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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar las posibilidades de utilizar los RITA, en la micropropagacion via yemas
axilares de la cafia de azucar y los bananos hibridos (Musa sp. AAAA cv. FHIA-01 y AAAB cv. FHIA-18). Para el caso de la
cafna de azucar en la etapa de multiplicacion se evaluaron dos medios de cultivo, los cuales fueron utilizados para la
multiplicacién y engrosamiento en dos variedades. Se estudid ademas el nimero de explantes iniciales a emplear
(dos, cuatro y seis), usando como control frascos con explantes en medios de cultivo semisolido y liquido. Se determind
el momento para efectuar el cambio de medio de cultivo, empleando dos tiempos, a los 15 y 30 dias, asi como el
ndamero de inmersiones en 24 horas que se debian hacer. Similares variables fueron estudiadas para el caso de los
bananos, con excepcion del medio de cultivo. Se obtuvo como medio de cultivo mas adecuado para cafia de azucar el
de multiplicacion con dos explantes, en las dos variedades empleadas, no presentando diferencias significativas los
tiempos de cambio de medio de cultivo efectuados a los 15 y 30 dias. Para el caso de los bananos el empleo de cinco
explantes para FHIA-01 y tres o cinco explantes para FHIA-18 iniciar la multiplicacién permitié alcanzar los mejores
resultados. Respecto al nUmero de inmersiones presenté mayor superioridad el tratamiento de tres inmersiones
durante 24 horas, para ambos cultivares de banano.
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ABSTRACT

The present work had as objective to study the possibilities to use the RITA, in the micropropagation plant via axillary buds
of sugarcane and of the banana hybrid (Musa sp. AAAA cv. FHIA-01 and AAAB cv. FHIA-18). Two different culture medium
i.e. multiplication and thickenment were studied in the multiplication phase of two varieties of sugarcane. It was also
studied the number of initial explants to use (two, four and six), using as control flasks with explants liquid and semisolid
medium. The number of immersions in 24 hours was analysed and also the time for culture media change was
determined testing two periods, 15 days and 30 days respectively. Similar variables were studied for the case of the
banana cultivar except for the medium culture. It was obtained like half of more appropriate cultivation for sugarcane that
of multiplication with two explants, in the two used varieties, not presenting significant differences the times of change of
half made to the 15 and 30 days. For the case of the banana cultivar employment of five explantes for FHIA-01 and three
or five explantes for FHIA-18 to begin the multiplication allowed to reach the best results. Regarding the number of
immersions it presented bigger superiority the treatment of three immersions during 24 hours, for both banana cultivars.
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técnica ideal para la produccién a gran escala porque
reduce las manipulaciones y simplifica los cambios
de medios de cultivo. La limitacién mayor es la

INTRODUCCION

La micropropagaciéon es uno de los métodos de

multiplicacién de plantas de mas amplio uso
comercial, debido a los altos coeficientes de
propagacion que se obtienen en corto tiempo. Esto
permite una mayor rapidez en la introduccion de
variedades o cultivares, de mayor calidad al producir
poblaciones uniformes de plantas libres de
enfermedades (Pérez et al., 1998). Sin embargo, los
procedimientos son de una intensa laboriosidad,
debido al nimero de manipulaciones manuales que
implicay los costos de produccion relativamente altos,
ya que para su aplicacion se requieren de un alto
componente de mano de obra calificada.

El uso del medio de cultivo liquido para el cultivo in
vitro tiene varias ventajas y es considerado una

hiperhidricidad, un gran desorden fisiolégico causado
parcialmente por la presencia de grandes cantidades
de agua residual en los espacios apoplasticos
(Etienne y Berthouly, 2002). Para evitar esto, varios
procedimientos han sido desarrollados: canasta
flotante para soportar las plantas encima del liquido
estancado, afiadir un medio de cultivo liquido
estancado, afadir un medio liquido a cultivos
establecidos o practicar cultivos en “neblina”
(Escalona, 2000).

Se ha encontrado que el mejor método es que se
sumerjan temporalmente los tejidos en el medio de
cultivo liquido en lugar de continuamente. Este
método fue desarrollado por Alvard et al. (1993) para



la micropropagacién de bananos y platanos,
siendo también adaptado para el cultivo de
embriones somaticos por Escalant et al. (1994).
Aitken (1991) también utilizé un tipo de sistema
de inmersion temporal para la propagacion del
Pinus. A raiz de esto se desarrollaron diferentes
técnicas y varios tipos de frascos de cultivo mas o
menos complejos los cuales han dado resultados
exitosos en la micropropagacion de varias especies
por microcortes o embriogénesis somatica,
después de una considerable reduccién del tiempo
de inmersién (Alvard et al., 1993; Teisson y
Alvard,1995, Escalona, 2000 y Goémez et al.,
2000).

Tomando en cuenta lo anterior es que se desarrollo
el presente trabajo que tuvo como objetivo estudiar
el empleo de los sistemas de inmersiéon temporal
RITA en la multiplicacion in vitro de brotes de cafia
de azucar y bananos, via organogénesis.

MATERIALES Y METODOS
Material Vegetal

Se emplearon explantes axilares de cafia de azucar
(Saccharum spp. hibrido) de las variedades Cuba 214-
85y el somaclon IBP 89-112, los cuales tenian dos
subcultivos. Para el caso del banano (Musa sp.) se
utilizaron iguales explantes, de los hibridos
tetraploides FHIA-01 (AAAA) y FHIA-18 (AAAB).
Todos provenientes de medio de cultivo de
multiplicacion semisélido (agar 6 g.I'").

Caiia de Azlcar

Con el objetivo de determinar cual seria el medio
de cultivo mas adecuado para la etapa de
multiplicacion en los Sistemas de Inmersién
Temporal, se desarrollaron dos ensayos con los
siguientes medios de cultivo: multiplicacioén,
propuesto por Jiménez (1995) y engrosamiento
Gomez (1996), los cuales se combinaron con tres
numeros de explantes iniciales (dos, cuatro y seis)
en las dos variedades estudiadas.

Una vez determinado el medio de cultivo adecuado,
se evaluo el efecto del numero de explantes
iniciales a emplear por RITA, para lo cual se
evaluaron cinco tratamientos formados por dos,
cuatro y seis explantes y como controles explantes
en medio de cultivo de multiplicacion semisélidos
y liquido segun Jiménez (1995). También se
estudié el momento adecuado para el cambio de
medio de cultivo empleando dos tiempos (alos 15
y 30 dias de cultivo), asi como el numero de
inmersiones durante 24 horas (dos, tres y cuatro
veces, de un minuto de duracién cada una).

Para inocular los RITA se utilizaron explantes
individuales, a los cuales se les eliminaron

previamente las hojas abiertas. Se emplearon
como repeticiones cinco RITA por tratamiento. En
todos los experimentos para las evaluaciones
finales se tuvo en cuenta el numero de brotes
formados.

Bananos

Se estudié el numero de explantes iniciales por
RITA (tres y cinco) en el cultivar FHIA-01. A
continuacion se estudiaron dos tipos de manejos
(planta in vitro decapitada y planta in vitro
decapitada y seccionado longitudinalmente en el
cormo); el numero de inmersiones durante 24
horas (dos, tres y cuatro veces) y por ultimo la
influencia del estado fisico del medio de cultivo de
proveniencia (semisolido y liquido en RITA).

Con el empleo del cultivar FHIA-18 (AAAB) se
determind primeramente el nimero de explantes
iniciales, en igual nUmero que para el caso anterior
y posteriormente la frecuencia de inmersion (tres
y cuatro veces en 24 horas) sobre la base de los
resultados obtenidos en el cultivar FHIA-01.

El tiempo de inmersion fue de un minuto, igual que
el utilizado en los experimentos con cafia de azucar.

En todos los experimentos se utilizaron como
controles, explantes en medio de cultivo estatico
en frascos de cultivo de vidrio de 250 ml de
capacidad, en estado semisélido (6.0 g.I'' de agair,
con 30 ml de medio de cultivo por frasco) y también
liquido (10 ml de medio de cultivo por frasco) como
se emplean en la micropropagacién convencional.

Como repeticiones fueron utilizado cinco RITA por
experimento, los cuales fueron repetidos dos
veces. Para el caso de la frecuencia de inmersion,
los experimentos fueron realizados en el tiempo y
se utilizaron como réplicas 10 RITA.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cana de Azlcar

Al analizar la interaccion medio de cultivo y cantidad
de explantes, se obtuvieron diferencias altamente
significativas entre los tratamientos y una respuesta
muy similar en ambas variedades de cafa de azucar
(Cuba 85-214 e IBP 89-112). Los mayores
coeficientes de multiplicaciéon se obtuvieron al
emplear el medio de cultivo de multiplicacion y dos
explantes por RITA, al inicio del cultivo in vitro (Figuras
1y 2); ademas se logré un mayor vigor de las plantas,
asi como un color verde mas intenso de las hojas.
En ambos experimentos se alcanz6 en el mejor
tratamiento un coeficiente de multiplicacion de 18.75
independiente de la variedad estudiada. Lorenzo et
al. (1998) demostraron que empleando sistemas de
inmersion temporal de mayor capacidad (10 litros)



formados por dos botellones, se obtuvo una clara
estimulacion en la formacion de brotes de cafa de
azucar y en el largo de los mismos, lo cual apoya
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los resultados obtenidos en el presente trabajo. El
coeficiente de multiplicaciéon alcanzado por estos
autores fue de 23.9.
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Tratamientos

Letras distintas difieren estadisticamente para p<0.01 segun prueba de rangos multiples de Duncan.
Media general: 7.32, Coeficiente de Variacion: 25.38%.

Tratamientos

1-Medio de Cultivo Multiplicacion y 2 explantes
2-Medio de Cultivo Multiplicacién y 4 explantes
3-Medio de Cultivo Multiplicacién y 6 explantes

4-Medio de Cultivo Engrosamiento y 2 explantes
5- Medio de Cultivo Engrosamiento y 4 explantes
6- Medio de Cultivo Engrosamiento y 6 explantes

Figura 1. Efecto de la interacciéon entre el medio de cultivo y el nimero de explantes iniciales en la
multiplicacién en RITA de la variedad de cafia de azucar Cuba 214-85.
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Tratamientos

Letras distintas difieren estadisticamente para p<0.01 segun prueba de rangos multiples de Duncan.
Media general: 7.14, Coeficiente de Variacion: 27.95%.

Tratamientos:

1- Medio de Cultivo Multiplicacién y 2 explantes
2- Medio de Cultivo Multiplicacién y 4 explantes
3- Medio de Cultivo Multiplicaciéon y 6 explantes

4- Medio de Cultivo Engrosamiento y 2 explantes
5- Medio de Cultivo Engrosamiento y 4 explantes
6- Medio de Cultivo Engrosamiento y 6 explantes

Figura 2. Efecto de la interaccion entre el medio de cultivo y el nimero de explantes iniciales en la

multiplicacion en RITA de la variedad de cafia de azucar IBP 89-112.

Los resultados que se muestran en la tabla 1 ratifican
una vez mas que la cantidad adecuada inicial de
explanes para los RITA en cafia de azucar, es de
dos al comienzo del cultivo, con un comportamiento
muy superior al resto de los tratamientos y con
diferencias significativas. La explicacion a esto puede
estar dada por la competencia entre los explantes

por el espacio o puede ser debido a las condiciones
de oxigenacion, las cuales son mayores con menos
explantes en el RITA. Ademas con el empleo de
estos sistemas es posible aumentar el coeficiente
de multiplicacion entre cinco a seis veces en relacion
con el medio de cultivo de multiplicacién estatico:
semisolido y liquido.



Estos resultados estan dados fundamentalmente por
los parametros fisicos existentes dentro del RITA,
ya que la humedad relativa del aire en el
compartimiento que contiene los explantes, esta
saturada permanentemente, durante los periodos de
oscuridad y se mantiene por encima del 98 % durante
los periodos de luz (Etienne y Berthouly, 2002). Esto
se debe al caracter hidrofébico del filtro y a la
presencia de una pelicula de medio de cultivo
alrededor de los tejidos vegetales debido a la

retencion por capilaridad. Esta pelicula superficial
de medio de cultivo liquido asegura una disponibilidad
nutritiva fuera de los periodos de inmersion e
interrumpe mucho menos los intercambios gaseosos
que la inmersion total. Otro parametro significativo
es la concentracién de oxigeno disuelto en el medio
de cultivo liquido cuyo efecto en los fendmenos in
vitro es conocido desde hace muchos afios. En los
RITA se alcanza la saturacion sélo un minuto
después del burbujeo (Escalant et al., 1994).

Tabla 1. Efecto de la cantidad de explantes en la multiplicacion in vitro de la cafia de azucar en los RITA.

Somaclon IBP 89-112.

Tratamientos Numero de explantes Coeficiente de Significacion
Multiplicacién
1 2 17.67 a
2 4 10.67 b
3 6 9.44 b
4 Control Medio de Cultivo 3.72 c
semisélido
5 Control Medio de Cultivo 3.85 c
liquido

Media General= 6.53

Coeficiente de variacion=41.46%

Valores con letras distintas difieren significativamente p< 0.05 segun prueba de rangos multiples de Duncan.

En relacion con el momento adecuado para el
cambio del medio de cultivo, no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos. Se
obtuvo un coeficiente de multiplicacion de 14 para
ambos tratamientos. Esto indicé que los explantes
no requerian ningun tipo de manipulacion hasta el
final del ciclo (30 dias), donde se realiza el
subcultivo, disminuyendo asi los riesgos de
contaminacion microbiana.

Al analizar los resultados de la variable nimero de
inmersiones por cada 24 horas para el cultivo de
la cafia de azucar, el mayor valor en el numero de
explantes o brotes fue alcanzado cuando la
inmersion se realizé tres veces al dia durante un

minuto, aunque no existieron diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 2).
Teisson y Alvard (1995) sefialaron que la frecuencia
y la duracién de la inmersién son factores muy
importantes que deben ser estudiados, ya que sus
establecimientos exactos son la clave del éxito.
La frecuencia y la duracién varian
considerablemente de una especie a otray de un
tipo de tejido a otro. Es de sefialar que aunque las
diferencias numéricas entre los distintos
tratamientos no fue amplia, desde el punto de
vista productivo, cuatro brotes mas por explante
cuando las producciones son altas (mayores de
50 000) representa un valor a tener en
consideracion.

Tabla 2. Influencia de la frecuencia de inmersién en la multiplicacién de brotes in vitro de cafa de

azucar. Somacléon IBP 89-112.

Tratamiento

Media del nimero de brotes

dos inmersiones
tres inmersiones

cuatro inmersiones

20.00 a
25.00 a
21.20 a

Valores con letras iguales no difieren significativamente p<0.05 segun prueba de rangos multiples de Duncan.

Bananos

Al igual que para la cana de azucar, las plantas in
vitro de banano en los RITA presentaron un aumento
en su vigor, con un color verde intenso y mayor grosor

(1.0.-1.4 cm). Similares resultados sefialaron Alvard
etal. (1993), pero trabajando con cultivares triploides
Musa sp. AAB. Al analizar la influencia del nUmero
de brotes iniciales se obtuvieron diferencias
significativas para el caso del cultivar FHIA-01, donde



el mejor resultado se logré con cinco explantes
iniciales, con diferencias significativas con el resto de
los tratamientos (Tabla 3a). No ocurriendo lo mismo en

el cultivar FHIA-18, donde fue igual iniciar el subcultivo
de multiplicacién con tres o cinco explantes por RITA
para el comienzo del cultivo in vitro (Tabla 3b).

Tabla 3a. Influencia del nimero de explantes sobre la multiplicacion de los bananos en los RITA.

Cultivar Numero de Explantes Iniciales Coeficiente de Multiplicacion
FHIA-01 3 23 b
5 33 a
Control en M. semisdélido 10 1.0 ¢
Control en M. liquido 10 1.2 ¢

Valores con letras distintas difieren significativamente p< 0.05 segun prueba de rangos multiples de Duncan.

Tabla 3b. Influencia del nimero de explantes iniciales sobre la multiplicacién de los bananos en los RITA.

Cultivar Numero de Explantes Iniciales Coeficiente de Multiplicacion
FHIA-18 6.8 a
6.1 a
Control en M. de cultivo 25 ¢
semisolido
Control en M de cultivo Liquido 28 ¢

Valores con letras distintas difieren significativamente para p<0.05, segun prueba de rangos multiples de Duncan.

Para la variable manejo in vitro de los explantes, se
obtuvieron diferencias significativas entre ambos
tratamientos. Al utilizar el decapitado solamente, el
coeficiente de multiplicacién fue de 2.26. Mientras
que para el tratamiento donde las plantas in vitro fueron
decapitadas y seccionadas longitudinalmente en el
cormo fue de 4.2 todo esto en el cultivar FHIA-01.
Orellana (1995) sefial6 la importancia del manejo para
la multiplicacion de bananos y platanos, con
resultados muy superiores que al emplear distintos
tipos de medios de cultivo coincidiendo con los
resultados del presente trabajo.

La frecuencia de inmersion es una de las variables mas
importantes a determinar cuando se trabaja con sistemas

de inmersién temporal. En ambos cultivares la frecuencia
de tres veces cada 24 horas durante un minuto resultd
superior al resto de los tratamientos evaluados (Tabla
4). Igual frecuencia de inmersion plantearon Alvard et
al. (1993) para otros cultivares de banano.

Etienne et al. (1997) emplearon en el cultivo del café
(Coffea sp.) para la multiplicacion de microestacas
en sistemas de inmersién temporal una frecuencia
de cuatro veces cada 24 horas de 15 minutos de
duraciéon. Mientras que para el caso de la
multiplicacion de brotes, de Syngonium a partir de
yemas axilares se logré utilizando una frecuencia de
inmersion de tres veces en 24 horas con una duracion
de cinco minutos segun Gémez (1996).

Tabla 4. Efecto de la frecuencia de inmersién en RITA sobre la multiplicacion in vitro de banano.

Cultivar Numero de Explantes Numero de Inmersiones en 24 Coeficiente de
Iniciales horas Multiplicacion
5 2 35 b
FHIA-01 5 3 50 a
5 4 18 ¢
FHIA-18 5 3 6.3 a
5 4 28 b

Valores con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun prueba de rangos multiples de Duncan.

También tuvo una influencia en el aumento del
coeficiente de multiplicacion del cultivar FHIA-01, el
estado fisico del medio de cultivo de procedencia del
material inicial. Siempre que se utilizdé para el

inoculacién de los RITA explantes provenientes de
medio de cultivo liquido de RITA en el subcultivo
anterior, los coeficientes fueron mayores con valores
entre 5.2-5.4. No siendo asi al utilizar explantes que



venian de medio de cultivo semisolido donde los
coeficientes estuvieron entre 3.3-3.6. Esto demostro
la ventaja del uso del RITA para la multiplicacién
empleando medios de cultivo liquidos, pues elimina
una de las desventajas del uso de los mismos de
forma estatica, que es la disminucion del coeficiente
de multiplicacion con sucesivos subcultivos.

CONCLUSIONES

La mejor combinacioén para lograr altos coeficientes
de multiplicacién en la cafia de azucar empleando
los RITA lo constituyd, utilizar el medio de cultivo de
multiplicacion propuesto por Jiménez (1995) y dos
explantes al inicio del cultivo de las variedades Cuba
85-214 e IBP 89-112 y con una frecuencia de inmersion
de tres veces al dia durante un minuto.

El medio de cultivo liquido en los RITA, puede
permanecer hasta 30 dias sin ser cambiado, sin que
esto afecte la multiplicacion de los explantes de caia
de azucar, lo cual puede disminuir los riesgos de
contaminacion.

Los mejores resultados para la multiplicacién de los
cultivares de banano FHIA-01y FHIA-18 se alcanzaron
con la combinacién de cinco explantes iniciales y
una frecuencia de inmersion de tres veces durante
un minuto cada 24 horas.

El empleo de los RITA para el caso de los cultivares
de banano permitié alcanzar coeficientes de 5.0 para
el FHIA-01 y 6.3 para el FHIA-18 muy superiores a
cuando se utilizé medio de cultivo estatico.
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