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RESUMEN 
 
Se realizó la  estandarización de la multiplicación y tuberización in vitro de ñame (Dioscorea 
alata L.) utilizando el sistema de inmersión temporal conocido como RITA®. Se evaluó inicialmente 
el porcentaje de brotación de segmentos nodales en medio de cultivo semisólido utilizando dos 
tipos de citoquininas (BAP y Kinetina). Las plantas obtenidas fueron subcultivadas cada cuatro 
semanas y luego utilizadas para la obtención de meristemos y plántulas para llevar a cabo los 
diferentes experimentos en sistema de inmersión temporal. Se obtuvo un mayor porcentaje de 

explantes brotados al utilizar Kinetina. Con el sistema RITA® se evaluó el efecto de la densidad de 
explantes sobre la tasa de multiplicación y sobre la inducción, formación y desarrollo de 
microtubérculos, no encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre las densidades 
evaluadas. De igual manera, se evaluó el efecto de diferentes frecuencias  y tiempos de inmersión 
sobre la tasa de multiplicación, encontrándose que a una frecuencia de inmersión cada 12 horas y 
durante 10 minutos se obtenía la formación de mayor número de nudos y mayor tamaño de las 
plantas a las cuatro semanas de cultivo. Al utilizar el sistema de inmersión temporal se alcanzaron 
mayores tasas de multiplicación y tuberización in vitro comparadas con el sistema de cultivo 
convencional. Demostrándose así, el potencial de estos sistemas para implementar un programa de 
producción de semillas de ñame. 
 
Palabras claves: Dioscorea alata, sistemas de inmersión temporal, microtuberización, tiempo de 
inmersión, frecuencia de inmersión. 
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ABSTRACT 
 

 MULTIPLICATION AND in vitro TUBERIZATION OF YAM (Dioscorea alata L.) 
 IN TEMPORARY IMMERSION SYSTEM 

 
Multiplication rate and in vitro tuberización of yam  (Dioscorea alata L.) was made using  the 
temporary immersion system RITA®. Shoot percentage of nodal segments was initially evaluated in 
semisolid medium using two cytokinin types ((BAP and Kinetin). The obtained plants were 
subcultured every four weeks and then used to obtain meristems and plantlets to carry out different 
experiments in temporary immersion system.  A higher sprouted explants percentage was obtained 
when using Kinetin. With the system RITA® the effect of  explants density was evaluated on the 
multiplication rate and on the induction, formation and microtubers development, not find  
statistically significant differences among the evaluated densities. On the same way, the effect of 
different frequencies and  immersion times on the multiplication rate were evaluated, finding that to 
an immersion frequency every 12 hours and during 10 minutes the formation of more number of 
knots and higher size  of  plants was obtained to four weeks of culture. When using temporary 
immersion system higher multiplication and in vitro tuberization rates were reached compared with 
the conventional culture system. This fact demonstrated the potential of these systems to 
implement a program of yam seeds production. 
  
Key words: Dioscorea alata, temporary immersion systems, micro-tubing, immersion time, 
immersion frequency. 
________________________________________________________________________ 

 
Con el fin de establecer o implementar los 
procesos de propagación vegetal más simples 
y de un mejor costo-beneficio, se han 
diseñado diferentes sistemas semi-
automatizados (biorreactores), los cuales han 
dado un éxito regular en los diferentes 
cultivos en los cuales se han aplicado. Los 
medios líquidos ofrecen condiciones más 
homogéneas haciendo los nutrientes más 
accesibles al tejido. Además, se elimina el 
agente gelificante, que es uno de los insumos 
utilizados más costosos. En los últimos años 
se ha comenzado a implementar un nuevo 
tipo de biorreactor en el cual el tejido 
vegetal es sumergido en el medio líquido 
por cortos períodos de tiempo (Etienne y 
Berthouly, 2002). Este sistema conocido 

como RITA® (récipient á immersion 
temporaire automatique) ha producido 
rendimientos substanciales en produc-ción y 
calidad en varias especies cultivadas, como 
café, rábano, banano, palma de aceite, 
cítricos, aumentando los niveles de 
mecanización de algunas etapas de la 
micropropagación, lo cual ha implicado una 

reducción en los costos de producción, 
coeficientes de multipli-cación 
incrementados, mejor porcentaje de 
enraizamiento y supervivencia de las plantas 
en la etapa de aclimatización, comparada con 
la micropropagación con-vencional (Alvard, 
Cote y Teisson, 1993). El establecimiento de 
una metodología para multiplicación y 
tuberización in vitro de cultivo de ñame, tiene 
un gran impacto en diferentes áreas como 
producción de plantas libres de virus o 
promoción de la producción de este cultivo 
particular-mente el área de producción de 
semilla de alta calidad y conservación de 
germo-plasma. Estos tópicos hacen relevante 
profundizar en los estudios sobre el cultivo de 
ñame y así lograr un manejo adecuado y 
optimizar su rendimiento. El objetivo principal 
de esta investigación fue evaluar un sistema 
eficiente de micropro-pación y tuberización in 
vitro de ñame (Discorea alata L.) variedad 
Pico de Botella, basado en el sistema de 

inmersión temporal, evaluando el efecto de 
este sistema sobre la calidad de las plantas y 
el tamaño y peso de microtubérculos, durante 
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las fases de multiplicación y tuberización in 
vitro.   
 

MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Material vegetal. Tubérculos de ñame 
provenientes de selecciones en campo de 
plantas sin aparente sintomatología viral, se 
lavaron con detergente y se enjua-garon 
con abundante agua destilada estéril, se 
cortaron en trozos de 100,0 g 
aproximadamente y luego se colocaron en 
solución del funguicida Benomil a una 
concentración de 2,0 g · L durante media 
hora, finalmente se sembraron en suelo 
envuelto en bolsas de polietileno y se llevaron 
a invernadero. El material sem-brado se regó 
mensualmente con una solución nutritiva 
compuesta de 4,0 g · L de sulfato de amonio, 
2,0 mg · L de clo-ruro de potasio y 0,5 ml · L  
de ácido fosfórico. 
 
Micropropagación 
Establecimiento in vitro de segmentos 
nodales.  De las plantas obtenidas de los 
tubérculos sembrados en vivero, se to-
maron segmentos nodales de 2,0 cm 
aproximadamente. Las plantas tenían de 8 – 
10 semanas de cultivo.  A los seg-mentos 
nodales se les hizo tratamientos de 
desinfección, los cuales consistieron en un 
lavado con detergente (una gota de Tween 

20/100 mL de agua corriente), luego se 
enjuagaron 3 veces con abun-dante agua. 
Seguidamente y dentro de la cabina de flujo 
laminar se dejaron 30 segundos en alcohol al 
70%, luego se enjuagaron 3 veces con agua 
destilada estéril,  después se les adicionó 
peróxido de hidrógeno al 2% durante dos 
minutos, se enjuagaron tres veces con agua 
destila-da estéril, y finalmente se adicionó 
hipoclorito de sodio al 2% durante 10 
minutos, pasado este tiempo, se enjuaga-ron 
tres veces con agua destilada estéril. 
 

Los segmentos nodales se cortaron a una 
longitud de aproximadamente 0,5 cm, y se 
establecieron en el medio de cultivo MS 
(Murashige and Skoog 1962), su-
plementado con 30,0 g · L de sacarosa, 0,1 
mg · L de tiamina – HCl y 100.0 mg · L de 
mioinositol, 20,0 mg · L de cisteina  y 1,8 g · 
L de phytagel, pH 5,7 - 5,8. El medio de 
cultivo fue esterilizado previa-mente en 
autoclave a 121°C, 15 kg · cm2 por 20 
minutos. Se utilizaron frascos de cultivo de 
120,0 mL en los cuales se adicionaron  20,0 
mL de medio de cultivo por frasco, estos se 

sellaron con papel alu-minio y Vinilpel. 
Finalmente los explan-tes se llevaron al 
cuarto de incubación a una temperatura de 
28±2°C bajo un fotoperiodo de 12 horas y 
una intensidad lumínica de aproximadamente 
1200 – 1500 lux. 
Con base en estudios preliminares, se 

evaluaron dos tipos de regulador de cre-
cimiento (0, mg · L de Kinetina y 0, mg · L de 
BAP),  a los 30 días de cultivo se evaluó el 
número y porcentaje de explantes brotados. 
Se utilizó un diseño completa-mente al azar 
con 50 repeticiones por tratamiento T1 (0, 
mg · L de Kinetina) y T2 (0, mg · L de BAP), 
utilizando un seg-mento nodal como unidad 
experimental. 
 
De acuerdo a los resultados del experi-mento 
anterior y luego del análisis estadístico donde 
se determinó el mayor porcentaje de 
explantes brotados y mejor respuesta de los 
brotes, se introdujo nuevo material vegetal, 
que luego de la brotación en el mejor 
tratamiento ob-tenido, fue pasado a un 
medio de multi-plicación consistente de 30 g · 
L de saca-rosa, 0,1 mg · L de tiamina, 20.0 
mg · L de cisteína, 100.0 mg · L de 
mioinositol, 0,5 g · L de carbón activado, 
4,0 mg · L de BAP, 0,5 mg · L de ANA y 1,8 g 
· L de Phytagel, pH 5,7-5,8 medio de multipli-
cación de ñame (MMÑ) para así contar con 
material suficiente para los diferentes ensayos 
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a evaluar incluyendo la obtención de 
meristemos.  
 
Cultivo de meristemos. Se tomaron 
explantes procedentes del experimento 
anterior y se establecieron en un medio de 
cultivo para multiplicación MMÑ. El medio de 
cultivo se esterilizó bajo las ya des-critas. Este 
material se incubó a una temperatura de 
28±2°C bajo un foto-período de 12 horas luz 
y una intensidad lumínica de 
aproximadamente 1200-1500 lux durante 30 
días. A partir de segmentos nodales de 
plantas desarrolladas in vitro se extrajeron 
meristemos (0,5 cm. aprox.) Se escindieron 
utilizando un estereomi-croscopio, la 
disección se llevó a cabo en cabina de flujo 
laminar estéril. 
 
Medios de cultivo. Para la evaluación 
del crecimiento y diferenciación de los 
meristemos se realizaron observaciones 
preliminares utilizando los medios de 
cultivo para ñame detallados por Mantell y 
Hugo (1989) y Perea y Buitrago (2000), Estos 
protocolos fueron modificados para esta 
investigación evaluándose seis (6) diferentes 
medios de cultivo, así: M1: ANA 0,5 mg ·  L  
+ BAP 0,2 mg · L +GA3 0,5 mg · L, M2: ANA 
0,25 mg · L + BAP 0,1 mg · L +GA3 0,05 mg · 
L, M3:  ANA  0,2 mg · L + BAP 0,12 mg · L 
+ GA3 0,08 mg · L, M4: ANA 0,75 mg · L  + 

BAP 0,15 mg · L, M5: ANA 0,75 mg · L + BAP 
0,15 mg · L + GA3 0,1 mg · L, M6: GA3 
0,1 mg · L), suplementados con sales 
básicas MS, 30,0 g · L de sacarosa, 0,1 mg · 
L de tiamina, 20,0 mg · L de cisteína, 100,0 
mg · L de mioinositol, 0,5 g · L de carbón 
activado, 80,0 mg · L de sulfato de adenina, 
1,8 g · L de Phytagel, pH 5,7-5,8. Cada uno, 
tuvo 10 repeticiones. Para la evaluación del 
desarrollo de los meristemos se tuvieron en 
cuenta dos aspectos: crecimiento y 
desarrollo directo (desarrollo de plántulas a 
partir del meristemo) e indirecto (desarrollo 

de plántulas a partir de callos formados del 
meristemo inicial). 
 
Las plantas regeneradas a partir de meris-
temos se propagaron en medio de multi-
plicación para ñame (MMÑ). Las vitro-plantas 
obtenidas, se evaluaron para deter-minar si 
presentaban la sintomatología viral típica en 
ñame caracterizadas por manchas cloróticas, 
bandeo o moteado, finalmente se 
seleccionaron plantas para ser aclima-tadas y 
evaluar sintomatología viral. 
 
Efecto de la densidad de explantes 
sobre la tasa de multiplicación en el 

sistema RITA. Luego de la fase de esta-
blecimiento de 30 días en medio sólido se 
utilizaron segmentos nodales de apro-
ximadamente 0,5 cm de longitud, para la 
evaluación de multiplicación masiva en 

RITA de 1 litro con un volumen de medio 
de 200 mL y en medio semisólido. Las 
unidades experimentales (10) fueron dis-
tribuidas utilizando diseño completa-mente al 
azar con tres repeticiones, el factor a evaluar 
fue la densidad de explantes (5,10 y 15 
segmentos nodales por recipiente de 
cultivo), para un total de tres tratamientos. 
Se preparó el medio de cultivo para 
multiplicación de ñame (MMÑ) antes 
mencionado. La frecuencia de inmersión fue 
establecida para cada 8 horas con un tiempo 
de inmersión de 10 minutos teniendo en 
cuenta evaluaciones preliminares. Este 
material fue incubado a una temperatura de 
22-24°C bajo un fotoperiodo de 12 horas luz 
y una intensidad lumínica de 
aproximadamente 1.200-1.500 lux.  
 
A los 30 días se evaluó el coeficiente de 
multiplicación, expresado como el nú-
mero de explantes originados del tejido 
empleado inicialmente. 
 
Tejido recuperado  = No. de ápices + No. de 
nudos 
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Apices+ Nudos
Tasademultiplicación=

No.denudosiniciales
 

 
Optimización del tiempo y la frecuencia 

de inmersión en el sistema RITA . Se 

em-pleó un arreglo factorial en un diseño 
completamente al azar con tres repeti-ciones, 
evaluando los siguientes factores: tiempo de 
inmersión (5 y 10 min) y fre-cuencia de 
inmersión (8 y 12 h) para un total de cuatro 
(4) tratamientos por un período de 4 
semanas.  El medio de culti-vo utilizado fue el 
MMÑ. La incubación se hizo a una 
temperatura de 22-24°C bajo un fotoperíodo 
de 12 horas luz y una intensidad lumínica de 
aproximadamente 1200-1500 lux.  
 
El volumen total de medio de cultivo fue de 
200 mL y el número de explantes utilizado 
fue el encontrado como óptimo en la 
evaluación del experimento anterior (10 
explantes). Se evaluó el coeficiente de 
multiplicación.  
 
Para evaluar la eficiencia relativa del sis-tema 
de cultivo convencional (medio se-misólido 
MMÑ) sobre la tasa de mul-tiplicación se 
sembraron a partir de seg-mentos nodales de 
ñame de aproxima-damente 0,5 cm. Se 
realizó el segui-miento a 5, 10 y 15 explantes 
a partir de tres repeticiones por tratamiento. 

A las cuatro semanas se evaluó el coeficiente 
de multiplicación. Los datos generados fue-
ron comparados con los obtenidos en el 

sistema RITA®. 
 
Microtuberización 
 
Efecto del número de explantes sobre la 
producción de microtubérculos en 

sistema RITA. Se evaluaron dos 
densidades (10 y 15 explantes) en 
inmersiones de 10 mi-nutos cada 8 horas en 

frascos RITA de 1 L con un volumen de 
MMÑ de 200 mL. Los explantes se dejaron en 
este medio de cultivo durante 30 días, pasado 

este tiem-po el medio de cultivo fue 
cambiado por el medio de tuberización 
compuesto por macrosales de White y 
microsales de Heller (Mantell and Hugo, 1989) 
suplementado con 0,1 mg · L de tiamina, 20 
mg · L de cisteína, 100 mg · L de mioinositol, 
0,5 g · L de carbón activado, 60 g · L de 
sacarosa, 1,0 M de ABA (Salazar y Beltrán, 

2002). 

 
La incubación se hizo a una temperatura de 
22-24°C bajo un fotoperíodo de 12 horas luz y 
una intensidad lumínica de aproximadamente 
1200-1500 lux. Se utili-zó un diseño 
completamente al azar con cuatro repeticiones 
por tratamiento. La ca-lidad de microtubérculos 
obtenidos fue determinada por medición de la 
longitud y diámetro de los microtubérculos, 
número de microtubérculos por planta y el 
peso fresco promedio y biomasa total de los 

microtubérculos obtenidos.  
 
Para la evaluación de la microtuberización en 
medio de cultivo semisólido, se utilizó un 
segmento nodal de 0,5 cm. por frasco de 
cultivo, provenientes de plántulas de-
sarrolladas in vitro. Los explantes se 
incubaron bajo un fotoperiodo de 12 horas 
luz y para su crecimiento se empleó el MMÑ 
adicionando 1,8 g · L de Phytagel, como fase 
de inducción de crecimiento (30 días) previo a 
la incubación bajo las condiciones de 

tuberización. Para la eva-luación de la 
microtuberización se utiliza-ron las plántulas 
establecidas in vitro las cuales se incubaron 
bajo las siguientes condiciones de cultivo (60 
g · L de saca-rosa, 1,0 M de ABA (Salazar y 

Beltrán, 2002). La incubación se realizó bajo 
un fotoperiodo  de  12  horas  luz  y una  
temperatura de 29-31°C). Se utilizaron 10 y 
15 vitroplantas como control, se evalua-ron 
cuatro repeticiones por tratamiento.  
 
Los microtubérculos cosechados fueron 
pesados, medidos el largo y ancho (diá-
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metro) y luego se almacenaron en cajas de 
Petri con papel absorbente húmedo. 
 

Los recipientes RITA utilizados en los 
diferentes experimentos tenían una capa-
cidad de 1,0 L, se adicionaron 200,0 mL de 
medio de cultivo líquido a cada uno, el 
soporte inerte sobre el cual se colocaron los 
explantes, fue reemplazado por un círculo de 

malla de polisombra. 
 
Análisis estadístico. Se utilizó un diseño 
completamente al azar con estructura de los 
tratamientos unifactorial con el factor 
densidad de explantes, tanto para multi-
plicación como para tuberización en sis-tema 

RITA, para la evaluación del efecto del 
tiempo y frecuencia de inmersión sobre la 

tasa de multiplicación en RITA se utilizó un 
diseño completamente al azar con estructura 
de los tratamientos multi-factorial (2 x 2).  
 
Para el análisis de los datos experimenta-les 

se utilizó el sofware SAS versión 8,2. El 
supuesto de normalidad se evaluó con la 
prueba Shapiro-Wilk (W) usando el PROC 
UNIVARIATE. La separación de medias se 
realizó mediante la prueba de Duncan. Para 
la digitalización de los datos y construcción de 
los gráficos se empleó el programa EXCEL 

XP. Todas las pruebas se trabajaron con un 
nivel de confianza del 95%. 

 
 

RESULTADOS Y DISCUSION 
 
Micropropagación 
 
Establecimiento in vitro de 
segmentos nodales. El protocolo de 
desinfección fue efectivo debido a que los 
segmentos nodales sembrados no 

presentaron contaminación. Se hizo 
evaluación semanal para determinar el 
tiempo de brotación de los explantes, 
teniendo en cuenta que en trabajos 

preliminares se había observado bro-
tación a la semana de iniciados los 
explantes. Se encontró que los ex-plantes 
en medio de cultivo con kinetina 
presentaron un 60% de brotación a los 6 
días de sembrados, mientras que los 
nudos sembrados en medio con BAP no 
presentaron brotación. Sin embargo, 20 
días más tarde los explantes en medio de  
cultivo  con  BAP  (0,5 mg · L) 
presentaron una brotación del 70% y los 
establecidos en medio con kinetina (0,5 
mg · L) permanecieron igual. Al comparar 
la apariencia de los explantes prove-
nientes de los dos medios de cultivos se 
encontró que los explantes brotados en 
medio de cultivo con kinetina pre-sentaron 
además de menor tiempo de brotación, 
mayor tamaño que los iniciados en BAP, 
encontrándose, entonces, que para la 
iniciación y brotación de explantes de 
ñame es recomendable utilizar 0,5 mg · L 
de kinetina. 
 
Estos resultados coinciden con los de 
Cabrera et al. (2003) quienes encon-
traron resultados favorables al utilizar 0,5 
mg · L de kinetina después de 45 días de 
cultivo, resultados similares fueron 
obtenidos por Ng (1992), quien estudió el 
efecto de tres tipos de citoquininas en la 
multiplicación de segmentos nodales de 

ñame blanco, encontrando a las seis 
semanas de cultivo mayor número de 
brotes al utilizar Kinetina como regulador 
de crecimiento. Lo anterior indica el papel 
que juegan las citoquininas en relación 
con el genotipo utilizado y especial-mente 
el tipo de citoquinina en el proceso de 
inducción de multiplicación axilar según lo 
descrito por Bancroft y Mcdonald (1998). 
 
Es importante resaltar que en las condi-
ciones en las que se hizo esta investi-
gación se logró acortar los periodos de 
subcultivo con respecto a los tiempos 
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mencionados por Cabrera et al. (2003), 45 
días y Ng (1992), 42 días. El tiempo de 
subcultivo logrado en este trabajo fue de 
20 días para obtener el número de plantas 
necesarias en los diferentes experimentos.  
 
Cultivo de meristemos. Los meristemos 
(menores de 0,5 mm aprox.) de plantas 
in vitro no presentaron ningún tipo de 
contaminación (hongos o bacterias), 
contrario a lo ocurrido cuando se obtenían 
meristemos de plantas de invernadero. 
Además, las plantas pro-venientes de los 
meristemos obtenidos de plantas in vitro 
no presentaron ningún tipo de 
sintomatología viral. En la evaluación solo 
se presentaron dife-rencias altamente 
significativas entre los medios evaluados 
para el por-centaje de formación y 
desarrollo de plántulas (crecimiento 
directo), en-contrándose que el M6 (0,1 
mg · L GA3) presentó el mayor promedio 
de crecimiento y desarrollo de los me-
ristemos. También, se presentó un 
porcentaje de 0,1 a 0,3% de plántulas 

formadas a partir de callos (crecimiento 
indirecto). El porcentaje de formación de 
callos fue de 0,1 a 0,4%, como se puede 
observar en la Figura 1. 
En el caso del crecimiento y desarrollo 
directo, después de 15 días se comenzó a 
observar el crecimiento de las plán-tulas, 
esto se logró utilizando  el  me-dio de 
cultivo MS suplementado con 0,1 mg/L de 
GA3, (M6). Perea (2000), informa sobre un 
crecimiento y de-sarrollo de meristemos 
de ñame a los 20 días utilizando 0,08 
mg/L de GA3.. 
 
Las plantas obtenidas a partir de 
meristemos se aclimataron y eva-luaron, 
no se observó ningún tipo de 
sintomatología viral como: manchas 
cloróticas, bandeo  o moteado, indi-
cando que el material y proce-dimiento 
utilizado podrían ser adecuados pero no 
definitivos para obtener el material 
vegetal con estas características (Figura 
2). 
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Figura 1. Efecto de diferentes medios de cultivo sobre el desarrollo de meristemos en 
ñame. 
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Figura 2. Plántula de ñame de dos meses de edad y sin sintomatología viral obtenida a 
partir de meristemos. 
 
Efecto de la densidad de explantes 
sobre la tasa de multiplicación en el 

sistema RITA. No se evidenciaron 
diferencias estadísticamente significativas 
entre las densidades evaluadas, por lo cual se 
recurre a un análisis descriptivo de los 
resultados que permitan explicar este 
comportamiento. Los resultados también 
podrían explicarse por la frecuencia y tiempo 

de inmersión utilizados que po-drían no haber 
sido los más adecuados para el desarrollo de 
las plantas, teniendo en cuenta que estos son 
factores críticos para una alta eficiencia 
biológica como  lo indican Etienne y Berthouly 
(2002). Por lo anterior y partiendo de una 
densidad determinada se recurre entonces a 
evaluar tiempos y frecuencias de inmersión 
óp-timos para el desarrollo de los explantes.  
 
La tasa de multiplicación promedio más alta 
encontrada fue de 7,13 y se obtiene al 
emplear una densidad de 10 explantes. 
Aunque no hubo diferencias significativas en 

los tratamientos evaluados, 10 explan-tes son 
una buena alternativa para una correcta 

utilización de los vasos RITA® (Figura 3). 
Una densidad de siembra de cinco explantes 
sería inadecuada porque se subutilizarían los 
frascos de cultivo y se ocasionaría pérdida de 
medio de cultivo, por otro lado, si se opta por 
la siembra de 15 explantes/frasco se podría 
generar un crecimiento limitado de los brotes 
y una baja en su proliferación.  
 
Etienne y Berthouly (2002), destacan a  la  
densidad  como un factor determi-nante 
en un protocolo  de micropropagación, 
pero que ha sido poco estudiado en sistemas 
de inmersión, en este trabajo se pudo 
observar que a medida que se incrementaba 
o disminuía el número de explantes, la tasa 
de multiplicación disminuía con relación a la 
encontrada cuando se emplearon 10 
explantes por recipiente. Cabrera et al. 
(2003), informan sobre una tasa de mul-
tiplicación de 8,6 al emplear 10 ex-plantes 
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de ñame por recipiente de cultivo, 
similares resultados son en-contrados en 
yuca por Basail 2001, al usar 10 explantes 
por frasco de cultivo, estableciéndose con 
esta densidad, la tasa de multiplicación es 
mayor al compararla con la obtenida al utilizar 

el medio de cultivo semisólido. Por otra parte, 
Roels et al. (2005), no encontraron 
diferencias significativas entre frecuencias y 
tiempos de inmersión para las tasas de 
multiplicación dentro de los rangos evaluados

. 
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Figura 3. Efecto de la densidad de explantes sobre la tasa de multiplicación de ñame.  
 
Optimización del tiempo y la fre-
cuencia de inmersión en el sistema 
RITA. No se encontraron diferencias 

significativas entre las frecuencias y la 
interacción tiempo de inmersión y 

frecuencia de inmersión. Sin embargo, si 
se encontraron diferencias estadísti-
camente significativas entre los tiem-pos 
de inmersión al que fueron some-tidos los 
explantes (Tabla  1).  

 
 
Tabla 1. Efecto de los tiempos y frecuencia de inmersión sobre la tasa promedio de 

multiplicación en explantes de ñame en el sistema RITA. 
 

Tiempo de inmersión (min) 
Frecuencia de 
inmersión (h) 

Tasa de 
multiplicación 

5 8  5,97 a 
10 8  9,35 b 
5 12  5,40 a 
10 12            10,07 b 

(Control)   5,66 a 

Promedios con la misma letra no son estadísticamente significativos, según Duncan 
(P0,05). 

 
Cuando se realiza el análisis estadístico para 
el tiempo de inmersión se encuentra que a 5 
minutos la tasa de multiplicación es de 5,7 y a 

10 minutos es de 9,75, evidenciando 
diferencias estadísticas entre los niveles de 
este factor. Las tasas de multiplicación 

Control 
 
5 Explantes 
 
 
10 Explantes 
 

15 Explantes 
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promedio encontradas a 5 y 10 minutos de 
inmersión, fueron ma-yores que las obtenidas 
en el medio de cultivo semisólido (Control).  
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, 
se ven reflejadas las ventajas del sistema 

RITA que permite aumentar las tasas de 
multiplicación en relación con el método de 
cultivo convencional. Los ciclos de inmersión 
varían considera-blemente dependiendo de 
la especie evaluada e incluso de la clase 
de tejido utilizado y del tipo de sistema de 
cultivo empleado, Al respecto, Akita y 
Takayama (1994), aprovecharon perio-dos 
de inmersión cortos (1 min.) para 
estimular la producción de embriones en 
café, la misma técnica ha sido evaluada 
en banano y plátanos por Escalona et al. 
(1999), mientras que periodos  largos  de  
inmersión (1 h cada 6 h), han sido 

efectivos para tuberización en papa 
(Ethiene y Berthouly, 2002). 
 
Los efectos de los tiempos de inmer-sión 
en la respuesta morfogenética de los 

tejidos pueden estar relacionados con las 
relaciones hídricas, el inter-cambio 
gaseoso y el incremento de la toma de 
nutrientes que se logra en esta forma de 
cultivo (Escalona et al. 1999), aspectos 
que de alguna forma favorecen el 
crecimiento y desarrollo del material 
vegetal. Se puede en-contrar que el 
tamaño y vigorosidad de las vitroplantas se 
vea favorecido por el medio de cultivo 
líquido, además, de encontrar mayor 
número de ápices y entrenudos por plantas 
como lo plantean Jiménez et al. (1999) 
(Figura 4). 
 
Los resultados obtenidos al utilizar in-mersión 
temporal se relacionan con la for-ma de 
empleo del medio de cultivo líquido. Debido a 
que éste combina las ventajas de inmersión 
constante con las de inmersión parcial con un 
soporte inerte, evitándose así hiperhidricidad 
y falta de oxígeno por inmersión constante 
(Alvard, Cote y Teisson, 1993).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Vitroplantas de ñame a los 30 días de cultivo. a) en vasos RITA®. b) medio 
de cultivo semisólido.  
 
Castro y González (2001), indican que el 
intercambio gaseoso proporciona una mejor 
asimilación de los nutrientes, adicio-nalmente, 
se da una mejor difusión de sustancias y 

disminución de la humedad relativa, aspectos 
que reducen la condi-ción de estrés, 
obteniéndose así tasas de multiplicación más 

altas y vitroplantas de mejor calidad. Es 
importante anotar que en ninguno de los 
experimentos reali-zados, se encontró 
material vegetal con síntomas de 

hiperhidricidad. La super-ficie del material 
vegetal en este sistema está en contacto 
uniforme con los nutrientes del medio del 

a b 
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cultivo, aún cuando no está sumergido, ya 
que el medio de cultivo queda sobre los 
explantes adherido, formando una película 
que no inhibe el intercambio gaseoso y es 
renovada su composición química en cada 
inmersión (Cabasson et al.1997). 
 
Los siguientes son algunos de los coefi-
cientes de multiplicación establecidos en 
diferentes trabajos donde se ha utilizado el 
sistema de inmersión temporal, lo que 
demuestra la eficiencia del sistema con 
relación al convencional en medio semi-
sólido. 
 
Castro et al. (1999), encontraron 10,5 brotes  
a  las  6 semanas de cultivo en eu-calipto, 
Montoya (2006), 7,25 brotes en 100 días en 
papa, Medero et al. (1997), 6,6 brotes en 
malanga, Teisson et al. (1996), 5,2 brotes en 
musa. 
 
Microtuberización 
 
Efecto del número de explantes sobre la 
producción de microtubérculos  en sis-

tema  RITA. No se presentaron dife-
rencias estadísticamente significativas en-tre 
las densidades evaluadas para cada una de 
las variables, por lo cual se hace un análisis 
descriptivo con base en el  pro-medio y la 
desviación estándar de cada tratamiento en 

cada variable. Se encontró, una variabilidad 
alta entre los tratamien-tos, en tanto que la 
formación y desarrollo de microtubérculos, se 
llevó a cabo en ambas densidades evaluadas 
(10 y 15 explantes). Otros  valores de interés 
fueron: mayor número de explantes que 
tuberizó 0,62, número promedio de 
microtubérculos por explante 0,85, longitud 

promedio 9,52 mm, diámetro promedio 3,91 
mm y peso fresco promedio total 0,2421 g. 
También se encontró a una densidad de 10 

explantes por vaso RITA® a las 12 semanas 
de cultivo (Figura 5). 
 
Según Forti Mandolino y Ranalli (1991), a 
bajas densidades de cultivo el peso de los 
microtubérculos formados in vitro se in-
crementa, mientras que a densidades altas la 
competencia por nutrientes es mayor y por 
consiguiente el peso de los microtu-bérculos 
es menor. Jiménez et al. (1999), explican 
que al haber mayor asimila-ción de 
nutrientes por haber mayor contacto 
explante medio de cultivo, el tamaño y 
peso de los microtubérculos es mayor que 
en medio sólido. Los mismos autores 
encontraron mayor producción de 
microtubérculos de papa al utilizar 

sistemas de inmersión temporal, al igual 
que lo determinado por Cabrera et al. 
(2005). 
 
 Se demuestra que se forman microtu-bérculos 
de mayor tamaño, diámetro y peso con 
relación a los obtenidos en medio de cultivo 
semisólido (Figura 6). Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos por Jiménez et 
al. (1999) en papa y para Cabrera et al. (2003) 
en ñame, quienes explican que el mayor 
contacto del medio de cultivo con las yemas de 
las vitroplantas, favorece la inducción y 
formación de microtubérculos. Obtener 
microtubérculos de mayor peso y tamaño 
permite apro-vechar mejor las ventajas de 
éstos, porque pueden ser almacenados o 
llevados a campo directamente sin un proceso 
de aclimatación previa (Mantell y Hugo 1989). 
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Figura 5. Efecto de la densidad sobre diferentes variables evaluadas para la inducción, 

formación y desarrollo de microtubérculos de ñame en sistema RITA  
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Figura 6. Efecto de la densidad sobre la inducción, formación y desarrollo de 

microtubérculos en ñame en el sistema RITA®. a) Microtubérculos obtenidos a una 
densidad de 10 explantes. b) Microtubérculos obtenidos a una densidad de 15 explantes. 
c) Control en medio de cultivo semisólido.  Fotoperíodo de 12 horas luz y temperatura 
de 28-30 °C.  
 

 

CONCLUSIONES 

En el sistema RITA® no se presentan 
diferencias entre las densidades evaluadas 
para la tasa de multiplicación y la in-ducción, 
formación y desarrollo de microtubérculos 
de ñame. 
El tiempo de inmersión donde se pro-ducen 
las mejores tasas promedio de multiplicación 
de microtubérculos de ñame (9,75) fue el de 
una duración de 10 minutos de inmersión. 
 

El uso del sistema de inmersión temporal 

con los vasos RITA® permite lograr una 
mayor eficiencia biológica, traducida en la 
obtención de mejores tasas de multiplicación 
y tuberización en ñame, comparadas con el 
método convencio-nal. Se destaca así el 
potencial del sis-tema para implementar un 
programa de producción de semillas de la 
especia. 
 
Con el incremento del conocimiento de los 
factores que afectan la tuberización en 
sistemas de inmersión temporal, tanto para la 

 a                                  b                           
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inducción como para la acumu-lación de 
peso, se permitirá que las técnicas de 
producción de microtu-bérculos tengan 
mayor aplicabilidad. 
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