio de cultivo liquido estatico con reno-
vacion pasiva de la atmosfera interna utilizado
como control

Tabla 1. Efecto del tipo de sistema de cultivo en la multiplicacién de segmentos nodales del clon de
fame Blanco de Guinea a las seis semanas de cultivo.

. Nu d
Sistema de | Altura de la planta Hmero e Masa fresca de las Masa seca de las
cultivo (cm) LA DT lantas (gMF) lantas (gMS)
planta P 5 P &

SIT 20,80+1,00 a 10,700,65 a 1,31£0,24 a 0,288+0,002 a
SIC 16,00£0,91 b 8,80+0,41 b 0,84+0,06 b 0,142+0,004 b
SLE 14,20+0,89 ¢ 6,8040,41 ¢ 0,51+0,05 ¢ 0,076+0,001 ¢
ES+ 0,21* 0,11* 0,08* 0,001*

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p<0,05 segun la prueba de Dunnett’s C.

Leyenda: ES: Error estandar
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Medias con letras no comunes en una misma barra di-
fieren estadisticamente para p<0,05 segun la prueba de
Tukey.

Leyenda

SIT: Sistema de Inmersién Temporal; SIC: Sistema de
Inmersién constante con aeracion mediante burbujeo
continuo en el medio de cultivo; SLE: Sistema de cultivo
con el medio de cultivo liquido estatico con renovacion
pasiva de la atmoésfera interna.

Figura 1. Efecto del tipo de sistema de cultivo
sobre el coeficiente de multiplicacion del clon
de fiame “Blanco de Guinea”

a las seis semanas de cultivo.
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Medias con letras no comunes en una misma barra difieren
estadisticamente para p<0,05 segtn la prueba de Tukey.

Leyenda

SIT: Sistema de Inmersion Temporal; SIC: Sistema de
Inmersién constante con aeracién mediante burbujeo
continuo en el medio de cultivo; SLE: Sistema de cultivo
con el medio de cultivo liquido estatico con renovacion
pasiva de la atmésfera interna.

Figura 2. Efecto del tipo de sistema de cultivo
sobre el numero de plantas hiperhidratadas del
clon de fiame ‘Blanco de Guinea’

a las seis semanas de cultivo.

Discusion

Los mejores resultados obtenidos para la
multiplicacién 7 vifro de los segmentos nodales
de flame con el sistema de inmersiéon temporal
se deben a las condiciones fisicas creadas en el
interior del recipiente de cultivo (Escalona et
al., 2003). El contacto directo y renovado de
los segmentos nodales con el medio de cultivo
durante cada inmersiéon pudo haber provoca-
do una asimilacién mas eficiente de elementos
nutritivos. Con este tipo de sistema de cultivo
se logré que los segmentos nodales estuvieran
cubiertos por una fina pelicula de medio de
cultivo, lo cual impidié la desecacién y ademas
posibilité una baja resistencia a la difusién de
gases, por lo que debid haber existido una mini-
ma interrupcion de intercambio de gases entre
los segmentos nodales y la atmosfera interna
del recipiente de cultivo la cual, con el tiempo y
la frecuencia de inmersién empleados, se pudo
haber renovado completamente, favoreciendo
un balance arménico de gases como oxigeno y
dioxido de carbono, y limitando la acumulacion
de gases nocivos como el etileno en el interior
del recipiente de cultivo, aspectos estos que se-
gun Berthouly y Etienne (2005) favorecen el
crecimiento de los brotes en otras especies de
plantas.

Las condiciones de cultivo creadas en el
sistema de inmersién temporal provocaron
cambios fisiol6gicos favorables para la multi-
plicacién de los segmentos nodales, asi como
los mas altos valores para la masa fresca y seca.
Se debe sefalar la importancia de los valores
de masa seca como un indicadores de calidad
de las plantas, pues ésta se compone princi-
palmente de lignina y polisacaridos en la pared
celular, ademas de componentes del protoplas-
ma como proteinas, lipidos, aminoacidos, aci-
dos organicos y algunos elementos inorganicos
como el potasio (Aragén et al., 2005).

El contacto intermitente de los explantes
con el medio de cultivo tuvo gran importan-
cia, tanto para la asimilacién de los nutrientes
por los explantes, como en la renovacion de la
atmosfera interna del recipiente de cultivo. El
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tiempo de contacto de los explantes con el me-
dio de cultivo ayudé a controlar la vitrificacion
causada por la carencia de oxigeno que apare-
ci6 en un gran nimero de los segmentos noda-
les desarrollados en medios de cultivo liquidos
estaticos con renovacion pasiva de la atmosfera
interna (McAlister et 4l., 2005).

Pérez (2001) demostrd para el crecimien-
to de los segmentos nodales en el cultivo de la
papa (Solanum tuberosum L.), mediante el estudio
de dos sistemas de cultivo semiautomatizados,
el control semicontinuo del nivel de medio de
cultivo y la inmersién temporal, que los seg-
mentos nodales desarrolladas en el SIT presen-
taron coeficientes de multiplicacién superior
debido a las condiciones de cultivo creadas en
este sistema de cultivo.

Los resultados logrados para el creci-
miento de los segmentos nodales en el clon de
flame Blanco de Guinea en sistema de inmer-
sion temporal se relacionan con los obtenidos
por Escalona (2003) en la fase de elongacion de
brotes de pifia (Ananas comosus 1..). Estos brotes
presentaron mayor masa seca y area foliar en
comparacién con los brotes cultivados en sis-
temas de cultivo convencional, debido a que las
plantas en el sistema de inmersién presentaron
una mayor absorcién de azdcar y nitrogeno.
Zobayed (2001) describié que la carencia de
oxigeno en el interior de los frascos de culti-
vo en la micropropagacion de la papa en sis-
temas de cultivo cerrado sin renovacion de la
atmosfera interna, y en sistema de cultivo con
una ventilacion difusa, provocé un lento creci-
miento de los segmentos nodales, asi como un
pobre coeficiente de multiplicacion.

Chakrabarty et 4l. (2006) investigaron la
dindmica de utilizacién de los nutrientes, asi
como varios parametros de crecimiento y fisio-
légicos en la proliferacién de brotes de man-
zana M9 EMLA cultivados en dos sistemas de
biorreactores. Los brotes cultivados en el sis-
tema de inmersion temporal presentaron ma-
yor masa seca y calidad que los obtenidos en el
sistema de inmersién constante, debido a que
en este tipo de sistema de cultivo se crearon

mejores condiciones de cultivo para un meta-
bolismo fotomixotréfico.

El empleo del medio de cultivo en estado
liquido, para la multiplicaciéon de los segmentos
nodales de flame en sistema de inmersién tem-
poral, pudiera reducir los costos de produccién
de los propagulos de fiame, al no utilizar agen-
te gelificante tradicionalmente usado en la gran
mayortia de los protocolos descritos para la mul-
tiplicacion de esta especie. Con este sistema de
cultivo es posible disminuir la manipulacion del
material vegetal, reducir el nimero de frascos
de cultivo, asi como una menor utilizacién del
espacio en las camaras de crecimiento. Lorenzo
et al. (1998) calcularon que utilizando el siste-
ma de inmersién temporal se redujo un 46% el
costo de produccion de la proliferacion de los
brotes de cafia de azdcar (Saccharum sp.). Es-
calona et 4l. (1999) desarrollaron un protocolo
para propagar brotes de pifia en SIT que redujo
el costo de produccién por planta en un 20%
cuando se compar6 con el método convencio-
nal que empleaba el medio de cultivo liquido.

Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron
demostrar que es posible multiplicar los seg-
mentos nodales del clon de fiame Blanco de
Guinea en sistemas de cultivo semiautomatiza-
do. Con el Sistema de inmersién temporal se
incremento el coeficiente de multiplicacion de
los segmentos nodales, lo que posibilitara in-
crementar el empleo de la micropropagacion
para la produccién de semilla en el complejo
Dioscorea cayenensis D. rotundata.
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