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RESUMEN

Segmentos nodales de Name (Dioscorea alata L.) variedad “Pico de Botella”

fueron cultivados /n vitro en medio de tuberizacidon (MT) de acuerdo a Mantell y
Hugo (1989) suplementado con 0.1 mg/L de Tiamina, 100 mg/L de Mioinositol, 20
mg/L de L-Cisteina, 1 g/L de Carbdn Activado, 0.8% de Agar-Agar a un pH 5.8
para evaluar los efectos del fotoperiodo (8 y 16 horas), sacarosa (3, 6 y 9 %),
kinetina (0, 1.5, 2.5 uM), acido abscisico (0, 1.0, 2.0 uM) sobre la produccion de
microtubérculos. Se realizd un disefio de parcelas subdivididas organizadas en
completamente al azar, los datos se analizaron mediante un ANOVA, se encontrd
que todos los factores evaluados tienen un efecto substancial sobre la induccion,
formacién y desarrollo de microtubérculos. En los tratamientos con kinetina el
numero mas alto de microtubérculos fue obtenido bajo un fotoperiodo de 8 horas,
9% de sacarosay 1.5 uM de Kinetina; mientras que los microtubérculos de mayor
peso fueron obtenidos generalmente a un fotoperiodo de 8 horas, 9% de
sacarosa y en ausencia de kinetina. Para los tratamientos con acido abscisico el
numero y peso mas alto se presentd bajo un fotoperiodo de 8 horas, 6 % de
sacarosa y 1.0 uM de acido abscisico. En estas condiciones los cultivos
produjeron 235 microtubérculos con un tamano entre 1.3 y 22.8 mm y un peso
entre 2.3 y 217.4 mg. Los anteriores resultados confirman la posibilidad de
produccion de microtubérculos /7 vitro, con gran potencial para su evaluacion
como semilla comercial de Aame y como una herramienta adicional a la
propagacion clonal, permitiendo un mejor manejo y conservacion de germoplasma

de esta especie.
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SUMMARY

Nodal segments of yam (Digcscorea alata L.) cultivars "Pico de Botella" were

cultured on a tuberization medium (MT) according to Mantell and Hugo (1989)
suplemented with 0.1 mg/L thiamine, 100mg/L myoinositol, 20mg/L L-cysteine,
1g/L activated charcoal, 0.8% agar at pH 5.8 to evaluate the effects of the
photoperiod (8 and 16 hours), sucrosa (3, 6 and 9 %), kinetin (0, 1.5, 2.5 uM),
abscisic acid (0, 1.0, 2.0 uM) on the production of microtubers. An experiment of
split plot distributed at ramdom was carried out. The data were analized by mean
of an ANOVA; pointing out the evaluated that the evaluated factors have a
substantial effect on the induction, formation and microtubers development. In the
treatments with kinetin the highest number of microtubers was obtained under 8
hour photoperiod, 9% sucrosa and 1.5uM kinetin, while weighter microtubers were
generally obtained at 8 hour photoperiod, 9% sucrosa and in the absence of
kinetin. The higher number of microtuber and higher weight was presented for the
treatments under 8 hour photoperiod, 6% sucrosa and 1.0uM abscisic acid. Under
these treatments 235 microtubers were obtained, they showed lengths from 1.3 to
22.8 mm and weights from 2.3 to 217.4 mg. These results confirm the possibility of
microtubers induction /n vifro , which represent great potential as commercial seed
for yam growers as additional tool for the clonal propagation of plants contribuiting

to master better handling and conservation of germplasm of this cultivar.

Keywords: Dioscorea alata. Microtubers. Abscisic acid. Kinetin. Sucrosa.

Photoperiod
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INTRODUCCION

Los fiames son plantas monocotileddneas de la familia de las Dioscoreaceas la
cual consta de 10 géneros y alrededor de 600 especies distribuidas en las
regiones calidas vy tropicales del mundo, los iames comestibles son todos del
genero Dioscorea (Cano y Marroquin, 1994). Estas plantas son anuales, tienen
brotes de enredaderas con hojas acorazonadas, bajo tierra desarrollan el
tubérculo de color café el cual puede medir hasta 1 m de largo y pesar 20 a 30 Kg.
(Uwe,1988). En algunas especies se forman tubérculos aéreos en las axilas de las
hojas. El Afame es muy importante por la provision de energia en forma de
carbohidratos para millones de personas en muchos paises tropicales (Mantell,
1998).

Uno de los problemas que afecta a los productores de la costa caribe colombiana
es la poca disponibilidad de semilla resistente al ataque del hongo (Colletotrichum
gloeosporiodes) y virus (potyvirus, badnavirus, carlavirus, etc.), los cuales
disminuyen la produccidn de este importante producto alimenticio (Osorio y
Ramirez, 1989).

Atendiendo a esta problematica y teniendo en cuenta el papel significativo que ha
tenido el fiame en la agricultura regional, se han comenzado a establecer
tecnologias de produccion conducidas a la obtencion y distribucion de material

libre de patégenos.

Actualmente en Colombia se adelanta el programa regional para la produccién de
semilla de fame (Dioscorea alata) libre de patdbgenos, utilizando algunas
variedades de la Costa Atlantica. Este proyecto regional pertenece al programa de

cooperacion en Biotecnologia, Holanda — Colombia. Al cual estan vinculadas las
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siguientes instituciones: Universidad Nacional de Colombia; Corpoica Turipana
Regional 2; Universidad de Cdrdoba; Universidad de Sucre y productores

regionales de name (Buitrago, 2000).

El programa regional busca obtener semillas libres de patdogenos para proveerlas
a los productores y asi ampliar y complementar los programas de produccion de

Aame en el pais.

Hay reportes sobre micropropagacion de algunos fames comestibles como
D. rotunadala cv "espino" (Acosta y Beltran, 2001); D. a/afa cv "Pico de Botella"
(Rodriguez y Beltran, 2001); embriogénesis somatica en D. a/ala cv "Diamante 22"
(Espitia y Quintero,1999). Métodos los cuales han sido exitosos y en algunos
casos estan siendo implementados a gran escala. Sin embargo, hay algunos
problemas al momento de establecer estos materiales en campo como
transporte, tasa de supervivencia y personal entrenado, el cual es escaso en

nuestra region.

En la Universidad de Sucre se estan realizando estudios sobre la produccion de
microtubérculos /7 vifro como una herramienta adicional a la propagacion clonal de
Aame lo cual permitiria un mejor manejo del material /7 viro para la provision de

semilla libre de patdégenos.

La tuberizacion /i wiro ha sido reportada en diferentes especies de Dioscorea.
Entre los factores que influencian el proceso de tuberizacion se encuentran
reguladores de crecimiento (Jean y Cappadocia,1991; John et. al, 1993; Alhassan,
1997), concentracion de sacarosa (Ng,1988; Mantell y Hugo,1989), suministro de
nitrogeno (Mantell y Hugo,1989; Jean y Cappadocia, 1991), fotoperiodo (Jean y
Cappadocia, 1991; Ng, 1988; Mantell y Hugo,1989; Alhassan,1997), intensidad

luminica (John et. al, 1993) e inhibidores de crecimiento (Perea, 2000).
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Aun es poca la informaciéon sobre tuberizacion /7 vifro en especies de Dioscorea y
sobre todo en muchas de sus variedades; ademas, los resultados encontrados, en
algunos casos son opuestos, teniendo en cuenta desde luego que en los
diferentes laboratorios se ha trabajado con las variedades propias de esas

regiones.

En Colombia, investigaciones preliminares sobre tuberizacion /7 wvifro han sido

realizadas en D. alalacv "Oso"y D. rcfundata cv "Espino" (Perea, 2000).

En este trabajo se reportan los resultados de estudios sobre la influencia de varios
factores como fotoperiodo, concentracion de sacarosa y reguladores de
crecimiento sobre el proceso de tuberizacion in vilro en D. giaig L. var. "Pico de
Botella" una de las variedades mas productivas y econdmicamente importante del

departamento de Sucre y de la region caribe colombiana.



1. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Siendo el iame uno de los principales productos alimenticios en la Costa Atlantica,
es poca la atencion que se le ha dado a este cultivo, el cual es generalmente de

subsistencia.

En Colombia el area sembrada de fiame en 1997 fue de 12.332 ha para una
produccion de 127.512 toneladas, teniéndose un rendimiento de 10.340 Kg/ha;
para el aflo 1988 el area cosechada en el departamento de Sucre fue inferior en
un 52.3% a la de 1997 y la produccion fue 60% menor que la de 1997
(URPA,1997), anexo |.

En el afio 1998 se sembraron 2.181 ha, 26.1% menos que en 1997, como
consecuencia de las pérdidas (mas de 70%) en las siembras del aio anterior,
teniendo como consecuencia la poca disponibilidad de semillas en la mayoria de
los municipios. Entre los factores que han influenciado los bajos rendimientos en el
departamento de Sucre estos Uultimos afos, se encuentra la antracnosis
enfermedad causada por el hongo Colletotrichum spp y la fuerte sequia
ocasionada por el fendmeno del nifio; razdén por lo cual se predice una gran
escasez de este producto. (URPA, 1998).

Junto a estos problemas se suman las pérdidas en almacenamiento ocasionadas
por factores biologicos como insectos, enfermedades y pérdidas de peso hasta de
un 40% en tres meses (Plan Operativo — Corpoica, 1998), contando ademas con
la accion negativa de otros factores fisicos como humedad, luz y temperatura, lo
que conlleva también a un deterioro acelerado y por ende poca disponibilidad de

semilla.
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La produccion de microtubérculos /7 wvifro puede ser una interesante alternativa
para disminuir las pérdidas por los factores antes mencionados. Esta técnica
permite, una vez producidos los microtubérculos, el almacenamiento y
disponibilidad de gran cantidad de semillas en poco espacio y libre de agentes

contaminantes o patogenos sistémicos que puedan alterar su buen desarrollo.

Los microtubérculos pueden ser almacenados bajo condiciones de obscuridad por
un largo periodo de tiempo sin perder la viabilidad y luego ser transplantados y

establecidos en el suelo con minimos cuidados (Jean y Cappadocia,1991).

Este sistema, ademas, podra facilitar el intercambio de material vegetal entre los
productores de la region, buscando incrementar asi el desarrollo y mejoramiento
de la produccion de variedades promisorias seleccionadas por su resistencia o
tolerancia a Anifracncsis, su alta calidad culinaria, facil comercializacion,
resistencia a sequia, alta productividad en cultivos asociados y bajos costos de
produccion; como es el caso de la variedad “Pico de Botella” una de las
variedades econdmicamente importante de nuestra regién sobre la cual no hay

informacion disponible en este campo.

Este sistema podria ser desarrollado como una herramienta adicional a la
propagacion clonal del Aame, lo cual permitiria un mejor manejo del material /n

wiro.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar efectos de factores quimicos y medio ambientales involucrados en la

formacion y desarrollo de microtubérculos en Djoscorea alata L. variedad “Pico

de botella”’.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de dos tipos de medio de cultivo sobre el crecimiento y

desarrollo de microtubérculos en la variedad de fiame "Pico de Botella".

* Determinar la concentracion Optima de sacarosa para la induccion de

microtubérculos.

* Evaluar las concentraciones eficaces de Kinetina y ABA como promotores de la

microtuberizacion.

* Evaluar el efecto de la duracion del fotoperiodo sobre la produccion de

microtubérculos.



3. MARCO TEORICO

3.1 MICROPROPAGACION

La micropropagacion busca el desarrollo de plantulas en un medio artificial en
condiciones asepticas, a partir de explantes pequefios de plantas /n vivo (por
ejemplo: entrenudos conteniendo una yema), un medio artificial o medio de cultivo
que esta compuesto por. macronutrientes, micronutientes, gelificantes vy
compuestos organicos como hidratos de carbono, vitaminas, aminoacidos vy

reguladores de crecimiento.

La propagacion vegetativa tradicional comprende la multiplicacién a través de la
brotacion, esquejes, injertos y érganos de almacenamiento, y la micropropagacion

se relaciona con las técnicas /n vifro de clonacion (Sondahl, 1992).

En los ultimos afios, la biotecnologia ha suministrado técnicas que permiten lograr
mejores individuos en forma mas rapida, al mismo tiempo que ha hecho posible
extender la capacidad de propagacion clonal a especies que no eran posible
propagarse por las técnicas convencionales. En esta forma se ha extendido la

formacion de clones de ejemplares selectos a un numero de especies cultivadas.

En el avance de la biotecnologia ha cumplido un papel importante el desarrollo
de las técnicas del cultivo in vitro de células y érganos. La micropropagacion, o
sea la propagacion clonal por cultivo /7 vifro constituye  uno de los métodos
biotecnoldgicos que mayores logros ha aportado al desarrollo de una nueva
agricultura. EI numero de especies horticolas, fruticolas, ornamentales, floriferas y
forestales que se multiplican por alguna de las técnicas del cultivo /7 vifro es

mayor (Arena y Martinez 1999 ).
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En el area del cultivo de tejidos donde la propagacion vegetativa o
micropropagacion han adquirido gran importancia, se han desarrollado diferentes
sistemas que permiten la regeneracion de plantas, entre los cuales se encuentran:

(Véase figura 1)

¢ La multiplicacion de brotes de yemas terminales, axiales o laterales. Estos se
pueden obtener de los meristemos, puntas de brotes, yemas, nudos o yemas

radicales.

¢ La organogénesis directa: a partir de un explante de un organo se forman

brotes o raices, sin formacion de callo.

¢ La organogénesis indirecta: a partir de la formacién de un callo proveniente de

un explante de un érgano, o en la parte escindida de la planta.

¢ Embriogénesis somatica: los embriones pueden formarse directamente del
explante primario, o indirectamente de las células cultivadas en una

suspension o en un medio semisolido.
¢ El microinjerto.
¢ Cultivo de embriones y esporas
¢ A partir de 6rganos de perennidad, formados en cultivos asépticos
Los objetivos de la micropropagacion es la de buscar el mejoramiento de especies
vegetales de importancia economica y que de acuerdo a las necesidades de cada
pais y de las plantas que en él se cultiven, desarrollar técnicas apropiadas y de

esta forma obtener una mayor produccién, mejores frutos, gran numero de

semillas, plantas de mayor porte y de mayor uniformidad.
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Una vez se han conseguido estos resultados, el material vegetal puede ser
almacenado en bancos de germoplasma, los cuales pueden ser vueltos a utilizar

en el futuro (George, 1993).

A través de la micropropagacion se puede tener un enorme potencial y ciclos de
corto tiempo. Esta técnica es bastante atractiva para muchas especies tropicales,
las cuales tienen un alto grado de heterosis y sufren de infecciones sistémicas.
Entre los cultivos econdmicamente importantes que estan siendo utilizados en la
propagacion in wifro estan: la palma de aceite, palma datilera, banano, agave,
bambu, orquideas, café, cacao, platano, colocasia, yuca, pifia, fiame y muchos
otros (Sondahl et al, 1983).

La principal ventaja que posee el cultivo /7 wiro es que permite obtener
ejemplares idénticos a la planta madre, lo que se conoce con el nombre de

clonacién.

Ademas, la micropropagacion posee innumerables ventajas en relacion a la
propagacion convencional dentro de las cuales se encuentra el reducido espacio
que se necesita para producir un importante numero de plantas a partir de un
explante sin importar la época del aio para asi efectuar la introduccion rapida de

esta especie.

La produccidn de plantas libres de patdgenos, la propagacion de plantas
recalcitrantes a las técnicas convencionales y la posibilidad de conservar por
tiempo prolongado germoplasma muy importante y evitar su extincion; son otras

de las ventajas que ofrece el cultivo /n wiro.

3.2 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS NAMES

Los names pertenecen a la familia Dioscoreaceae la cual se compone de 10

géneros y alrededor de 600 especies de distribucion tropical y area templado —
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calidas; (Cano y Marroquin, 1994). La familia incluye ademas, del género
Dioscorea, Stenomeris, Avetia, Trichcpus, Reéjana y Tamus , Sin embargo,

Dicscorea es el género mas abundante de la familia Onwueme, 1978).

Taxonomicamente, el género Dicscorea esta subdividido en las siguientes
secciones. Enantiophylum que contiene la mayoria de las especies de Aame
economicamente importantes (rolundala, alala, cayenerisis, crposila y japonica) y
es caracterizado por el hecho que las enredaderas se enrollan a la derecha en
sentido de las agujas del reloj en un crecimiento hacia arriba. Las especies de la
seccion Lasiophyton ( dumelrorum e hispiaa) , opsophyton (buibifera), Combilium
(escuienta) y Macrigynodium ( {ri1,08) enrollan a la izquierda (Onwueme y Charles,
1994).

Existen cerca de 600 especies de [Doscorea de las cuales solamente unas
cuantas son comestibles. Las especies mas utilizadas comunmente son D,oscorea

alata L. (hame de agua), LDioscorea cayenensis (fame amarillo), Dioscorea

esculenta [Lour] Burk (Aame comun o chino) y Dijoscorea rotundata Poir (Alame
blanco).(Krikorian,1994).

D. cayenerisis y D. rofungata son originarias de Africa occidental mientras que D.

alatay D. esculenta provienen del sur de Asia (Wydra, 1993).

Los Aames son verdaderas enredaderas caracterizadas por la presencia de
tubérculos subterraneos o aéreos (Acosta, 1980); algunos pueden producir
rizomas Onwueme, (1982), los cuales constituyen la parte econdmicamente
importante y el material de propagacion de la planta (Wydra, 1993; Onwueme vy
Charles, 1994).

Los fAames comestibles son todos del género Dioscorea, los cuales estan
ampliamente distribuidos a través de las regiones lluviosas tropicales y

especialmente donde prevalecen condiciones adecuadas para su desarrollo; como
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temperaturas entre 25 y 30°C, elevada humedad ambiental, buen drenaje y
precipitaciones mayores de 1.500 mm y 3.000 mm por afno, que permiten buenos
rendimientos (Acosta, 1980; Wydra, 1993, Uwe, 1988, Ramirez et al, 1990).

El fiame es muy importante por la provision de fuente de energia en forma de
carbohidratos para millones de personas en muchos paises tropicales (Mantel,
1998), los tubérculos son utilizados para preparar sopas, motes, dulces, harinas,
cortisona y el follaje se usa para cataplasmas (Acosta, 1980). Las piezas de
tubérculos pueden cocinarse y comidas con salsa, pueden también ser fritas,

asadas o0 maceradas para purés y tortas (Osagie,1992).

Se ha encontrado que varias especies entre ellas [Dicscorea composita y

Dioscorea floribunda son fuente de sapogeninas esteroidales como la diosgenina

que es un precursor en la sintesis comercial de hormonas sexuales
corticosteroides y contraceptivos orales (Ammirato, 1983; Cano, 1994; Correa y
Bernal, 1992; Onwueme, 1978, Coursey,1976).

El Aame representa un gran elemento econdmico en los paises del oeste africano,
en algunas regiones tiende a reemplazar cultivos como el maiz, la soya y el millo
(Wydra, 1993)

Mas de las dos terceras partes de la produccion mundial de iame proviene de
Africa, estimada en 22 millones de toneladas en 2.3 millones de hectareas (Wydra,
1993), en Colombia la produccién en 1997 fue de 127.512 toneladas en 12.332
hectareas para un rendimiento total de 10.340 Kg./ha (URPA, 1997).

Es muy importante no dejar pasar por alto que uno de los factores que mas limitan
la produccion de fhame son las enfermedades, las cuales se pueden presentar ya

sea en el campo o durante el almacenamiento.
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Entre las enfermedades mas comunes que atacan el fiame se encuentran las

causadas por virus, nematodos, hongos y bacterias (Cuadro 1). El cultivo también

puede ser afectado por hormigas, comejenes, roedores (ratas y conejos),

coledpteros, homopteros, gorgojos y gusanos (Acosta,1980).

Cuadro 1. Enfermedades mas comunes que atacan al fiame

Agentes

Enfermedad

Referencia

Hongos

Fusarium oxysporum

Marchitez

Osorio y Ramirez, 1989; Ng,
1992; Acosta, 1980

Phyllosticta sp

Mancha phyllosticta

Osorio y Ramirez, 1989

Cercospora sp

Cercosporiosis

Acosta, 1980

Rhizoctonia solani

Mancha zonificada

Acosta, 1980

Curvularia sp

Mancha de curvularia

Osorio y Ramirez, 1989

Sclerotium rolfsii

Mancha anillada

Osorio y Ramirez, 1989

Colletotrichum sp

Tizén

Acosta, 1980

Phylacora sp

Manchas de alquitran

Acosta, 1980

Colletotrichum gloeosporioides

Antracnosis

Osorio y Ramirez, 1989;
Moura-Costa,1993

Aspergillus spp Yam storage rot Ng, 1992
Bacterias
Erwinia carotovora Yam bacterial rot Ng, 1992

Nematodos

Meloidogyne spp

Root — knot nematodo

Ng, 1992; Acosta, 1980

Scutellonema bradys

Yam nematodo

Ng, 1992; Acosta, 1980

Pratylenchus coffeae

Lession nematodo

Ng, 1992; Acosta, 1992

Ratas y conejos

Dafio al tubérculo durante el
almacenamiento.

Acosta, 1980

Heteroligus meles

Dafio al tubérculo durante el
almacenamiento.

Acosta, 1980

Aspideela Hortti

Darfio a tubérculo durante el
almacenamiento.

Acosta, 1980

Virus

Potyvirus. (Yam Mosaic Virus)

Mosaicos

Thouvenel et al, 1979

Heteroligus spp
Araecerus fasciculatus
Crioceris lividaxlema

Yam beetles

Osagie, 1992
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3.3 MODOS DE PROPAGACION DEL NAME

3.3.1 Métodos convencionales

Propagacion por semillas. En nuestro medio la gran mayoria de las
variedades conocidas no florecen y las que logran hacerlo son completamente
estériles no llegando a producir por lo tanto frutos ni semillas. De la mayoria de

especies de Aame,; solamente D. dumetorun, D. bulbifera y D. fnfida florecen y

producen semillas regularmente (Onwueme, 1978) Las tres especies
comercialmente importantes de Aame tienen floracion irreqular. D. cayenensis
produce solamente flores masculinas y no puede producir semillas. D. alata muy
raramente produce flores y semillas bajo cultivo. Para D. rofundata, un amplio
rango de comportamiento de floracion y produccion de semilla existe v,
aparentemente, el modelo exacto de este comportamiento depende de la

variedad.

Las semillas sexuales de Dioscorea tienen un periodo de latencia que puede
durar varias semanas y sSu germinacion tiende a ser irregular y escasa.
Tratamientos de pregerminacion no deben ser usados debido a que pueden ser
dafiinos, Tan pronto las plantulas tengan la primera hoja se debe colocar un
soporte para que crezcan, cuando tenga dos hojas debe ser transplantadas a
tarros o potes, luego son llevadas a campo especialmente en periodo lluvioso

colocandolas bajo sombra (Acosta,1980).

Las semillas pueden ser colocadas en papel filtro humedo o en suelo contenido
en potes. La nueva plantula parece consistir enteramente de una hoja (hoja
cotiledonar) con un largo peciolo. En este estado, el punto de crecimiento es una
estructura muy pequefia que parece ocupar una posicion en la base del peciolo;
este punto de crecimiento permanece pequeno y sin elongar hasta cerca de tres

semanas después de la germinacion, (véase figura 2).
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Figura 2. Semilla de Dioscorea spp, la cual ha generado una hoja cotiledonar

Propagacion por secciones de tallos. El método esencialmente implica
tomar una pieza de tallo de fiame, inducirlo a enraizar en agua o en una mezcla de
substrato y poner a crecer la planta establecida para madurar, ocasionalmente, se
ha obtenido enraizamiento al plantar directamente al suelo la seccion de tallo
(Onwueme,1978). (Véase figura 3). Este sistema no tiene mucho valor comercial
y no es muy utilizado en nuestro medio, se utiliza casi exclusivamente para fines
de mejoramiento genético cuando se quieren conservar y mantener
caracteristicas especiales bajo estudios rigurosos de seleccidon (Acosta,1980).
La propagacion por este medio permite producir plantas que podrian estar libres
de ciertas enfermedades, como nematodos, los cuales son normalmente

transmitidas por propagacion del tubérculo.
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Figura 3. Seccion del tallo de una planta de fiame utilizada para inducir
enraizamiento y posterior siembra directa a campo.

Propagacion por bulbos y tubérculos. La propagacion por bulbos tienen
ciertas caracteristicas similares a la propagacion por tubérculos, el bulbo exhibe
dormancia, hay una region en la cabeza en la cual la germinacién ocurre
preferencialmente y el tamafo de la producciéon es influenciado por el tamano del
bulbo utilizado para la plantacion. Un bulbo intacto en almacenamiento o después
de plantado germinara en la region de la cabeza cerca de el punto donde este
estaba originalmente unido al tallo, sin embargo, si el bulbo es cortado en varias
piezas antes de plantar, la pieza de la cabeza germinara rapidamente, mientras
que las otras piezas necesitaran mas tiempo para diferenciar las yemas de el

meristemo a la corteza.

Tubérculos enteros pueden ser usados, debido a que la cantidad de las yemas es
mayor y ademas en casos de extrema sequia, este material se puede conservar

mejor bajo el suelo debido a que demora mucho mas tiempo para descomponerse.

Cuando la semilla es escasa, se acostumbra utilizar para la siembra pedazos de
tubérculos (véase figura 4), los cuales deben provenir de plantas sanas y

vigorosas,; en términos generales el peso o tamafio de los pedazos de flame varia
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de acuerdo a la variedad y las condiciones reinantes. Los tubérculos para la
propagacion deben escogerse cuando estan en completa latencia, osea, cuando
todas las partes vegetativas hayan cesado por completo, los no maduros del todo

son mas susceptibles a dafnos mecanicos y enfermedades.

Figura 4. Secciones de tubérculos de Aame (Dioscorea alata L.)  var. "Pico de Botella"
de 100 g para ser plantados directamente en campo.

3.3.2 Biotecnologias relacionadas al cultivo de tejidos utilizadas
en la propagacion de fiame.

Propagacion por cultivo de tejidos. La propagacion de fiame por cultivo
de tejidos data de 1958, con los experimentos realizados por Sawada, esta
tecnologia ha sido bien desarrollada en la eliminacion de enfermedades y
multiplicacion rapida, usando meristemos y segmentos nodales; es posible
regenerar plantas de peciolo, tallo, hoja y tejido de tubérculos a través de
regeneracion directa de plantas o via formacidn de callos y cultivos en suspension.

Otros métodos de cultivo como embriones y cultivo de protoplastos también
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han sido reportados, recientemente, la produccion 7 vifro de microtubérculos se
ha propuesto como una herramienta adicional para la propagacion de esta
especie tal y como se describe para papa y batata. En el cuadro 2 se puede
observar un resumen de los trabajos realizados en name. En la figura 5 se
observa una planta de fiame D. alala L. var. 'Pico de Botella" obtenida mediante

cultivo in vitro de segmentos nodales.

Figura 5. Vitroplanta de name (Djoscorea alata L.) var. "Pico de Botella" obtenida
mediante cultivo in vitro de segmentos nodales.




Cuadro 2. Resumen de trabajos de cultivo de tejidos en Dioscorea.

Regeneracién /

Especie Explante Estudio Referencia
D.cayenensis .
D. tifida Segmento nodal Plantas Mitchel et.al, 1995
D. cayenensis Tubérculos
D. trifida Meristemos Plantas Mitchel et.al, 1995
D. rotundata Tallos
D. abyssm/ca_ Segmentos nodales |Plantas Lauzer et.al 1992
D. mangenotiana
Regeneracion de
D. opposita Segmentos nodales |callos Nagasawa y Finer, 1989
embrio génicos
D. bulbifera Segmentos nodales |Plantas Forsyth y Staden, 1982
D. rotundata Segmento nodal Plantas Mantell et.al, 1978
D. alata Punfcas - Plantas mantell et.al, 1980
meristematicas
D. abyssm/ca_ Segmento nodal Pl_antas’ Lauzer et.al, 1992
D. mangenotiana Citologia
D. alata cultivo ef‘, Transformacion |Tor et.al, 1993
suspension

Dioscorea ssp

Segmento nodal

Transformacion

Tor et.al, 1992

Embrién somatico

D. rofundata

Segmento nodal

Microtuberizacion

D.alata Raices Plantas Twyford y Mantell, 1996
Diferentes Embriogénesis " .

D. alata explantes somatica -Plantas Espitia y quintero, 1999

D. alata

Perea, 2000

D. alata

Segmento nodal

Plantas

Acosta y Beltran, 2001

D. alata

Segmento nodal

Plantas

Rodriguez y Beltran, 2001

3.4 TUBERIZACION
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La tuberizacion es un complejo fendmeno que es influenciado por una serie de

variables como nutricion, ambiente, tubérculo madre, genética y area foliar entre

otros.

Existen dos teorias sobre el proceso de tuberizacion:
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& TJeoria nutricional. Investigaciones en esta area atribuyen el proceso de
formacion de tubérculos a la existencia de carbohidratos excedentes. En 1918
Kraus y Kraybill estudiando cambios en la proporcion carbono : nitrdgeno con
relacion al crecimiento de plantas de tomate establecieron la teoria nutricional.

En 1923 Wellinsiek aplicd esta teoria al proceso de tuberizacion.

& Teoria hormonal. Hoy se cree que substancias de crecimiento de las plantas
son responsables para la iniciacion en el proceso de tuberizacidn que causa
una acumulacion de carbohidratos en los tubérculos. En 1954 Gregory
suministré evidencia experimental que sustentaba la teoria hormonal de la
tuberizacion, demostré que una substancia especifica era encontrada en la
formacion de tubérculos producida bajo ciertas condiciones ambientales y ésta

no era un metabolito muy importante, tal como un carbohidrato.

La teoria hormonal de la tuberizacidn explica que dos factores afectan el
proceso en una forma secuencial, primero hay cambios en factores ambientales
(fotoperiodo y temperatura), los cuales provocan cambios enddgenos en
substancias de crecimiento de las plantas. Las evidencias experimentales para

la teoria hormonal de la tuberizacion pueden ser divididas en 2 categorias:

¢ Niveles enddgenos de substancias de crecimiento de las plantas.

e Aplicaciones exogenas de substancias de crecimiento.
(Arteca, 1995).

Aungue hay una considerable cantidad de investigaciones en el area de
tuberizacion, el proceso por el que los tubérculos son formados permanece poco
claro. Es conocido que factores ambientales como temperatura y fotoperiodo
provocan cambios en los niveles enddgenos de las substancias de crecimiento de
las plantas que estan implicadas en el proceso de tuberizacion, sin embargo con la
excepcion de las giberelinas, que han demostrado inhibir el proceso, se conoce

poco acerca del papel de las substancias de crecimiento de las plantas en la
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tuberizacion. Aun en la actualidad investigaciones a nivel molecular no han
arrojado mucha luz sobre una mejor comprension del papel de los reguladores de

crecimiento de las plantas sobre el proceso de tuberizacion.

La serie de eventos que permiten la iniciacion del tubérculo y su subsecuente
crecimiento de los tubérculos de fiame son las siguientes:

El primer evento en la formacion de la mayoria de los flames es el comienzo de la
actividad meristematica en la union del tallo y la raiz (regidén del hipocétilo). Esta
actividad resulta en la produccion de una masa amorfa de células, las cuales son
usualmente blancas pero pueden ser pigmentadas en algunas variedades de D.
aiala. Esta masa de células pronto organiza un punto de crecimiento y la
estructura comienza a elongar. En este estadio, el érgano puede ser distinguido
como un tubérculo joven. El meristemo primario permanece en la punta de
crecimiento del tubérculo joven, el cual es distal a el punto de union al hipocatilo.
Una vez se ha establecido la polaridad, este meristemo continua la division y
produce mas ceélulas; las células producidas se agrandan y en un tiempo se llenan
de almiddn. El incremento en el tamano del tubérculo es por lo tanto debido a la
produccidon  de nuevas células por el meristema primario y su subsecuente

agrandamiento.

3.5 MICROTUBERIZACION

Bajo condiciones ambientales apropiadas, las plantas que naturalmente
desarrollan tubérculos, pueden ser inducidas a producir versiones en miniatura de
estos 6rganos de almacenamiento, en un medio que contenga altos niveles de
citoguinina. Los tubérculos normalmente formados bajo tierra son producidos /i
vifro en las posiciones de los brotes axilares de plantas micropropagadas. Dos
tipos de cultivos donde los microtubérculos han sido utilizados para la propagacion
han sido papa y hame. Los métodos para la induccion de tuberizacion /7 vitro de

papas fue primero descrito por diferentes autores como lo reporta George, (1993).
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El fendbmeno de tuberizacion /7 wiro de Name fue observado en Dioscorea
bulbifera por Uduebo en 1971, Ammirato en 1976 y 1984, Forsyth y Van Staden en
1984, en Dioscorea alata por Ammirato en 1976 y 1984, Ng en 1986; en D.

rotundata por Ng en 1986 y 1988 usando segmentos nodales como explantes (Ng,
1992).

Estudios sobre los efectos de hormonas sobre la tuberizacion /n vitro de D. alata y
D. bulbifera realizado por Ammirato en 1976 demuestran que ANA o ABA
estimulan la formacion de tubérculos, GA3 promueve el crecimiento del vastago y

una combinacion de zeatina y ANA estimula la formacion de tubérculos.

Ng, (1988) reporta que la tuberizacion ocurre principalmente en la base del tallo,
aunque también se pueden desarrollar tubérculos aéreos, los cuales son

obtenidos ocasionalmente y su formacion se da a nivel de nudos.

Ng, (1988) cultivd segmentos nodales de fiame (0. rofundata) sobre medio MS
suplementado con varias concentraciones de sacarosa, 20 mg/L de cisteinay 0.5
mg/L de Kinetina; encontrando que bajo un fotoperiodo de 12 y 16 horas, la
frecuencia de tuberizacion fue mas alta a 5 % de sacarosa y declinG a una
concentracion mas baja o mas alta, aunque a un fotoperiodo de 24 horas la

frecuencia mas alta fue a 8 % de sacarosa.

Mantell y Hugo, (1989) encontraron que la mayor frecuencia de tuberizacion en
cultivos de D. alata ocurrié en un medio MT suplementado con 2 % de sacarosa,
2.5 uM de Kinetina bajo un fotoperiodo de 8 horas a 25 °C, mientras que en D.
bulbifera la tuberizacion ocurri6 en MS suplementado con 4 % de sacarosa, 2.5

uM de Kinetina bajo un fotoperiodo de 8 horas a 25 °C.

En los trabajos realizados por Jean y Cappadocia, (1991) se observa que el mayor

numero de microtubérculos in vitro en cultivos de D alata y D. abyssinica se
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presentd bajo fotoperiodos de 16 y 24 horas, mientras que los mas grandes
generalmente fueron obtenidos bajo un fotoperiodo de 8 horas. Una evaluacion de
la concentracion de ANA sobre el proceso de tuberizacion in vitro en los mismos
cultivos de Dioscorea, realizado en 1992, bajo un fotoperiodo de 8 horas, arrojé en
D. aiglg a una concentracion de 27 y 54 uM de ANA un incremento en el tamano
y en la biomasa total bajo estas concentraciones, para D. abyssinica estas

variables tuvieron un éptimo a una concentracion de 2.7 uM de ANA.

John et al (1993) evaluaron el efecto de reguladores de crecimiento, intensidad de
luz y calidad de luz sobre la induccion (porcentaje de cultivos con microtubérculos)
y desarrollo (peso fresco de microtubérculos) de microtubérculos en cultivos de D.
alata. El ABA estimuld el desarrollo de MT en cultivos de segmentos nodales de D.
dlata en medio de tuberizacion bajo un fotoperiodo de 8 horas. Una concentracion

de 2.5 uM de Kinetina inhibio6 el desarrollo de MT bajo estas mismas condiciones.

Alhassan , (1998) suplementd el medio MT con 1.0 uM de Kinetina el cual mejord
substancialmente la frecuencia de tuberizacion en cultivos de D. alalfa, también
evalud niveles de Kinetina con un set de nivel de 1.0 uM de ABA, lo cual redujo la
frecuencia de tuberizacion. La incubacion de los cultivos bajo fotoperiodo de 16
horas por 7-21 dias previo a la incubacion bajo 8 horas aumento la frecuencia de

induccion de microtubérculos drasticamente.

Los tubérculos en miniatura tienen la gran ventaja que ellos pueden ser removidos
facilmente de los frascos de cultivo en condiciones de dormancia y almacenados
ex vitro, cuando son plantados en el suelo, ellos se comportan como tubérculos
normales y producen plantas de brotes axilares. El papel importante de los
microtubérculos en la distribucion internacional de material vegetal libre de virus
no puede ser pasado por alto si son producidos de brotes libres de virus. Los
minitubérculos proveen un método ideal de propagacion y distribucion de material
libre de virus a los agricultores (Ng, 1988; John, 1993; Mantell y Hugo, 1989).
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Estos pueden ser empacados en recipientes estériles cubiertos en algodon o
papel filtro humedo para distribucidon internacional, tienen un gran potencial para
el almacenamiento y distribucion de germoplasma élite del género (Krikorian,
1994); las ventajas de usar microtubérculos para el intercambio internacional de

germoplasma son:

e Ellos pueden ser producidos de plantas libres de virus, asi el peligro de

distribuir o introducir enfermedades es disminuido.

e Pueden ser mantenidos bajo condiciones de obscuridad por largo periodo de

tiempo sin pérdida de viabilidad, asi se facilita el envio por correo.

e Pueden ser faciimente transplantados y establecidos en el suelo con minimos

cuidados.

El sistema de produccion de microtubérculos /i wlfio no solo provee
microtubérculos para almacenar, plantar o distribuir, sino que al mismo tiempo los
brotes pueden también ser usados para futura multiplicacion. Asi se incrementa la

rata total de multiplicacion (Ng, 1992)



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LOCALIZACION

El trabajo se realizd en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Universidad de Sucre, la cual esta localizada a los 9° 9’ de latitud norte y a los 75°
27’ de longitud oeste de Greenwich. Presenta una Humedad relativa promedio de
77%, una precipitacion anual de 10785 mm, altitud de 200 m.s.n.m. y una

temperatura promedio de 28°C.

4.2 CONDICIONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales del laboratorio fueron:

Temperatura: 29-31 °C
Humedad relativa: 40-50 %

Intensidad luminica: 40-45 pmol m?*s™ (PAR: radiacién fotosintéticamente activa)

4.3 OBTENCION Y TRATAMIENTO DEL MATERIAL
SELECCIONADO

Tubérculos de D. alata L. var. “Pico de Botella” fueron suministrados por el banco
de germoplasma de la Universidad de Coérdoba, Monteria-Cérdoba. Piezas de
tubérculos de 100 g fueron lavados con detergente y enjuagados con agua
destilada estéril, luego fueron colocados en una solucion fungicida (Benlate 2 g/L)

durante media hora; estas piezas fueron dejadas sobre papel (Kraf) hasta que se
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produjo la cicatrizacion de los cortes (5-7 dias aproximadamente). Luego fueron
sembrados en una mezcla de sustrato en proporciéon (1:1:1); compuesto por arena,
cascarilla de arroz y tierra negra( la cual presenta un buen contenido de materia
organica) previamente esterilizados en autoclave a 121 °C y 1.5 Kg./cm2 durante
20 minutos. Este sustrato fue utilizado debido a que favorecio la brotacion de las

piezas de tubérculos en previos experimentos.

El material fue almacenado en casa malla, la nutricibn se realizé con sales de
Murashige y Skoog (MS) cada 2 semanas y riego con agua de la llave cada tres

dias, aplicando riego directamente sobre el substrato.

4.4 OBTENCION DEL BANCO DE GERMOPLASMA /N VITRO

Segmentos nodales de aproximadamente 3 cm de longitud fueron tomados de
plantas de 4-5 meses de desarrollo, fueron tratados con etanol al 70% durante 30
s., luego lavados con detergente por 5 min. y enjuagados tres veces con agua
destilada estéril. Posteriormente y en laboratorio fueron desinfectados en cabina
de flujo laminar con etanol al 70% durante 30 s. y se enjuagaron dos veces con
agua destilada estéril, luego se utilizd peréxido de Hidrogeno al 2% durante 2 min.
y se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril. Finalmente fueron tratados
con Hipoclorito de Sodio al 2% durante 10 min. y enjuagados tres veces con

agua destilada estéril.

Segmentos individuales de aproximadamente 1 cm. de longitud fueron colocados
sobre un medio de iniciacion con sales MS suplementado con 30 g/L de sacarosa,
0.1 mg/L de tiamina, 100 mg/L de mioinositol, 20 mg/L de L-cisteina, 1 g/L de
carbon activado, 0.1 mg./L de BAP, 8 g/L de Agar-Agar y pH 5.7-5.8. El medio fue
servido en frascos de vidrio, tapados con papel aluminio y esterilizados en

autoclave a 121 °C y 1.5 Kg/cm2 por 20 min., los cultivos fueron incubados a una

temperatura de 29+2 °C bajo una intensidad luminica de 45 umol m°S™ (Lamparas
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fluorescentes Silvania, 40 W) y un fotoperiodo de 12 horas luz. Estos fueron
multiplicados utilizando subcultivos regulares cada 30 dias; el medio basal y las
condiciones usadas fueron los mismos descritos anteriormente; excepto que los
reguladores de crecimiento utilizados fueron: 0.5 mg/L de ANA y 4.0 mg/L de BAP

acorde a la metodologia descrita por Rodriguez y Beltran (2001).

4.5 PRODUCCION DE MICROTUBERCULOS USANDO SEGMENTOS
NODALES

Vitroplantas de 5-6 meses de edad con 8-10 segmentos nodales cada una fueron
seccionadas en segmentos individuales de 1 cm con una hoja e inducidos a
tuberizar en medio basal MS y medio de tuberizacion - MT (Mantell y Hugo,
1989) suplementados con 0.1 mg/L de tiamina, 100 mg/L de mioinositol, 20 mg/L
de L-cisteina, 1 g/L de carbdn activado, 0.8% de Agar-Agar y un pH 5.8, los
medios fueron esterilizados en erlenmeyer de 500 mL como se describid
anteriormente, luego se adicionaron los reguladores de crecimiento los cuales
fueron previamente filtrados en Millipore de 2pu; finalmente el medio fue
dispensado en volumenes de 20 mL en frascos de vidrio (120 mL de capacidad)

previamente esterilizados.

Un segmento nodal fue colocado por cada frasco de cultivo y se incubaron bajo
las siguientes condiciones: Humedad relativa 40 - 50%, la temperatura se mantuvo
entre un rango de 29-31 °C, la intensidad luminica en un gradiente de 40- 45 pumol
m’s”' y dos fotoperiodos de 8 y 16 horas luz. Adicionalmente se evaluaron los
efectos del fotoperiodo simultaneamente con diferentes concentraciones de
sacarosa (30, 60 y 90 g/L), Kinetina (0.0,1.5y 2.5 uM) y acido abscisico (0.0,1.0 y
2.0 uM). Véase cuadros 3y 4.



EXPERIMENTO 1

Cuadro 3. Efectos del fotoperiodo, concentracién de sacarosa y concentracién de

Kinetina sobre la tuberizacion in vitro en cultivos de D. 2/2¢2 L. en medio MT.

Fotoperiodo

Sacarosa [g/L]

Kinetina [uM ]

30

0.0
1.5
2.5

60

0.0
1.5
2.5

90

0.0
1.5
2.5

16

30

0.0
1.5
2.5

60

0.0
1.5
2.5

90

0.0
1.5
2.5

EXPERIMENTO 2

Cuadro 4: Efectos del fotoperiodo, concentracidn de sacarosa y concentracion de
acido abscisico sobre la tuberizacion in vitro en cultivos de D. a/ata L. en medio MT.

Fotoperiodo

Sacarosa [g/L]

ABA [uM]

30

0.0
1.0
2.0

60

0.0
1.0
2.0

90

0.0
1.0
2.0

16

30

0.0
1.0
2.0

60

0.0
1.0
2.0

90

0.0
1.0
2.0
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En los experimentos 3 y 4 se evaluaron los mismos factores, solo que el medio MT

fue reemplazado por el MS, los demas suplementos no fueron variados.

Datos sobre el numero de explantes que tuberizaron, numero promedio de
microtubérculos por explante, peso promedio y biomasa total de microtubérculos
fueron registrados después de 24 semanas de incubacion. Los microtubérculos
cosechados fueron pesados, medidos (largo y diametro) y almacenados en cajas

de petri con papel absorbente humedecido.



5. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Se realizdé un disefio de parcelas subdivididas organizadas en completamente al
azar, donde las parcelas principales fueron el fotoperiodo (8 y 16 h) las
subparcelas nivel de sacarosa (30, 60 y 90 g/L) y las subsubparcelas
(Experimento 1y 3: 0.0, 1.5y 2.5 uM de Kinetina, Experimento 2y 4. 0.0, 1.0y
2.0 uM de ABA).

La unidad experimental correspondié a un explante por frasco de cultivo. Cada
combinacién de fotoperiodo x sacarosa x (Kin. o ABA) tuvo 10 repeticiones, para

un total de 180 unidades experimentales.

El analisis estadistico de los resultados se realizd mediante un ANOVA y para la

separacion de medias se utilizd la prueba de rango multiple de Duncan.



6. RESULTADOS Y DISCUSION

Cuatro experimentos fueron realizados para evaluar el efecto de varios
componentes del cultivo de tejidos vegetales conocidos por influenciar la
induccion, formacion y desarrollo de microtubérculos /n vifro en aquellas especies
que producen tubérculos entre las cuales se encuentran las Dioscoreas como el

fiame.

6.1 PRODUCCION DE MICROTUBERCULOS USANDO SEGMENTOS
NODALES

A las pocas semanas de incubacion se observo en los cultivos que presentaron
tuberizacion la formacion de una masa indiferenciada de células (color blancuzco)
en las axilas de las hojas y en algunos casos en la base del tallo; de esta masa se
desprendian algunas raices,(véase figura 6 (a)). Pocas semanas mas tarde se
pudo observar la formacién de una estructura similar a un microtubérculo joven
(figura 6(b) y (c)); el cual en el extremo distal a su union con la vitroplanta,
presentaba una zona de color blanco y de crecimiento continuo, mas tarde se

presentd un microtubérculo desarrollado (figura 6(d)).

6.1.1 Experimento 1. Elfotoperiodo tuvo efecto significativo sobre el niUmero
de explantes que tuberizaron y sobre el numero de microtubérculos por explante.
El fotoperiodo y la sacarosa afectaron significativamente el peso promedio y la

biomasa total de los microtubérculos producidos.
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Figura 6. Estados de diferenciacion y formacién de microtubérculos encontrado en cultivo
in vitro de segmentos nodales fiame (Dioscorea alata |l .) var. "Pico de Botella".
a)iniciacién; b)formacion de microtubérculo joven; c)alargamiento distal y d)
microtubérculo maduro.

Teniendo en cuenta la interaccion de los tres grupos de factores estudiados
tenemos que hubo interaccion significante entre el fotoperiodo y la sacarosa (peso
promedio y biomasa total de microtubérculos), fotoperiodo y sacarosa con Kinetina
(numero de microtubérculos por explante, peso promedio y biomasa total de

microtubérculos).
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Un fotoperiodo de 8 horas generalmente promovié la mayor induccion, formacion y
desarrollo de microtubérculos con mayor peso fresco que un fotoperiodo de 16

horas.

La concentracion de sacarosa que soportd el mayor numero de explantes
tuberizados fue 60 g/L aunque el mayor numero de microtubérculos por explante,
peso promedio y biomasa total fueron estimulados por una concentracion de 90
g/L.

A una concentracion de 1.5y 2.5 uM de Kinetina se presentd el mayor porcentaje
de tuberizacion y a 1.5uM el mayor numero de microtubérculos por explante con
respecto a las otras concentraciones utilizadas; la ausencia (0.0uM) y una
concentracion de 2.5 uM de Kinetina en el medio de cultivo promovieron un peso
promedio y una biomasa total de microtubérculos mas alta que cuando se utilizd
1.5uM de Kinetina. Los resultados de este experimento son presentados en el

cuadro 5y en las figuras 7, 8, 9y 10

=
o

bao

m15

025

Numero de explantes
que tuberizaron

O =~ N W b OO O N 0 O
| |

| | _I:

g ilii1e 8 | 16 8l 16
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Figura 7. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60y 90 g/L),
concentracion de Kinetina (0.0, 1.5 y 2.5uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre el
numero de explantes que tuberizaron
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Figura 8. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de Kinetina (0.0, 1.5y 2.5 uM) y fotoperiodo (8 y 16 h) sobre el
numero de microtubérculos por explante que tuberizd
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Figura 9. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de Kinetina (0.0, 1.5y 2.5 uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre el

peso de microtubérculos por explante que tuberizé
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Figura 10. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de Kinetina (0.0, 1.5y 2.5 uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre la

biomasa total de microtubérculos por explante que tuberizd
En las graficas anteriores se puede observar claramente una mejor respuesta a un
fotoperiodo de 8 horas a medida que aumenta la concentracion de sacarosa,
presentandose un Optimo a una concentracion de 90 g/L. Ademas, hay una
marcada influencia por la presencia o ausencia del regulador de crecimiento. En
las figuras 7 y 8, la respuesta 6ptima se da a 1.5 uM de Kinetina; en la figura 9 el
optimo es a una concentracion de kinetina de 0.0 6 2.5 uM y en la figura 10 el

optimo es en ausencia de Kinetina (0.0 uM).

6.1.2 Experimento 2. Con relacion a éste hubo efecto significante del
fotoperiodo sobre la biomasa total de microtubérculos y de la sacarosa sobre el

numero de microtubérculos por explante y biomasa total de microtubérculos.

Teniendo en cuenta la interaccion entre los grupos de factores estudiados se
encontré que hubo interaccion significativa entre el fotoperiodo y la sacarosa
(numero de explantes que tuberizaron, numero de microtubérculos por explante y
peso promedio de microtubérculos por explante), fotoperiodo y sacarosa con ABA
(numero de explantes que tuberizaron, numero promedio de microtubérculos por

explante, peso promedio y biomasa total de microtubérculos).
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Al igual que en el experimento 1, ambos fotoperiodos influyeron en la produccion
de microtubérculos y al igual que en este en el fotoperiodo de 8 horas se presentd
el mas alto porcentaje de explantes que tuberizaron, numero de microtubérculos,

peso promedio y biomasa total que en el fotoperiodo de 16 horas.

La concentracion de sacarosa en la cual se presentd el mayor numero de
explantes tuberizados, el mayor numero de microtubérculos por explante, peso

promedio y biomasa total de microtubérculos mas alta fue a 60 gL,

A una concentracion de 1.0 uM de ABA se presentd el porcentaje de tuberizacion,
peso promedio y la biomasa total de microtubérculos mas alta con relacion a las
otras concentraciones de ABA utilizadas; mientras que la ausencia en el medio de
cultivo de ABA (0.0 uM) influyd en un mayor numero promedio de microtubérculos
por explante; los resultados son presentados en el cuadro 7 y en las figuras 11,
12,13y 14.
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Figura 11. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de ABA (0.0, 1.0y 2.0 uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre el
numero de explantes que tuberizaron
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Figura 12. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de ABA (0.0, 1.0 y 2.0 uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre el numero
de microtubérculos por explante que tuberizd
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Figura 13. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de ABA (0.0, 1.0 y 2.0 uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre el peso
de microtubérculos por explante que tuberizo
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Figura 14. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30, 60 y 90 g/L),
concentracion de ABA (0.0, 1.5y 2.5 uM) y fotoperiodo ( 8 y 16 h) sobre la
biomasa total de microtubérculos por explante que tuberizd

En estas figuras (11, 12, 13 y 14) se observa que la respuesta a un fotoperiodo de
8h se ve favorecida por una concentracion de sacarosa de 60 g/L y disminuye a
concentraciones de 30 o 90 g/L. Ademas, la interaccion de estos niveles con 1.0
uM de ABA favorecen una mejor respuesta para cada uno de los parametros

evaluados.

6.1.3 Experimentos 3 y 4. En estos experimentos donde las sales utilizadas
fueron las del medio basal MS; ninguno de los niveles de los factores utilizados
influencio la induccion y formacién de microtubérculos. En este caso los cultivos
expresaron una alta sensibilidad a las condiciones de cultivo en el sentido que se
presentd una alta formacion de callo en la base del tallo; este fendomeno se pudo
observar a ambos fotoperiodos y en las concentraciones de sacarosa utilizadas
(véase figura 15), estructuras como las descritas aqui también fueron observadas

por Ng (1988) cuando el medio MS fue utilizado.
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Figura 15. Formacion de callo en cultivos de segmentos nodales de name
(Dicscorea alata L) var. "Pico de Botella" cultivados en medio MS.

Ahora comparando los resultados obtenidos en los experimentos 1y 2 se tiene
que el mayor numero de explantes tuberizados (92) se presentd en el experimento

1y en el experimento 2 (90 explantes tuberizados)

Con relacion al numero promedio de microtubérculos por explante; para el
experimento 1 fueron 1.228 microtubérculos por explante y para el experimento 2
fueron 1.355 microtubérculos por explante. Los pesos promedios de
microtubérculos fueron: 415368 y 547.57 mg para el experimento 1 y 2
respectivamente. La biomasa total de los microtubérculos producidos fue para el

experimento 1: (3421.5 mg) y para el 2: (4653.3 mg).

En el experimento 1 se obtuvo 113 microtubérculos (véase figura 16) los cuales
presentaron un peso entre 2.3 y 169..6 mg, una longitud de 1.3 a 22.2 mm y un

diametro entre 1.5y 5.5 mm.
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Figura 16. Microtubérculos cosechados y almacenados en cajas de petri con papel
absorbente humedecido, correspondiente a los tratamientos 1 al 18 en el
experimento 1 bajo un fotoperiodo de 8 h (a) y fotoperiodo de 16 h (b).
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Figura 17. Microtubérculos cosechados y almacenados en cajas de petri con papel
absorbente humedecido, correspondiente a los tratamiento 1 al 18 en el
experimento 2 bajo un fotoperiodo de 8 h (a) y fotoperiodo de 16 h (b).
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En el experimento 2 se obtuvo 122 microtubérculos con un peso entre un rango de

5.0y 217.4 mg (figura 17), una longitud entre 2.8 y 22.8 mm y un diametro de 1.5
a10.2 mm.

Los microtubérculos fueron clasificados en tres categorias de acuerdo al peso;

teniendo para el experimento 1. < 50 mg : 93 microtubérculos
> 50 mg : 11 microtubérculos

>100 mg : 9 microtubérculos

y para el experimento 2 : < 50 mg : 93 microtubérculos
> 50 mg : 18 microtubérculos

> 100 mg : 11 microtubérculos

La mayoria de los microtubérculos producidos fueron aéreos, pocos

microtubérculos basales se originaron (véase figura 18).

Figura 18. Formacion de microtubérculos a diferentes posiciones a lo largo de la
vitroplanta, a) aéreo y b) basal.
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Un resumen de los efectos del fotoperiodo, sacarosa y regulador de crecimiento

utilizado sobre cada una de las variables evaluadas son presentados en cuadro 7.

Cuadro 7. Efectos principales del fotoperiodo, concentracion de Sacarosa y regulador
de crecimiento sobre el desarrollo de microtubérculos en cultivos de segmentos
nodales de fiame D. alata L. var. " Pico de Botella".

N.De %de Numero Peso
FACTOR ex iantes explantes |promedio de MT | promedio de | Biomasa
cuIFt)ivados que por explante que MT por total (mg.)
tuberizaron tuberizo explante (mg.)
EXPERIMENTO 1
(a) Fotoperiodo
Horas
8 90 67.77 a 1.3442 a 37217 a 30518 a
16 90 3444 b 1 b 11.9258 b 369.7 b
(b) Sacarosa g/L
30 60 41.666 a 104 a 15.5769 a 405 a
60 60 58.333 a 1.2285 a 21.8581 b 9399 b
90 60 53.333 a 1375 a 47.1954 ¢ 20766 ¢
(¢ ) Kinetina pM
0 60 48.333 a 1.2068 a 35.1114 a 12289 a
15 60 53.333 a 125 a 25.5375 a 10215 a
25 60 51.666 a 1.2258 a 30.8184 a 11711 a
EXPERIMENTO 2
(a) fotoperiodo
Horas
8 90 53.333 a 1.4375 a 50.5608 a 3488.7 a
16 90 46.666 a 1.2619 a 21.9754 b 11647 b
(b) Sacarosa g/L
30 60 30 a 1.1666 a 18.3666 a 3857 a
60 60 73.333 b 1.5227 b 433194 b 29024 b
90 60 46.666 ¢ 12142 ¢ 40.1529 b 13652 ¢
(c)ABA uM
0 60 48.333 a 15172 a 294431 a 12955 a
1.0 60 53.333 a 1.3437 a 44,0255 a 1893.1 a
20 60 48.333 a 1.2068 a 41.8485 a 14647 a
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El incremento en el numero de microtubérculos y la biomasa total observada a 8

horas puede ser atribuida a la longitud del fotoperiodo.

Jean y Cappadocia (1991) reportaron mayor numero de microtubérculos en la
base de los tallos a un fotoperiodo de 8 horas, en este reporte el mayor numero de
microtubérculos presentados fueron aéreos tanto a un fotoperiodo de 8 como a 16
horas; ademas, el numero mas alto de microtubérculos fue obtenido a 8 horas y no

a 16 como lo reportado por los autores mencionados anteriormente.

El efecto inhibitorio del medio MS en los cultivos de D. aiafavar. "Pico de Botella";

concuerda con los reportes presentados por Mantell y Hugo (1989).

El desarrollo de microtubérculos en medio MT al igual que lo expuesto por John et
al, (1993) fue mas estimulado por la presencia de ABA en el medio; la utilizacion
de Kinetina en el medio MT no presentd diferencias significativas sobre el

desarrollo de estos.

Aungue se observd un alto numero de microtubérculos en el fotoperiodo de 16
horas; este fotoperiodo no promovié el desarrollo de los microtubérculos; lo cual
se ve reflejado en los pesos promedios y biomasa total bajos con respecto a los

obtenidos a un fotoperiodo de 8 horas en ambos experimentos.

En general algunos de los resultados presentados aqui y los reportados por otros
autores indican que los factores de cultivo que en primera instancia favorecen la
produccion de un mayor numero de microtubérculos son a menudo diferentes y

algunas veces no favorecen el desarrollo de estos.



7. CONCLUSIONES

La utilizacion del medio de tuberizacidon es esencial para la induccion,

formacion y desarrollo de microtubérculos en flame (Dioscorea alata L.) var.

"Pico de Botella".

La sacarosa en el desarrollo de los microtubérculos tuvo un éptimo a una

concentracion de 90 g/L en el experimento 1 y 60 g/L para el experimento 2.

Aungue no hubo diferencias significativas entre los niveles de reguladores de
crecimiento utilizados , se presentd una biomasa mas alta en ausencia de
kinetina con relacidon a las concentraciones de 1.5y 2.5 uM utilizadas para el
experimento 1; y en el experimento 2, el mejor efecto sobre el desarrollo de los

microtubérculos se presentd a una concentracion de 1.0 uM de ABA.

La longitud del fotoperiodo tiene una fuerte influencia sobre el desarrollo de

microtubérculos en (Djoscorea alata L.) var. "Pico de Botella" dandose un

mejor desarrollo de los microtubérculos a un fotoperiodo de 8 horas en ambos

experimentos.

En este estudio se report6 el efecto inhibitorio del medio MS sobre el proceso

de tuberizacion en (Djoscorea alata L.) var. "Pico de Botella", lo cual puede ser

debido a la presencia de altos niveles de nitrogeno en las formas de nitrato de
amonio y nitrato de potasio en este medio (Jean y Cappadocia, 1991; Mantell
y Hugo, 1989); ademas, este resultado puede estar sujeto al genotipo

utilizado.
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Los resultados presentados en este trabajo sugieren que cada uno de los
factores evaluados no favorecen por si solos la induccion, formacion vy
desarrollo de microtubérculos; sino que , la regulacion del desarrollo de estos

organos de almacenamiento implica la interaccion entre ellos.

El cultivo in vitro de microtubérculos permitiria estudiar aspectos
morfogenéticos de los procesos de tuberizacion bajo condiciones controladas

en plantas de name.



8. RECOMENDACIONES

Realizar nuevos trabajos en los cuales se modifiguen parametros de cultivo
como concentracidon de sacarosa, reguladores de crecimiento y fotoperiodo
que permitan mejorar los niveles de tuberizacion en un periodo de tiempo mas

corto.

Estudios posteriores sobre germinacion de microtubérculos deben ser
realizados para llegar a decidir si es mas conveniente producir un mayor
numero de microtubérculos independiente del tamafio o encaminar esfuerzos a
la busqueda de condiciones de cultivo que permitan obtener a la vez, un
mayor numero de microtubérculos de mayor tamafo que toleren mejor una

manipulacion y transporte.
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ANEXO C. Medio De Tuberizacién (MT)

MACROSALES DE WHITE (1953)

Sales Concentracién (mg/L)

KNO3 80
Ca(NO3)2 300
MgSO4-7H20 720
Na2S04 200
NaH2P0O4-H20 16.5
KCI 65

MICROSALES DE HELLER (1939)
MnSO4-4H20 0.01
ZnS04-7H20 1
H3BO3 1.24
Kl 0.01
CuS04-5H20 0.03
NiCl2-6H20 0.03
AICI3 0.03
Fe2(S04)3 25.0

Segun Mantell and Hugo, (1989)




ANEXO D. ANALISIS DE VARIANZA'Y COMPARACION MULTIPLE
EXPERIMENTO 1

NUMERO DE EXPLANTES QUE TUBERIZARON

Analisis de varianza del numero de explantes que tuberizaron. Experimento 1.

74

Ft
FUENTE GL SC CM Fc 37 T
A (FOTOPERIODO) 1 50 5.0 12.7356 5.12 10.56
Error 9 3.5333 0.4491
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 0.8778 0.4389 0.7621ns| 3.26 5.25
AB 2 0.700 0.3500 0.6077ns| 3.26 525
Error 36 20.7333 0.5759
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (KINETINA) 2 00778 0.0389 0.1015ns| 3.09 4.82
AC 2 02333 0.1166 0.3045ns| 3.09 4.82
BC 4 0.5222 0.2611 0.6819ns| 2.46 3.51
ABC 4 3.0222 0.7555 1.9731ns| 2.46 3.51
Error 108 41.3556 0.3829
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

** . Diferencia altamente significativa

* . Diferencia significativa
ns: No hay diferencia significativa

PRUEBA DE DUNCAN

Error estandar S(x)

_ CME
r

S(x)

r. No de repeticiones

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (a)

S(x

RES: Rangos estudentizados significativos

fotoperiodo, tenemos:

~0.3926

)

= 0.1981

GLE: 9

RMS: Rangos minimos significativos



P: No de medias para rangos probados

P 2
RES 3.20
RMS 0.6392

e Ordenar las medias de menor a mayor

F 16 F8
3.1 6.1

e Probar las diferencias

|6.1-3.1] =3.0 > 0.6392 Significativamente diferentes

e NUMERO PROMEDIO DE
EXPLANTES QUE TUBERIZO

75

MICROTUBERCULOS POR

Analisis de varianza de el numero promedio de microtubérculos por explantes.

Experimento 1.

FUENTE GL SC CM Fc Ft
5% 1%
A (FOTOPERIODO) 1 53389 | 14.45 13.2253™ 542 | 1056
Error 9 14 45 1.0926
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 3.4112 1.7056 1.6769ns| 3.26 5.25
AB 2 2.0333 1.0166 0.9995ns| 3.26 5.25
Error 36 36.6167 1.0171
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (KINETINA) 2 0.2112 0.1056 0.1731ns| 3.09 4.82
AC 2 0.1 0.05 0.0819ns| 3.09 4.82
BC 4 1.2888 0.3222 0.5281ns| 2.46 3.51
ABC 4 8.2888 2.0722 3.3970*| 2.46 3.51
Error 108 65.8888 0.6100
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

** . Diferencia altamente significativa
* . Diferencia significativa
ns: No hay diferencia significativa
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PRUEBA DE DUNCAN
e Error estandar S(x)

_ CME

r

S(x)

r. No de repeticiones

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (a)
fotoperiodo, tenemos:

- 1'(;?)26 = 0.3305 GLE : 9

S(x)

RES: Rangos estudentizados significativos
RMS: Rangos minimos significativos
P: No de medias para rangos probados

P 2
RES 3.20
RMS 1.0577

e Ordenar las medias de menor a mayor

F 16 F8
3.1 8.2

e Probar las diferencias

|82-3.1] =51 > 1.0577 Significativamente diferentes



a4

e PESO PROMEDIO DE MICROTUBERCULOS POR EXPLANTE QUE

TUBERIZO

Analisis de varianza del peso promedio de microtubérculos por explantes.

Experimento 1.

Ft
FUENTE GL SC CM Fc 5% T
A (FOTOPERIODO) 1 242034 | 24203.4 206639 ™ 512 | 10.56
Error 9 11586.04 815.92
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 15663.94 7831.97 4.8510* 3.26 5.25
AB 2 13374.46 6687.23 4.1420*| 3.26 525
Error 36 58121.47 1614.48
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (KINETINA) 2 531.65 265.82 0.1872ns| 3.09 4.82
AC 2 1307.72 651.36 0.4589ns| 3.09 4.82
BC 4 1897.17 474.29 0.3341ns| 2.46 3.51
ABC 4 17974 .48 4493 62 3.1661* 2.46 3.51
Error 108 153283.84 | 1419.29
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

** . Diferencia altamente significativa
* . Diferencia significativa
ns: No hay diferencia significativa

PRUEBA DE DUNCAN
e Error estandar S(x)

_ CME

r

r. No de repeticiones

S(x)

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (a)

fotoperiodo, tenemos:

= 81592 _ g7 GLE : 9

S(x)
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RES: Rangos estudentizados significativos
RMS: Rangos minimos significativos
P: No de medias para rangos probados

P 2
RES 3.20
RMS 28.888

e Ordenar las medias de menor a mayor

F 16 F8
369.7 2457.20

e Probar las diferencias

| 2457.20-369.7| =2087.5 > 28.888 Significativamente diferentes

Teniendo en cuenta ademas que hay diferencia significativa entre el factor (b)
concentracion de sacarosa, tenemos:

s(x)= 10148 _ 45 7074 GLE : 36
P 2 3
RES 2.89 3.01

RMS36.7246 38.2495

e Ordenar las medias de menor a mayor

(30g/L) by (60g/L) by (90g/L) bs
392.85 723.57 1710.48

e Probar las diferencias

| 1710.48 - 392.85|

1317.63 > 38.2495  Significativamente diferentes

| 1710.48 723.57|

986.91 > 36.7246 Significativamente diferentes

| 723.57 -392.85] = 330.72 > 36.7246 Significativamente diferentes
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e BIOMASA TOTAL DE MICROTUBERCULOS POR EXPLANTE

Analisis de varianza de la biomasa total de microtubérculos por explantes.
Experimento 1.

Ft
FUENTE GL SC CM Fc 7 T
A (FOTOPERIODO) 1 3998479 | 39984.79 3106 542 | 1056
Error 9 11586.04 1287.33
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 24311.49 12155.7 5427 3.26 | 5.25
AB 2 20541.01 10270.5 458% 326 | 5.25
Error 36 80626.2 2239.61
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (KINETINA) 2 401.88 200.94 0.107ns| 3.09 | 4.82
AC 2 1052.86 526.43 0.2804ns| 3.09 | 4.82
BC 4 1094.78 273.695 0.1457ns| 2.46 | 3.51
ABC 4 25172.49 6293.12 3.35*| 2.46 | 3.51
Error 108 202750.7 1877.32
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

** . Diferencia altamente significativa
* . Diferencia significativa

ns: No hay diferencia significativa
PRUEBA DE DUNCAN

e Error estandar S(x)

_ CME
r

S(x)

r. No de repeticiones

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (a)
fotoperiodo, tenemos:

128733
10

S(x) = 11.3460 GLE : 9

RES: Rangos estudentizados significativos
RMS: Rangos minimos significativos
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P: No de medias para rangos probados

P 2
RES 3.20
RMS36.3073

e Ordenar las medias de menor a mayor

F 16 F8
369.7 3051.8

e Probar las diferencias
| 3051.8-369.71 =2682.09 > 36.3073 Significativamente diferentes

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (b)
concentracion de sacarosa, tenemos:

22?(9)'61 = 14.9653 GLE : 36

S(x)=

RES: Rangos estudentizados significativos
RMS: Rangos minimos significativos
P: No de medias para rangos probados

P 2 3
RES 2.89 3.01
RMS43.2497 45.0456

e Ordenar las medias de menor a mayor

(30g/L) b 4 (60g/L) b » (90g/L) b 3
405 939.9 2076.6

e Probar las diferencias

| 2076.6 — 405 |

1671.6 > 45.0456 Significativamente diferentes

| 2076.6 — 939.9) 1136.7 > 43.2497 Significativamente diferentes

|939.9-405] = 5349 > 43.2497 Significativamente diferentes
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ANEXO E. ANALISIS DE VARIANZA'Y COMPARACION MULTIPLE

EXPERIMENTO 2
e NUMERO DE MICROTUBERCULOS POR EXPLANTES QUE
TUBERIZO
Analisis de varianza de Numero de explantes que tuberizaron. Experimento 2.
Ft
FUENTE GL SC CM Fc 5o %
A (FOTOPERIODO) 1 02 0.2 0.3292ns| 5.12 | 10.56
Error 9 5.4666 0.6074
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 5.7333 2.8666 13.8216 ™ 3.26 5.25
AB 2 7.4667 0.2074 4.58% 3.26 5.25
Error 36 80626.2 2239.61
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (ABA) 2 0.1 0.05 0.1709ns| 3.09 | 4.82
AC 2 0.6333 0.3166 1.0823ns| 3.09 4.82
BC 4 0.8667 0.2116 0.7234ns| 2.46 3.51
ABC 4 6.1667 15416 527047 246 | 351
Error 108 316 0.2925
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

** . Diferencia altamente significativa

* . Diferencia significativa
ns: No hay diferencia significativa

PRUEBA DE DUNCAN
e Error estandar S(x)

_ CME
r

S(x)

r. No de repeticiones

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (b)
concentracion de sacarosa, tenemos:

02074 _

S(x) = = 0.1440 GLE : 36

RES: Rangos estudentizados significativos
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RMS: Rangos minimos significativos
P: No de medias para rangos probados

P 2 3
RES 2.89 3.01
RMS0.4162 0.4334

e Ordenar las medias de menor a mayor

(30g/L) b 4 (90g/L) b 3 (60g/L) b »

18 28 44
e Probar las diferencias

|44 - 18| = 26 > 0.4334 Significativamente diferentes

| 44 - 28| 16 > 0.4162 Significativamente diferentes

|28 — 18]

10 > 0.4162 Significativamente diferentes

e NUMERO DE MICROTUBERCULOS POR EXPLANTES QUE
TUBERIZO

Analisis de varianza del numero de microtubérculos por explantes. Experimento 2.

Ft
FUENTE GL SC CM Fc N %
A (FOTOPERIODO) 1 1.4223 1.4223 0.9521ns| 5.12 10.56
Error 9 13.4444 1.4938
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 187445 | 93722 | 1034347 326 | 525
AB 2 8.611 43055 475% 3.26 5.25
Error 36 32.6223 0.9061
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (ABA) 2 0.8112 0.4056 0.4341ns| 3.09 4.82
AC 2 1.8777 0.9388 1.0049ns| 3.09 4.82
BC 4 1094.78 273.695 0.1457ns| 2.46 3.51
ABC 4 4.1555 1.0388 1.1119* 2.46 3.51
Error 108 100.9001 0.9342
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

** . Diferencia altamente significativa
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* . Diferencia significativa
ns: No hay diferencia significativa

PRUEBA DE DUNCAN
e Error estandar S(x)

_ CME
r

S(x)

r. No de repeticiones

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (b)
concentracion de sacarosa, tenemos:

0.9061 _

S(x)= ~ % = 03010 GLE : 36

RES: Rangos estudentizados significativos
RMS: Rangos minimos significativos
P: No de medias para rangos probados

P 2 3
RES 2.89 3.01
RMS0.8699 0.9060

e Ordenar las medias de menor a mayor

(30g/L) b 1 (90g/L) b 3 (60g/L) b 2

21 34 67

e Probar las diferencias

|67 —21| = 46 > 0.9060 Significativamente diferentes
|67 -34] = 33 > 0.8699 Significativamente diferentes
|34 —-21] = 13 >0.8699 Significativamente diferentes
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e PESO PROMEDIO DE MICROTUBERCULOS POR EXPLANTES

QUE TUBERIZO

Analisis de varianza del peso promedio de microtubérculos por explantes.

Experimento 2

Ft
FUENTE GL SC CM Fc 7 T
A (FOTOPERIODO) 1 12313.7 12313.7 3.55ns| 5.12 10.56
Error 9 31209.09 3467.67
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 14216.61 7108.30 297ns| 3.26 5.25
AB 2 15794.31 7897.30 3.30* 3.26 5.25
Error 36 86063.71 2390.65
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (ABA) 2 62724 313.62 0.158ns| 3.09 4.82
AC 2 447 41 223.70 0.112ns| 3.09 4.82
BC 4 11849.54 2962.38 1.495ns| 2.46 3.51
ABC 4 27215.63 6803.90 3.435*| 2.46 3.51
Error 108 213898.25 1980.53
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179

e BIOMASA TOTAL DE MICROTUBERCULOS POR EXPLANTE

Analisis de varianza de la biomasa total de microtubérculos por explantes.

Experimento 2

Fi
FUENTE 6L sc cM Fc S
A (FOTOPERIODO) 1 30008 30008 2036 542 | 1056
Error 9 1326373 | 1473.74
Total parcela 19
B (SACAROSA) 2 5364546 | 26822.73 6737 326 | 525
AB 2 24642.03 | 12321.01 3.07ns| 326 | 525
Error 36 | 143383.35 | 3982.86
Subtotal subparcelas 40
TOTAL 59
C (ABA) 2 312667 | 158133 0.47ns| 300 | 482
AC 2 312736 | 156368 0.46ns| 3.09 | 482
BC 4 2153056 | 5384.89 160ns| 246 | 351
ABC 4 6403090 | 16007.72 478 246 | 351
Error 108 | 3616651 | 3348.75
Subtotal 120
Total subsubparcelas 179
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** . Diferencia altamente significativa
* . Diferencia significativa
ns: No hay diferencia significativa

PRUEBA DE DUNCAN
e Error estandar S(x)

_ CME

r

S(x)

r. No de repeticiones

CME: Cuadrado medio del error
GLE: Grados de libertad del error

Teniendo en cuenta que hay diferencia altamente significativa entre el factor (a)
fotoperiodo, tenemos:

1473.74
10

= 38.3845 GLE: 9

S(x)=

RES: Rangos estudentizados significativos
RMS: Rangos minimos significativos
P: No de medias para rangos probados

P 2

RES 3.20

RMS122.8305

e Ordenar las medias de menor a mayor

F 16 F8
3488.7 1164.6

e Probar las diferencias
| 3488.7 —1164.6 | = 2324.1 > 122.8305 Significativamente diferentes

Teniendo en cuenta ademas que hay diferencia altamente significativa entre el
factor (b) concentracion de sacarosa, tenemos:

S(x)= 3981386 = 62678 GLE : 36
P 2 3
RES 2.89 3.01

RMS18.1140  18.8662



Ordenar las medias de menor a mayor

(30g/L) b 4 (90g/L) b 3 (60g/L) b »

385.7 1365.2 2902.4
Probar las diferencias
|2902.4-385.7| = 2516.7 > 18.8662 Significativamente diferentes
| 2902.4 -1365.2| =1537.2 > 18.1140 Significativamente diferentes

| 1365.2 -385.7| = 979> 18.1140 Significativamente diferentes

86



