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Resumen

En la actualidad diferentes especies son multiplicadas via organogénica
en los sistemas de inmersién temporal, ya que permiten incrementar la eficien-
cia de la micropropagacion. Por ello se estudié el efecto de tres frecuencias (2, 3
y 4 veces/dia) y tres tiempos (1, 2 y 3 min) de inmersién sobre la longitud de los
explantes (LE), nimero (NB) y longitud de los brotes (LB). Con una frecuencia
de inmersién de tres veces al dia se obtuvieron valores para el NB de 2,75, LE
de 6,04 cm y LB de 0,85; y con la inmersién de 1 min se alcanz6 una LE de 5,01
cm; siendo estos valores superiores a los obtenidos en la multiplicacién in vitro
de zabila en medio semisélido.

Palabras clave: Aloe vera (L.) Burm. f., frecuencia de inmersién, tiempo de
inmersion, RITA®.

Abstract

Nowadays, different species are multiplied in a organogenic way in the
temporary immersion systems, since they allow to increase the micro
propagation efficiency. For this reason, the effect of three frequencies (2, 3 and
4 times/day) and three times (1, 2 and 3 min) of immersion on the longitude of
the explant (LE), number (NB) and longitude of the buds (LLB) was studied.
With a immersion frequency of three times a day, values for the NB 2,75, LE of
6,04 cm and LB 0,85 were obtained; and with the immersion of 1 min a LE it
was reached of 5,01 cm; being these values superior to those obtained in the in
vitro multiplication of aloe between semisolid medium.

Key words: Aloe vera (L.) Burm. f., immersion frequencies, immersion times,
RITA®.
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Introduccién

Los medios de cultivo para la
propagacién de plantas, en su gran
mayoria, son utilizados en estado
semisolido, lo cual se logra con el em-
pleo de distintos agentes gelificantes
como el agar, gelrite o phytagel. Sin
embargo, en los protocolos de
micropropagacion, la fase de multipli-
caciéon es la méas costosa debido al uso
de gelificantes en los medios de culti-
vos y mano de obra especializada (4).

La utilizacién de medios semi-
sélidos tiene una serie de inconvenien-
tes como son lo engorroso del proceso
de preparacién, dosificaciéon y mani-
pulacién y el aumento de los costos
por unidad. Ademas, algunos cultivos
responden negativamente a la adicién
de gelificantes. Por estas razones, han
propiciado el uso de medios de culti-
vos en estado liquido, los cuales es-
tan ampliamente descrito como via de
reduccién de los costos para la propa-
gacién in vitro; ademas de posibilitar
la automatizacion de la
micropropagacion (4). Sin embargo,
tienen la limitante de que no todas las
especies responden igual al crecimien-
to, ni todos los genotipos dentro de una
misma especie se comportan de igual
manera en los medios liquidos.
Adicionalmente se ha observado una
tendencia a la reduccion del coeficien-
te de multiplicacién a medida que se
dan subcultivos continuos, aunque no

todos los genotipos reaccionan de for-
ma similar (4).

Una limitante del uso de medios
liquidos es un serio desorden fisiolé-
gico conocido como hiperhidricidad
que puede ocasionar en algunos cul-
tivos cuando son mantenidos en con-
tacto permanente con el medio liqui-
do. En el caso de la zabila se ha utili-
zado medios de cultivos liquidos agi-
tados durante fase de multiplicacién
via organogénica, obteniendo
explantes con mayor altura al com-
pararlos con los obtenidos en medios
gelificados, pero de igual capacidad de
brotacién (1).

Actualmente se han disenado
equipos para la utilizaciéon de medios
liquidos en para la propagacién ma-
siva de plantas, basados en una in-
mersién temporal de los explantes (6),
donde los problemas de
hiperhidricidad se minimizan; ya que
los explantes son colocados en contac-
to con el medio solamente durante
unos minutos con una determinada
frecuencia diaria o mediante un sis-
tema de burbujeo, y adicionalmente
la intervencion de la mano de obra dis-
minuye.

En razén a lo expuesto anterior-
mente, se estudio del efecto del siste-
ma de inmersién temporal sobre la
multiplicacién in vitro de zabila (Aloe
vera (L..) Burm. f.).

Materiales y métodos

Esta investigacién se llevé a
cabo en el laboratorio de Cultivo de
Tejidos de la Facultad de Agronomia

de la Universidad del Zulia, durante
el periodo comprendido entre Enero y
Septiembre del 2006.
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Se utilizaron vitroplantas de
zébila (Aloe vera (L..) Burm. f.) de cin-
co subcultivos de edad, las cuales eran
subcultivadas cada cuatro semanas.

Se evalud la multiplicacién in
vitro de zabila en sistemas de inmer-
si6on temporal. El sistema de inmer-
sién temporal utilizado, la unidad
RITA® (Recipiente de inmersion tem-
poral automatizado; CIRAD, Francia)
cuyo funcionamiento y caracteristicas
son descritas por Etienne et al. (2).

En un primer ensayo se evalua-
ron tres frecuencias de inmersién (2,
3 y 4 veces al dia) con un tiempo de
inmersion de dos minutos y en un se-
gundo ensayo se evaluaron tres tiem-
pos de inmersién (1, 2 y 3 minutos)
con una frecuencia de inmersién de
tres veces al dia. Para cada ensayo se
utilizaron cuatro RITA® por trata-
miento, cada uno con 200 ml de me-
dio de cultivo. En cada RITA® se cul-
tivaron ocho explantes y el tratamien-
to testigo lo constituyé un grupo de
seis frascos de 500 ml de capacidad
con 50 ml de medio de cultivo
semisolido (6 g. L. de agargel) con 8

explantes en cada uno. En todos los
casos, el medio de cultivo utilizado fue
el Murashige y Skoog (MS) (3) suple-
mentado con 3% sacarosa, 1 mg.Li* de
6-BAP y 0,6 mg.L' de AIB.

Los ensayos se realizaron en una
camara de crecimiento a temperatu-
ra de 26°C y bajo luz blanca fluores-
cente constante (12 Klux).

Después de 4 semanas de culti-
vo se evalud la longitud del explante
(LE) inoculado, el nimero de brotes
(NB) y la longitud de los brotes (LLB)
obtenidos en los diferentes tratamien-
tos. La longitud del explante y de los
brotes, fue medida desde la base de la
vitroplanta hasta el extremo distal de
la hoja mas larga.

El ensayo fue analizado
estadisticamente mediante una prue-
ba de varianza simple y el disefio ex-
perimental fue totalmente al azar.
Cuando se detectaron diferencias es-
tadisticas se realizé la prueba de com-
paracién de medias de Tukey. Para el
procesamiento estadistico se emple6 el
software analitico Statistix version 8.0.

Resultados y discusion

En el primer ensayo los
explantes iniciaron la emisién de bro-
tes a los 10 dias de sembrados en los
RITA®y a los 15 dias en el medio
semisélido.

El analisis estadistico detectd
diferencias significativas con relacién
al efecto de la frecuencia de inmersiéon
sobre las variables evaluadas (cuadro
1). Con la frecuencia de inmersion de
tres veces al dia, los explantes crecie-
ron (LE= 6,04 cm) y se multiplicaron
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en mayor medida (NB= 2,75), pero los
brotes nuevos fueron de menor tama-
no (LLB= 0,85 c¢m), indicando esto que
el efecto del tratamiento fue sobre la
emisién de brotes y el crecimiento del
explante, lo que pudo deberse al con-
tacto intermitente de los explantes
con el medio de cultivo en los RITA®,
el cual esta reducido a una delgada
capa de medio de cultivo que se ad-
hiere a los explantes por cohesién, y
que se renueva en cada nueva inmer-
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Cuadro 1. Efecto de la frecuencia de inmersion sobre el nimero de
brotes por explante (NB), longitud del brote (LB) y del
explante (LE) en vitroplantas de zabila (Aloe vera (L.) Burm.
f.), durante la fase de multiplicacién in vitro.

Frecuencia de inmersién NB LB (cm) LE (cm)
Testigo (medio semisolido) 1,84b 1,09a 5,36b
2 1,12b 1,02a 5,30b

3 2,75a 0,85b 6,04a

4 1,43b 1,05a 5,33b

Letras distintas difieren estadisticamente (P<0,05) para la prueba de d prueba de compa-

raciéon de medias de Tukey.

si6n, al igual que la atmésfera gaseo-
sa en el recipiente de cultivo, permi-
tiendo un mayor aprovechamiento de
los nutrientes y un intercambio gaseo-
so mas eficiente (5). Sin embargo,
Albany et al. (1), reportaron en la mis-
ma especie valores superiores para la
variable NB con un promedio general
de 3,75 brotes por explante en medios
semisolidos y liquido en agitacién du-
rante la fase de multiplicacion.

En el segundo ensayo el anali-
sis estadistico sélo detect6 efecto del
tiempo de inmersién sobre la varia-
ble LE (cuadro 2), mientras que los
valores promedio para el NB y LB fue-

ron 2,55 y 0.4 cm, respectivamente.
El mayor valor para LE fue de 5,01
cm y se obtuvo con el tiempo de in-
mersién de 1 minuto; este valor fue
estadisticamente diferente de los de-
mas tratamientos evaluados y supe-
rior a los reportados por Albany et al.
(1), quienes obtuvieron una longitud
de 3,85 cm, pero en medios de culti-
vos liquidos en agitacién y de 2,83 cm
en medios semisélidos. Las diferencias
encontradas entre el tiempo de inmer-
si6n de 1 minuto y los demas tiempos
evaluados pudieran ser debido a que
un mayor tiempo de inmersién hay
mayor posibilidad de hiperhidratacién

Cuadro 2. Efecto del tiempo de inmersion sobre la longitud del explante
(LE) en vitroplantas de zabila (Aloe vera (L.) Burm. f.),
durante la fase de multiplicacion in vitro.

Tiempo de inmersién (min) LE (cm)
Testigo (medio semisoélido) 4,24b
1 5,01a
2 4,41b
3 4,05b

Letras distintas difieren estadisticamente (P<0,05) para la prueba de d prueba de compa-

racién de medias de Tukey.
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de los explantes, efecto que fue obser-
vado al finalizar del ensayo en algu-
nos tejidos expuestos a los mayores
tiempos de inmersion. Peréz et al. (4)
senalan que en los tejidos

hiperhidricos se afectan dos de los
procesos mas importantes para el de-
sarrollo de los explantes, como son la
fotosintesis y el intercambio gaseoso.

Conclusiones

Con una frecuencia de inmersion
de tres veces al dia se obtienen los ma-
yores valores de namero de brotes por
explante (2,75) y la mayor longitud del
explante (6,04 cm), pero la menor lon-
gitud del brote (0,85); mientras que

con el tiempo de inmersién de 1 mi-
nuto fue posible obtener explantes de
5, 01 cm de longitud, siendo estos va-
lores superiores a los obtenidos en la
multiplicacién in viiro zabila en me-
dio semisélido.
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