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RESUMEN

Segmentos nodales de iame D. alata c.v. "Pico de Botella" fueron sembrados
en el medio de cultivo de sales basicas de Murashige Skoog (Mantel 1972)
suplementado con 0.1 mg/L de Tiamina, 100 mg/L de Mioinositol, 1 g/L de
Carbdn Activado, 0.8% de Agar-Agar, 30 g/L de sacarosa aun pH 5.8 y un
foto periodo de 10 horas luz, para evaluar su comportamiento durante las
diferentes etapas de la propagacion in vitro a través de segmentos nodales; en
la etapa de desinfeccién el tratamiento mas eficiente resulto con la
aplicacion de etanol 70% por 1 minuto, peroxido de hidrégeno (H,0;) 2%
por 2 minutos e hipoclorito de sodio (NaOCI) 2% por 10 minutos. En la fase
de iniciacién la induccidén de brotes se vio favorecida por la ausencia de
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo, obteniéndose un
promedio de 2 brotes por explante en un periodo de 7 dias. Sin embargo,
durante la etapa de multiplicacion los mejores resultados se obtivieron con
la adicion al medio de cultivo de ANA (0.5 mg/L) y BA (4.0 mg/L),
obteniéndose plantas bien desarrolladas con un promedio de 3.6 nudos por
planta, una altura promedio de 4.43 cm, un promedio de 4.8 hojas por planta
y ademas, permite obtener al mismo tiempo el desarrollo de raices en forma
eficiente con un promedio de 2.87 raices por planta y una longitud promedio
de 4.16 cm por raiz, durante un periodo de incubacion de 20 dias. Por otra
parte la induccién de raices en la fase de enraizamiento se ve favorecida por
la adicion al medio de cultivo de ANA (0.8 mg/L), aunque los resultados

obtenidos no superan los obtenidos en la etapa de multiplicacidn.
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SUMMARY

Nodal segments of yam D. alata c.v. “the neck of bottle” they were
planted in the culture medium of basic safts Murashige y Skoog (Mantel,
1972) add 0.1 mg/L Thiamine, 100 mg/LL. Myoinositol, 1.0 gm/L
Activated Charcoal, 0.8 % Agar-Agar, 30 gm/L Sucrosa, pH 5.8
photoperiod of ten hours ligh, to assess the conditions durant stage
differents in the propagation in vitro through of nodal segments, in the
desinfection stage the treatment most efficient was with the application of
ethanol 70 % a one minute, hydrogen peroxide (H,O;) 2 % a two
minutes, sodium hypochlorite (NaOCl) 2 % for ten minutes. At the
miciation the buds induction is favored by ausent of the grow regulator in
the culture medium, obtaining an average two buds explant in a period at
seven days. However, during multiplication stage the best result were
obtained by adding to culture medium ANA (0.5 mg/L) and BA (4.0
mg/L), obtaining strong plants get a average 3.6 nodes a plant, average
high 4.43 cm, average leave 4.8 a plant, besides, in the same time it get to
grow of roots most efficient with a average of 2.87roots a plant and a
average length of 4.16 cm a root during a period of incubation of twenty
days. On the one hand the induction of roots in to talking roots phase is
favoured by adding to culture medium of ANA (0.8 mg/L) although, the
result get obtained do not reach the significative way the obtain the phase

of multiplication.
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INTRODUCCION

La agricultura ocupa un renglon economico de gran importancia en el
pais y principalmente en la region Caribe, siendo uno de sus principales
cultivos el name, el cual por ser un producto regional es el de mayor
mterés en investigacion por sus caracteristicas particulares y por que su

principal problema es la escasez de semilla sana para el cultivo.

Las plantas de fiame se ubican dentro del género Dioscorea y producen
tubérculos comestibles, bulbos o rizomas que son de considerable
importancia econémica, ademas son monocotiledoneas pertenecientes a
la familia Dioscoreaceas y al orden Dioscoreales (Ayensu, 1972). Esta
familia cuenta con mas de 600 especies existiendo aun muchas mas
silvestres, y cerca de 60 poseen tubérculos comestibles, de las cuales 10
estan consideradas como cultivables; la especie mas difundida es la D
alata (Martin, 1976), cuyas variedades mejoradas estan entre las mejores
del mundo en cuanto a sabor, produccion, caracteristicas agrondémicas y

calidad de procesamiento.

Por otro lado, el area cultivada y principalmente productora de fiame
comprende tres grandes regiones: Africa occidental, sur de Asia
incluyendo parte de China y Japon, Oceania y los paises del Caribe
(Ammirato, 1983) entre los cuales se encuentra Colombia

especificamente la Costa Norte, donde el cultivo se ha visto afectado por
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ciertas enfermedades causadas por.  organismos patogenos, lo que ha
ocasionado una drastica disminucién en el area cultivada y la produccion
(ver anexo 1). A lo anterior hay que sumarle la escasez de semilla de
buena calidad, lo cual genera un mayor gasto para el productor,
contribuyendo con el incremento de los costos de produccion del cultivo
y a su vez genera un efecto negativo en la economia regional campesina,

y finalmente produce un gran impacto social.

El uso como semilla por parte de los productores de aproximadamente
una tercera parte del total de la produccion de tubérculos de fiame
disminuye directamente la rentabilidad del cultivo; se considera ademas,
que el uso de semilla de mala calidad (infestada por patéogenos) es la
causa mas comun de la presencia de enfermedades en los primeros
estadios del desarrollo de las plantas de fiame. En tal sentido, la
aplicacion de la Biotecnologia Vegetal, especificamente la regeneracion
de plantas i1 wiro a partir de segmentos nodales libres de patogenos, se
presenta como una alternativa viable para resolver los problemas

expuestos anteriormente en un tiempo relativamente corto.



1. OBJETIVOS

1.1 GENERAL

Implementar la técnica de propagacion m witro de plantas de fiame
(Droscorea alata, c.v. Pico de Botella) a través del cultivo de segmentos

nodales para la multiplicacion de semillas libres de patogenos sistémicos.

1.2 ESPECIFICOS

e Determinar las condiciones optimas para la desinfeccion de los

explantes de fiame Pico de Botella.

e Evaluar efectos del acido naftalenacético (ANA) y de 6-

benciladenina (BA) en el desarrollo de los explantes.

e Probar diferentes concentraciones de sales minerales y de acido
naftalenacético (ANA) para la induccion y desarrollo de raices en las

vitroplantas.

e Confirmar que las anteriores condiciones de manejo permiten
garantizar tasas de multiplicacion dptimas para proveer al agricultor

con semilla sana.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Hoy dia el cultivo de fiame atraviesa por una aguda crisis que pone en
peligro su futuro y el de aquellos que derivan de él su sustento, siendo el
principal problema la falta de semilla de buena calidad (libre de
patogenos sistémicos) para el cultivo, y la realizacion de estudios de
produccion (ver anexo 1). Por lo cual se hace necesario implementar la
técnica biotecnoldgica de multiplicacion de plantas i vitro a partir de
segmentos nodales, debido a que esta técnica permite obtener semilla de
fiame libre de patogenos, de alta calidad y a gran escala en un periodo de
tiempo relativamente corto, en una forma muy eficiente y economica.
Ademas, permite la disponibilidad de semilla en cualquier época del afio
y la creacion de un banco de germoplasma para la conservacion de la

misma bajo condiciones controladas.

Por otra parte, hay que sefialar que las plantas obtenidas por esta técnica
(Multiplicacion a partir de segmentos nodales) presentan una alta
uniformidad fenotipica y ninguna variabilidad genética. También hay que
destacar que esta es la técnica mas natural que existe en el cultivo “in
uiro” de tejidos vegetales y que requiere bajos niveles hormonales

(Roca, 1991)



3. MARCO TEORICO

3.1 ORIGEN DEL NAME

Hoy dia el origen del fiame no es totalmente claro, se considera que

proviene del sur de Asia; aunque hay evidencias de que es oriundo de

Africa, pero otras investigaciones consideran a las Antillas americanas

como centro de origen; lo cierto es que determinadas especies tienen

origen especifico y variado, bastante disperso en las regiones tropicales

del mundo; por ejemplo, algunas investigaciones revelan que D. alata L.

se origind en Asia en Burna, Malasia, Indonesia, Filipinas y las islas del

océano Pacifico durante la época precolombina (Acosta, 1980).

3.2 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL NAME

Segun Acosta (1980) el name se clasifica taxonomicamente asi:

Reino: Vegetal
Division: Angrosperma
Clase: Monocouledonea
Orden: Dioscoreales
Familia: Dioscoredceas

Genero: Dioscorea

Especie: varias, entre las cuales encontramos:

cayenensis, (rinda, etc.

alata,

rofundata,
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3.3 MORFOLOGIA DEL TUBERCULO

El tubérculo es la estructura de interés econémica en la planta de fiame,
éste tiene forma y tamafio variable dependiendo de la especie y las
condiciones del medio. En el tubérculo se distinguen tres partes: la
cabeza, el centro y la cola, ademas presenta raices adventicias y una
estructura llamada “cormo” que es la que lo origina (figura 1). A nivel de
tejidos en el tubérculo maduro se distinguen tres capas, inicialmente se
encuentra la epidermis formada por células de corcho, luego se observa la
corteza seguida por una capa de tejido meristematico localizada a pocos
milimetros de la superficie y la cual permite el crecimiento del tubérculo
(figura 2); Hacia el centro del tubérculo y seguido al tejido meristeméatico

se encuentra el tejido vascular (Peréz, 1990).

3.4 COMPOSICION DE LOS TUBERCULOS DE NAME

Al 1gual que en otros cultivos, la composicion quimica de los tubérculos
de fiame es variable; no solamente entre especies sino también en una
misma especie en particular, dichas variaciones son debidas al clima y a
los factores edaficos del medio en el cual ha sido cultivado, ademas del
método y el tiempo de almacenamiento. Sin embargo, los tubérculos son
una significativa fuente de vitamina C, hierro, calcio, acido nicotinico y
aproximadamente 8-10mg/100g de acido ascorbico el cual es retenido en
su mayoria durante la coccion (Ammirato, 1983). Ademas, en los
tubérculos se presenta una gama de aminoacidos entre los cuales

tenemos: asparagina, glutamina, arginina, leucina, serina, glicina y



22

valina; en bajas proporciones se encuentra también histamina y lisina

(Asiedu, 1986) Ver anexo 2.

Cormo

Cabeza

Centro

Cola

Figura 1. Morfologia del tubérculo.
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Capa

Corteza Meristematica

Tejido de
Crecimiento

/\,\

Peridermis Tejido
Vascular

Figura 2. Representacion grafica de un corte transversal de un tubérculo de
fiame mostrando las diferentes capas que lo conforman.

3.5 ALTERNATIVAS DE UTILIZACION DEL NAME

Actualmente el fiame tiene un amplio rango de aplicacion o utilizacion,
por ejemplo, en muchos estados norteamericanos es utilizado para
preparar concentrados destinados a la alimentacion de cerdos y otros

animales; también es exportado a paises europeos donde se emplea en la
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elaboracion de conservas, extraccion de almidon y harina, la cual se
utiliza en la preparacion de embutidos (Ammirato, 1983).

Generalmente el fiame se consume hervido y s6lo o como parte integral
de las sopas, motes y dulces constituyendo asi en Africa, la fuente basica
de carbohidratos de la dieta humana (Ammirato, 1983). Ademas se utiliza
en medicina tradicional como insecticida y algunas variedades toxicas se
emplean como veneno, otras son fuente de materia prima en la industria
farmacéutica como fuente de diosgeninas usadas en la produccion de

anticonceptivos (Applezweig, 1997).

3.6 ENFERMEDADES DEL NAME

Las enfermedades del fiame son ocasionadas principalmente por virus,
hongos, bacterias y nematodos; patdégenos que ponen en peligro la

produccion de fiame de alto rendimiento (Osorio y Ramirez, 1989).

Generalmente tres grupos de virus infectan al fiame: los potyvirus, dentro
de los cuales se encuentra el virus del mosaico del fiame - YMV; los
potexvirus, grupo donde se encuentra el virus latente del genero
Dioscorea y el grupo de los cucumovirus, donde se ubica el virus del
mosaico cucumber — CMV, (Brunt, 1989). La presencia de éstos en las
plantas de fiame estd asociada con sintomas foliares diferenciados
(moteado y formacion de bandas en las nervaduras y aclaracion en las
mismas) y con sintomas en los tubérculos denotados por la presencia de
una mancha parda interna. Cabe anotar que todas las especies de fiame

del Caribe colombiano pueden ser atacadas por virus puesto que por
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tradicion, el fiame se ha propagado vegetativamente y estos agentes
patogenos se transmiten, afio tras ano, mediante partes vegetales a
propagar (Osorio y Ramirez, 1989).

La principal enfermedad causada por nematodos es la conocida
“pudricion seca” ocasionada por el Fraivienchus coifeae. Los tubérculos
afectados por ésta enfermedad tienen nematodos vivos y por tanto, la
siembra de este material solo sirve para diseminar la enfermedad. En la
actualidad, el método mas exitoso para evitar dicha diseminacion es la
propagacion por medio de enredaderas, ya que estas no son afectadas por

el P. Cotieae, y la propagacion i viiro (Osorio y Ramirez, 1989).

Las enfermedades causadas por hongos y bacterias tienen particular
importancia durante el almacenamiento de los tubérculos de fiame, los
cuales son infectados por estos patogenos, generalmente, a través de
tejidos lesionados o golpeados; después de la infeccion se presenta una
pudricion extensiva de los tejidos centrales del tubérculo. Estas
enfermedades pueden controlarse aplicando fungicidas o bactericidas
segun el caso y empleando material sano para la propagacion. (Osorio y

Ramirez, 1989).

3.7 HISTORIA DEL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

Desde hace 120 afios aproximadamente, en las investigaciones de
fisiologia vegetal se ha utilizado la técnica de cultivo de tejidos, 6rganos

y celulas vegetales. Los primeros intentos en esta técnica fueron
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realizados por Sacks y Knops , quienes observaron que los principales
nutrientes de las plantas superiores eran las sustancias inorganicas, y
prepararon una solucidén nutritiva que las contenia, la cual ha sido

utilizada por muchos investigadores desde entonces (Hurtado y Merino,

1994).

Posteriormente, Haberlandt realizo un intento de cultivo de células
aisladas en tres géneros de monocotiledoneas: Erithromum,
Crmthcgalumy Trasdescantia, sin obtener éxito. Al publicar su trabajo
en 1902 declaré que los estudios posteriores deben encausarse hacia el
estudio de la division de células aisladas, proporcionando informacion
sobre las interrelaciones e influencias correlativas de las células e

mtroduciendo el concepto de totipotencialidad celular (Hurtado y

Merino, 1994).

Los progresos logrados en los afios 30 siguientes a los experimentos de
Haberlandt fueron muy pocos, pues varios investigadores reportaron
trabajos desafortunados en el cultivo de células aisladas. Sin embargo, el
trabajo pionero fue el de White en el afio de 1934, con el cultivo de
apices de raiz de tomate (Liccpersicum esculentum) en medio liquido
conteniendo sales inorganicas, extracto de levadura y sacarosa, en donde
obtuvo un crecimiento activo. Posteriormente demostro que el extracto de

levadura podia ser sustituido por tiamina, piridoxina y niacina (Hurtado y

Merino, 1994).

En 1936, Robbins estudio el efecto de los microelementos inorganicos y

sefiald que el zinc, magnesio y boro son necesarios para el cultivo de
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apices radiculares. En 1937, White descubre la importancia de la
vitamina B para el crecimiento de las raices, importancia que comparte
con la auxina AIA (acido indolacético) descubierta en el mismo afio por
Went y Timan; en el mismo afio, Gautheret estudia el efecto de los
factores ambientales del desarrollo vegetal en sus medios de cultivo.
Nobcourt hacia 1937, obtiene proliferacion celular en el cultivo de raices
de zanahoria y es el primero en obtener callosidad con crecimiento

limitado (Hurtado y Merino, 1994).

Morel y Martin son los primeros investigadores que logran obtener
plantas libres de virus en dalia a partir de meristemos apicales de tallo.
Muir, Hiderbrandt y Riker (1954) transfieren segmentos de callo en
medio liquido en agitaciéon y tienen éxito al obtener cultivos en
suspension conteniendo células aisladas y pequefias agrupaciones

celulares (Hurtado y Merino, 1994).

En 1955, Skoog 1identifica la 6-funfurilaminopurina (cinetina)
observando la habilidad de este regulador del crecimiento vegetal para
miciar la division celular. En 1957, Skoog y Miller, usando
combinaciones de auxina y cinetina, controlaron mas detalladamente la

formacion de brotes y raices en el cultivo de callos de tabaco (Hurtado y

Merino, 1994).

En el afnio de 1962, Murashige y Skoog desarrollaron un medio nutritivo
con el que lograron un crecimiento rapido en tejidos de tabaco, en la

actualidad, las sales inorganicas de este medio son utilizadas con mucho
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éxito en casi todas las especies vegetales. En 1963 es organizado el
primer Congreso Internacional de Cultivo de Tejidos de la Universidad
de Pensylvania, Estados Unidos por White. Mas tarde Guha vy
Maheshwari obtienen las primeras plantas haploides en el cultivo de

anteras de Datura moxia (Hurtado y Merino, 1994).

Durante la década de los 70 se realizé un gran nimero de investigaciones
enfocadas a estudios de embriogénesis, organogénesis, hibridacion,
diferenciacion, fitopatologia, citologia mutagénesis y produccion de
metabolitos secundarios (Hurtado y Merino, 1994) A partir de esta
década se han desarrollado un sinnimero de trabajos en plantas
ornamentales, agricolas y forestales, todos orientados al desarrollo y
perfeccionamiento de las técnicas de cultivo 2 viiro para ser utilizadas en

la solucion de determinados problemas en dichas plantas.

Entre los trabajos mas importantes orientados a la obtencion de semilla
libre de patogenos en el campo de la agricultura tenemos el realizado por
Mantell S. H. en 1980 donde plantea la utilizacion del medio de cultivo
de Murashige y Skoog (MS) para la micropropagacion de fiame,
suplementado con 6-bencilaminopurina (BAP), acido naftalenacético
(ANA) y agar; utilizando etanol seguido de hipoclorito de sodio en el
proceso de desinfeccion. En 1983, Cortés, Amelia y Jung Lee obtienen
una rapida propagacion de D. alata y D. rowundata utilizando segmentos
nodales y el medio de cultivo MS suplementado con kinetina, acido
indolacético (AIA), ANA y agar a un pH de 5.8. Una década mas tarde,
en 1993, Wolfgang y Hyeon. emplea el medio MS suplementado con
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acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones que varian de
1 a 10 uM en la induccion de D. buibifera. En 1996, Mantell y Twyford
producen embriones somaticos de D. alata utilizando el medio MS
suplementado con 2,4-D y sacarosa a una temperatura de 25°C
obteniendo un 80% de supervivencia. En este mismo afio, Villordon,
estudio la variacion genética en H.pomea baiata L. propagada por
segmentos nodales y brotes adventicios. Y en 1998 Pereca M. et al.
Estudiaron el aumento en la proliferacion de brotes a partir de segmentos

nodales en D. alata mediante el empleo de thiadiosuron y BAP.

3.8 OBJETIVOS DEL CULTIVO DE TEJIDOS

Los objetivos perseguidos con la utilizacion del cultivo m vitro de tejidos
vegetales son numerosos y diferentes. Brevemente, las posibilidades de
aplicacion de tales cultivos se pueden resumir asi: a) estudios basicos de
fisiologia, genética, bioquimica y ciencias afines; b) bioconversion y
produccion de compuestos utiles; ¢) incremento de la variabilidad
genética; d) obtencion de plantas libres de patogenos; e) propagacion de

plantas; f) conservacion e intercambio de germoplasma (Roca, 1991).

3.9 USOS

Segun Hartmann, en propagacion, los sistemas de cultivo de tejidos
tienen dos usos principales: 1) la propagacion rapida en masa de clones y
2) el desarrollo, mantenimiento y distribucion de clones especificos
probados para organismos patdégenos secundariamente, estos sistemas

tienen potencial para hacer embarques de material de propagacion a
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distancias grandes y el almacenamiento a largo plazo del material
clonado. Ademas, paralelo a estos usos, dichos sistemas tienen potencial
para la produccion de varios productos secundarios tales como sustancias

farmacéuticas en suspensiones celulares (Hartmann y Kester, 1987).

3.10 VENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

Antes de hablar de las ventajas se hace necesario definir el concepto de
micropropagacion, por lo cual si el cultivo de tejidos consiste en cultivar
asépticamente diferentes explantes constituidos por fracciones de un
tejido u oOrgano que se extraec de la planta, la micropropagacion es
practicamente una multiplicacion masiva m wiro que presenta las

siguientes ventajas segun Roca (1991):

a) Incremento acelerado del nimero de plantas derivadas por genotipo.

b) Reduccion del tiempo de multiplicacion.

c) Posibilidad de multiplicar grandes cantidades de plantas en una

superficie reducida, a bajos costos en tiempos econdmicamente

costeables.

d) Mayor control sobre la sanidad del material que se propaga.

e) Facilidad para transportar material n vitro de un pais a otro, con

menos restricciones aduaneras,
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f) Posibilidad de multiplicar rapidamente una variedad de la cual sélo

existan pocos individuos.

3.11 DESVENTAJAS DE LA MICROPROPAGACION

La micropropagacion también presenta sus problemas, por ejemplo: Las
istalaciones necesarias son costosas y en muchas especies de plantas las
consideraciones economicas son tales que no justifiquen su empleo
comercial. Para efectuar las operaciones se necesita adiestramiento
especifico. Los errores en identidad, introducciéon de organismos
patdogenos desconocidos o la aparicion de un mutante desapercibido
puede multiplicarse a una escala considerable en un tiempo muy corto

(Hartmann y Kester, 1987).

3.12 ETAPAS DE LA PROPAGACION IN VITRO

Murashige y otros encontraron que era util destacar la secuencia de
eventos asociados con la multiplicacion de plantas mediante las técnicas

de cultivo aséptico de la siguiente manera:

ETAPA1. Eslaetapa de iniciacion o de establecimiento en la cual se

Establece el cultivo inicial o primario.

ETAPAIIL Es la etapa de multiplicacion de brotes o multiplicacion

simple.

ETAPAII. Corresponde al enraizamiento o etapa de pretransplante;
tiene como objetivo producir una planta autotrofica que

pueda sobrevivir en condiciones del transplante de suelo.
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Ademas de estas 3 etapas propuestas inicialmente por Murashige 1974,

Roca (1991) considera otras dos como parte integral del procedimiento:

ETAPA 0. seleccion de una modalidad de pretratamiento para volver
funcional la estrategia que se adopte.

ETAPA IV. Transferencia final a la etapa de medio ambiente.

3.13 FACTORES QUE INFLUYEN EN LA MICROPROPAGACION

Existen diferentes factores que determinan el éxito de los sistemas de

micropropagacion; segun Roca (1991) los mas impotantes son:

e Planta que dona el explante: el estado fisiologico de la planta madre
influye significativamente en la capacidad morfogenética del

explante, de igual forma que la edad fisiologica del mismo.

e El explante: para el buen desarrollo del mismo, deben seleccionarse
explantes saludables, de tejido meristematico u 6rganos no muy
especializados; ademas no se deben utilizar explantes ni muy viejos ni

muy jovenes.

e Factores fisicos: la luz y la temperatura han sido los factores fisicos
mas estudiados; la temperatura de incubacion para la propagacion de
plantas depende de la especie, aunque en la mayoria de las familias la

temperatura fluctua entre 24 y 28°C. La luz es un factor fundamental
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en la morfogénesis y su papel en la diferenciacion involucra varios

componentes como son la intensidad, el fotoperiodo y la calidad.

e FEl medio de cultivo: el éxito en el cultivo de tejidos depende de la
seleccion del medio de cultivo, incluyendo su composicion quimica y

su forma fisica.

3.14 ESTRATEGIAS PARA LA PROPAGACION CLONAL

Existen varias vias generales para realizar la multiplicacion clonal; entre
¢stas estan: la multiplicacion de brotes de yemas terminales, axilares o
laterales; la organogénesis directa; la organogénesis indirecta; la
embriogénesis somatica; los 6rganos de perennidad, formados en cultivos

asépticos; el microinjerto y el cultivo de embriones y esporas (Roca,

1991).

Hartmann y Kester, en su libro “Propagacion de Plantas™ (1987),
plantean la siguiente clasificacion general de los sistemas de
micropropagacion y de cultivo de tejidos utilizando sistemas asépticos de

cultivo 1 witro:

Clase I: Regeneracion de nuevas plantas a partir de estructuras

vegetativas o tejidos.

1. Cultivo de puntas meristematicas.

2. Microinjerto.



3. Cultivo de puntas de tallo.
4. Cultivo de ramas o tallos adventicios.
5. Cultivo de tejidos y células:

e C(Cultivo de callo

e Suspensiones de células

e (Cultivo de protoplastos.

Clase II: Reproduccion  de plantulas por escision de

reproductivas existentes.

1. Cultivo de anteras y polen.
Cultivo de ovulos.
Cultivo de embriones.

Cultivo de semillas.

A

Cultivo de esporas.

34

estructuras



4. METODOLOGIA

4.1 LOCALIZACION

El presente trabajo fue desarrollado en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales de la Universidad de Sucre, la cual se encuentra
localizada a 9° 9° de latitud norte y a 75° 27° de longitud oeste del
meridiano de Greenwich; presentando una humedad relativa del 77%,
una precipitacion anual de 1087.5mm, altitud de 200 m.s.n.m. y una

temperatura promedio de 28°C.

4.2 CONDICONES AMBIENTALES

Las condiciones ambientales en el laboratorio de Cultivo de Tejidos

Vegetales son:

* Temperatura: 27°C £ 2
» Humedad relativa: 50% %5
®» [ntensidad luminica: 1000 — 1500 lux.

= Fotoperiodo: 10 horas luz

4.3 MEDIO DE CULTIVO

Para el desarrollo de este trabajo, se utilizd el medio de sales basicas

propuesto por Murashige y Skoog, 1962 (anexo 3) suplido con tiamina-
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HCI (1,0 mg/l); mioinositol (100 mg/1), sacarosa (30 g/l) y agar (8 g/l).
En todas las etapas se utilizo un volumen de 20 ml de medio de cultivo

por frasco.

44 ESTABLECIMIENTO DE LAS PLANTAS MADRES

Las semillas de Dioscdrea alata, c.v. Pico de Botella que se utilizaron en
el establecimiento de las plantas madres fueron obtenidas del banco de
germoplasma de la Universidad Cordoba (Monteria, Colombia). Estas
semillas se hicieron germinar mediante la técnica tradicional de cultivo,
sembrando fragmentos de tubérculo en sustrato estéril (15 1b de presion,
121°C por 20 minutos), el cual estaba compuesto por una mezcla de
tierra fértil, cascarilla de arroz y arena en proporciones 3:2:1
respectivamente, renovado cada tres meses con el fin de asegurar el buen
desarrollo morfologico y fisiologico de las plantas madres; las cuales
fueron mantenidas en una casa malla a prueba de afidos con piso de

concreto. (figura 3).

Por otro lado, el riego de las plantas donadoras de explantes se realizo de
forma manual, adicionando el agua en la base del tallo de las mismas, en
una sola sesion diaria a las 7:00 a.m.; Al mismo tiempo, se vigild el
comportamiento de dichas plantas y se le realizaron podas sistematicas
eliminando hojas secas y en mal estado o afectadas por el ataque de
hormigas, plagas, etc. Ademas se realiz6 control sanitario cada vez que

fue necesario tanto en el interior como en el exterior de la casa malla.



Figura 3. Casa malla adecuada para el establecimiento de plantas madres de
fiame Pico de Botella (D. a/ata)

4.5 TIPO DE EXPLANTE
Como explantes se utilizaron segmentos nodales, de plantas madres de 2

a 3 meses de edad, que presentaban yemas laterales y los cuales tenian

una longitud aproximada de 1.0 cm.(figura 4).

4.6 ETAPA DE DESINFECCION

Una vez obtenidos los explantes se les realizoé un lavado inicial con una

solucion de detergente (10 g/L) por 10 minutos, luego se les realizaron 5
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Figura 4. Segmento nodal de fiame Pico de Botella (D.a/ata) utilizado
como explante en el proceso de micropropagacion.

lavados con suficiente agua para retirar restos de detergente.
Posteriormente fueron llevados a la camara de flujo laminar donde se
sumergieron en etanol (70%) por 1 minuto seguido de tres lavados con
agua destilada estéril; luego se sumergieron en peroxido de hidrogeno
(2%) por 2 minutos seguido de tres lavados con agua destilada estéril y
finalmente se les hizo una desinfeccion con hipoclorito de sodio en
concentraciones de 1.0, 2.0 y 3.0 % (v/v ) por tres diferentes periodos de
tiempo (10, 15 y 20 minutos) para cada una de las concentraciones, para
un total de 9 tratamientos (ver cuadro 1). Finalmente los explantes fueron

sembrados en medio M.S. sin reguladores de crecimiento y almacenados
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en un cuarto de crecimiento por 20 dias periodo en el cual se realizo la

toma de datos (figura 5).

Figura 5. Estanteria iluminada con luz fluorecente para la
incubacion de plantas in vitro de fiame Pico de Botella (D. a/ata).

47 ETAPA DE INICIACION

En esta etapa los explantes fueron sembrados en medio M.S.
suplementado con ANA en concentraciones de 0.0,0.1y 0.3 mg/L y/o
con BA en concentraciones de 0.0, 0.2, 0.5, 0.7 y 1.0 mg/L., para un total
de 15 tratamientos (ver cuadro 2), posteriormente se almacenaron en un
cuarto de crecimiento por un periodo de 20 dias, tiempo en el cual se

realizo la toma de datos.
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48 ETAPA DE MULTIPLICACION

En esta fase, los explantes fueron sembrados en medio M.S.
suplementado con 5 concentraciones de ANA (0.0, 0.3, 0.5, 0.7 y 1.0
mg/L) y 4 concentraciones de BA (0.0, 2.0, 4.0 y 8.0 mg/L) para un
total de 20 tratamientos (ver cuadro 3), posteriormente fueron
almacenados en un cuarto de crecimiento por un periodo de 30 dias,
tiempo en el cual se realizaron las observaciones y mediciones

respectivas.

4.9 ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

En esta etapa, las plantas fueron sembradas en 4 concentraciones de
sales basicas del medio de cultivo M.S. (25, 50, 75 y 100 %),
suplementadas cada una con 6 concentraciones de ANA (0.0,0.2,0.4,0.8
y 1.6 mg/L), para un total de 20 tratamientos (ver cuadro 5); los cuales
fueron incubados en un cuarto de crecimiento por 30 dias, periodo

durante el cual se realizo la toma de datos.



5. DISENO METODOLOGICO

El presente trabajo fue realizado utilizando un disefio experimental de
bloques totalmente al azar en todas las etapas (Cochran, 1990) y el
analisis de los datos se realizé un analisis de varianza de dos factores con
una sola muestra por grupo, y la prueba de rango de Duncan, empleando

el programa estadistico NCSS.

5.1 POBLACION

La poblacion objeto de estudio en este trabajo fue de 640 explantes,

distribuidos de la siguiente forma:

= FEtapa de desinfeccion . 90 explantes
» FEtapa de iniciacion :150 explantes
» FEtapa de multiplicacion : 200 explantes
* FEtapa de enraizamiento : 200 explantes

5.2 NUMERO DE REPETICIONES

En el presente trabajo se emplearon un total de 10 repeticiones por

tratamiento para cada una de las etapas.
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5.3 UNIDAD DE ANALISIS

Como unidad de analisis se emplearon10 explantes por tratamiento.

54 TRATAMIENTOS REALIZADOS EN LAS DIFERENTES
ETAPAS DE LA PROPAGACION “IN VITRO” DE D.ALATA. C.V.
PICO DE BOTELLA, PARA EVALUAR EL DESARROLLO DE
LOS EXPLANTES.

Cuadro 1: Tratamientos realizados para la desinfeccién con
hipoclorito de sodio (NaOCl) de los explantes de fiame Pico de
Botella (D. alata).

raTAMIENTOS | CONCENIRACIONDE | iEroDe
D1 1.0 10
D2 1.0 15
D3 1.0 20
D4 2.0 10
D5 2.0 15
D6 2.0 20
D7 3.0 10
D8 3.0 15
D9 3.0 20

Cuadro 2: Tratamientos realizados en la etapa de iniciacién para
observar el efecto del ANA y el BA sobre la induccion de brotes
en los explantes de fiame Pico de Botella (D. a/ata).

TRATAMIENTOS CONCIE;I\III l(lmAgC/i())N DE | CONC E];I;I‘T(i:/i I)ON DE
Il 0.0 0.0
12 0.0 02
I3 0.0 0.5
14 0.0 0.7
I5 0.0 1.0
16 0.1 0.0
17 0.1 02
I8 0.1 0.5
9 0.1 0.7
110 0.1 1.0
111 03 0.0
112 03 02
113 03 0.5
114 03 0.7
115 03 1.0




Cuadro 3: Tratamientos realizados en la etapa de multiplicacion
para obsevar el efecto del ANA y el BA en la induccion y
desarrollo de segmentos nodales a partir de brotes de fiame Pico
de Botella (D. alata).

TRATAMIENTOS | CONCENTRACION | CONCENTRACION
DE ANA (mg/L) DE BA(mg/L)
Ml 0.0 0.0
M2 0.0 2.0
M3 0.0 4.0
M4 0.0 8.0
M5 0.3 0.0
M6 0.3 2.0
M7 0.3 4.0
M8 0.3 8.0
M9 0.5 0.0
M10 0.5 2.0
M11 0.5 4.0
M12 0.5 8.0
M13 0.7 0.0
M14 0.7 2.0
M15 0.7 4.0
M16 0.7 8.0
M17 1.0 0.0
M18 1.0 2.0
M19 1.0 4.0
M20 1.0 8.0

Cuadro 4: Tratamientos realizados durante el ciclo de
subcultivos, para obsevar el efecto del ANA y el BA en el
desarrollo de los explantes (segmentos nodales) de fiame Pico de
Botella (D. alata).

TRATAMIENTOS | CONCENTRACION | CONCENTRACION
DE ANA (mg/L) DE BA(mg/L)
S1 0.5 3.0
S2 0.5 35
S3 0.5 4.0
S4 0.5 4.5
S5 0.5 5.0
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Cuadro 5: Tratamientos realizados en la etapa de enraizamiento
para observar el efecto de diferentes concentraciones de sales basicas
del medio M.S. suplementadas con diferentes concentraciones de
ANA sobre la induccion y desarrollo de raices.

TRATAMIENTOS | CONCENTRACION | CONCENTRACION
DE SALESM.S. (%) | DE ANA(mg/L)
El 100 0.0
E2 100 02
E3 100 04
E4 100 08
E5 100 1.6
E6 75 0.0
E7 75 02
E8 75 04
E9 75 08
E10 75 1.6
Ell 50 0.0
El12 50 02
E13 50 04
El4 50 08
E15 50 1.6
El16 25 0.0
E17 25 02
E18 25 04
E19 25 08
E20 25 1.6

5.5 VARIABLES E INDICADORES

5.5.1 Etapa de desinfeccion.

Cuadro 6. Variables e indicadores de la etapa de desinfeccién.

Variables

Indicadores

Concentracion de NaOCl (%)

Numero de explantes contaminados por hongos.

Numero de explantes contaminados por bacterias.

Tiempo (minutos) de inmercién de los explantes

en NaOCl

Numero de explantes contaminados por levaduras.

Numero de explantes necréticos.




5.5.2 Etapa de iniciacion.

Cuadro 7. Variables e indicadores de etapa de iniciacion.

Variables Indicadores
Concentracion de BA (mg/L). Numero de explantes con brotes.
Concentracion de ANA (mg/L). Numero de brotes por explantes.

5.5.3 Etapa de multiplicacion.

Cuadro 8. Variables e indicadores de la etapa de multiplicacion.

Variables Indicadores

Concentracion de BA (mg/L). Numero de nudos por plantulas.

) Altura de la plantula (cm).
Concentracion ANA (mg/L).

Numero de hojas por plantulas (cm).

5.5.4 Etapa de enraizamiento.

Cuadro 9. Variable e indicadores de etapa de enraizamiento.

Variable Indicadores

Concentracién de ANA. (mg/L). Numero de raices por plantas.

Concentracion de sales basicas del medio de | Longitud promedio de las raices (cm).

cultivo M.S. (%).




6. RESULTADOS

6.1 OBTENCION DE PLANTAS MADRES

Pasados 25 dias después de la siembra de las piezas de tubérculo, estos
comenzaron a germinar y a los 60 dias las plantas madres habian

alcanzado una altura superior a 2.0 m, el porcentaje de germinacion

Figura 6. Plantas madres de fiame Pico de Botella (D.
alata) obtenidas después de dos meses de cultivo.

6.2 ETAPA DE DESINFECCION

En el desarrollo de esta ctapa se observo la presencia de colonias de

hongos y/o bacterias (Figura 7) en los tratamientos D1, D2, D4, D5 y D7.
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Los resultados del proceso de desinfeccion se ilustran en la figura 8,
donde se observa que los tratamientos D3, D6, D8 y D9 son los que
presentan el grado de desinfeccion mas alto, con un 100% de explantes
no contaminados para cada uno, mas sin embargo, los tratamientos D6,
D7, D8 y D9 presentaron los niveles de necrosis mas altos, con un 90,
100, 100 y 100% respectivamente (Figura 9), mientras que el tratamiento
D3 presentd necrosis en pequefias zonas de los explantes, pero aun asi se

obtuvo un buen desarrollo de los mismos.

Figura 7. Tipos de contaminacion presentados en el cultivo in vitro de de
fiame Pico de Botella (D. alata). (A) Contaminacién por bacterias. (B)
contaminacioén por hongos.

6.3 ETAPA DE INICIACION

6.3.1 Escision de los explantes. En esta fase del establecimiento del
cultivo se observod que a diferencia de los explantes enteros, que cuando
se separaron las yemas haciendo un corte longitudinal del explante
(Figura 10), no hubo germinacion de las mismas y se presentaba
descomposicion total del material vegetal en los explantes, pasados 7 dias

después del corte.
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Figura 8. Porcentaje de explantes que no presentaron contaminacién después de
la aplicacion de los distintos tratamientos con NaOCl (ver cuadro 1) en la etapa
de desinfeccion.
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Figura 9. Porcentaje de explantes que no presentaron necrosis después de la
aplicacion de los diferentes tratamientos con NaOCI (ver cuadro 1) durante la
fase de desinfeccion.
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Figura 10. Corte longitudinal realizado a un segmento nodal de fiame
Pico de Botella (D. a/ata) para evaluar el desarrollo individual de las
yemas.

6.3.2 Influencia de la combinacion ANA-BA sobre la formacion de

brotes en los explantes. En el desarrollo de esta fase se observo que en
la mayoria de los tratamientos disefiados, el porcentaje de explantes que
presentaron formacion de brotes fue igual o superior al 50% (Figura 11),
siendo los tratamientos 11, 12, 14, I5 e 112, los que presentaron los niveles
de brotacion mas altos, con un 100% de brotacion cada uno, mientras los
mejores resultados en cuanto a numero de brotes por explante se obtuvo
en los tratamientos 15, 14, 13,12 e [1 con 2.8, 2.5, 2.2, 2.2 y 2.0 brotes por
explante respectivamente (Figura 12). Por otro lado, se observo que los
explantes sembrados en los tratamientos 11, 12, I3 e I4 habian alcanzado
un 90% de brotacion tras 7 dias de incubacion (Figura 13), siendo los
explantes sembrados en los tratamientos I1 e 12 los primeros en

responder alcanzando asi un mejor desarrollo que los de 13 ¢ 14.
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Figura 11. Efecto de los diferentes tratamientos hormonales ANA-BA (ver
cuadro 2) sobre la induccién de brotes en explantes de fiame Pico de Botella (D.
alata) después de 20 dias de incubacién en la fase de iniciacion.

Namero de Brotes por Explantes
o

M 12 13 14 15 16 7 18 19 M0 M1 M2 M3 14 N5
Tratamientos

Figura 12. Efecto de los diferentes tratamientos hormonales ANA-BA (ver
cuadro 2) sobre la formacion de brotes por explantes de fiame Pico de Botella (D.
alata) después de 20 dias de incubacién en la fase de iniciacion.
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Figura 13. Efecto de los diferentes tratamientos hormonales ANA-BA (ver
cuadro 2) sobre la induccién de brotes en explantes de fiame Pico de Botella (D.
alata) después de 8 dias de incubacién durante la etapa de iniciacion.

6.4 ETAPA DE MULTIPLICACION

6.4.1 Influencia de la combinacion ANA-BA en la multiplicacion de

los brotes. Durante el desarrollo de esta fase se observo que el
tratamiento M11 (ANA 0.5 mg/L y BA 4.0 mg/L) presenté la tasa de
multiplicacion mas alta, con un promedio de 3.6 segmentos nodales por
planta en un periodo de tiempo de incubacion de 20 dias, en comparacion
al resto de tratamientos (Figura 14); de igual forma, este tratamiento
registrd los mejores resultados en cuanto a altura y a namero de hojas por
planta se refiere, con un promedio de altura de 4.43 c¢m. (Figura 15) y un
promedio de 4.8 hojas por planta (Figura 16), siendo las plantas
obtenidas en este tratamiento las de mejor desarrollo y vigorosidad

(Figura 17).
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Figura 14. Efecto de los diferentes tratamientos hormonales ANA-BA (ver
cuadro 3) sobre la induccion de nudos a partir de brotes en explantes de fiame
Pico de Botella (D. a/ata) durante la etapa de multiplicaciéon después de 20 dias
de incubacion.
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Figura 15. Efecto de los diferentes tratamientos hormonales ANA-BA (ver

cuadro 3) sobre la altura alcanzada por las plantas de fiame Pico de Botella (D.
alata) en la fase de multiplicacion durante el periodo de incubacion de 20 dias.
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Figura 16. Efecto de los diferentes tratamientos hormonales ANA-BA (ver
cuadro 3) sobre el desarrollo de las hojas en plantas de fiame Pico de Botella (D.
alata) durante un periodo de incubacioén de 20 dias en la etapa de multiplicacion.

Figura 17. Planta de fiame Pico de Botella (D. a/2¢a) mostrando un buen grado
de vigorosidad después de 20 dias de incubacién en el tratamiento M11 (ANA
0.5 mg/L.-BA 4.0 mg/L), durante la etapa de multiplicacién.
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Otro aspecto notorio que se presentd en el tratamiento MI11 fue la
presencia de raices bien definidas, con un promedio de 2.87 raices/planta
y 4.16 cm. de longitud en promedio (Figura 18). Este desarrollo de raices
se presentd de forma conjunta con el desarrollo de segmentos nodales a

partir de los brotes.

Figura 18. Planta de fiame Pico de Botella (D. a/ata) obtenida en la etapa de
multiplicacién con el tratamiento M1l (ANA 0.5 mg/L-BA 4.0 mg/L)
presentando un adecuado desarrollo del sistema radicular después de 20 dias de
incubacién.

6.4.2 Ciclo de subcultivos. En esta etapa los mejores resultados se
observaron empleando el medio S3 (ANA 0.5 mg/L y BA 4.0 mg/L), el
cual presenta una tasa de multiplicacion de 3.3, una altura promedio de
3.9 cm. por planta, un promedio de 4.2 hojas por planta, un promedio de
2.8 raices por planta y una longitud promedio de 4.1 cm. por raiz (figura
19), estos resultados se presentaron durante los primeros 20 dias de cada
subcultivo, observandose un leve deterioro progresivo del material

vegetal.
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Figura 19. Influencia de la combinacién hormonal ANA-BA sobre la obtencion
de plantas in vitro de fiame Pico de Botella (D. a/ata) después de 20 dias de
incubacion durante la fase de subcultivos (ver cuadro 4).

6.5 ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

En esta etapa se presentod desarrollo de raices en todos los tratamientos,
siendo los tratamientos E4, E17, E2, E8, y E9 los de mejores resultados,
en cuanto a numero de raices por planta respecta (Figura 20) con
promedios de 3.2, 2.9, 2.8, 2.8 y 2.8 respectivamente, mientras que los
mejores resultados en cuanto a la longitud de las raices se refiere, se
observaron en los tratamientos E3, E13, E8 y E4 con una longitud

promedio de 3.33,2.7,2.66 y 2.65 cm. respectivamente (Figura 21).
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Figura 20. Efecto de los diferentes tratamientos (ver cuadro 5) realizados
durante la etapa de enraizamiento sobre la induccién de raices en plantulas de
fiame Pico de Botella (D. a/ata) durante un periodo de incubacién de 30 dias.
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Figura 21. Efecto de los diferentes tratamientos (ver cuadro 5) realizados
durante la etapa de enraizamiento sobre la longitud promedio de raices en
plantulas de fiame Pico de Botella D. a/azz) en un periodo de incubacién de 30
dias.



7. ANALISIS DE RESULTADOS
7.1 OBTENCION DE PLANTAS MADRES

El tipo de sustrato y de semillas empleados para la obtencion de plantas
madres presentaron un alto grado de eficiencia, denotados en el
porcentaje y tiempo de germinacion, asi como en la vigorosidad de las
plantas madres obtenidas. Ademas, el uso de plantas madres con una
edad oscilante entre los 2 y 3 meses de edad permite una alta capacidad
de regeneracion de plantas a partir de los explantes después del corte y la

siembra de los mismos en el respectivo medio de cultivo.

7.2 DESINFECCION DE LOS EXPLANTES

Hubo diferencias estadisticas significativas (0=5%,anexo 4.1) entre los
tratamientos de desinfeccion de los explantes de ame “pico de botella”
(D. alata) con hipoclorito de sodio (NaOCl), siendo los mejores
tratamientos (cuadro 1, figura 8) los que presentan una concentracion de
1%, 2% y 3% de NaOCI con un tiempo de inmercion de 20 minutos, y a
la concentracion de 3% de NaOC] durante 15 minutos de inmercion de
los explantes de fiame; lo cual indica que se puede utilizar el NaOCI en
un rango de concentracion de 1 a 3% pero con un periodo de inmercion
de 20 minutos. Sin embargo, para el nimero de explantes no necréticosse
encontré que hay diferencias estadisticas altamente significativas (a=1y

5%,anexo 4.2) entre los tratamientos, siendo los de mejor resultados:
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DI,D2,D3 Y DS (cuadro 1, figura 9). Lo anterior indica que el
tratamiento de desinfeccion de explantes de name “pico de botella” (D
.alata) con NaOCl a la concentracion de 1.0%con un tiempo de
mmmersion de 20 minutos, permite obtener un eficiente proceso de
desinfeccion; resultado que contradice lo propuesto por Mantell en 1979,
quien plantea la utilizaciéon de NaOCl 0.5% (v/v) durante 5 minutos de
mmersion en la desinfeccion de segmentos nodales de D. alata y D.
roiundata obtenidos de plantas madres establecidas (y mantenidas) en
mvernaderos. Estos resultados sugieren que el proceso de desinfeccion
esta en dependencia de las condiciones de asepsia en la que se

establezcan y mantegan las plantas madres.

7.3 ETAPA DE INICIACION

7.3.1 Escision de los explantes. El corte longitudinal realizado a los
segmentos nodales para el aprovechamiento de ambas yemas por
separado, causo graves lesiones a los tejidos y mayor produccion de
fenoles, conllevando a la posterior muerte de los explantes, causando asi
la pérdida total del material vegetal, resultados que no concuerdan con
los obtenidos por Acosta (2001), donde se favorecid la tasa de
germinacion realizando cortes longitudes a segmentos nodales de D.
roiundaia para separar las yemas, lo cual sugiere que la respuesta a este

tipo de cortes en segmentos nodales varia segin la especie a trabajar.

7.3.2 Influencia de la combinacion ANA-BA sobre la formacion de

brotes en los explantes. En la etapa de iniciacion, en cuanto al total de

explantes con brotes inducidos, se encontraron diferencias estadisticas
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altamente significativas (o=1 y 5%.anexo 5.1) entre los tratamientos
evaluados (cuadro 2), encontrandose como mejores tratamientos aquellos
en los cuales se utilizé6 una concentracion de 0.0 mg/L de ANA y una
concentracion de BA hasta de 1.0 mg/L y donde se utiliz6 0.3 y 0.2 mg/L
de ANA y BA respectivamente(tratamiento 112, figura 11). Para la
formacion de brotes por explantes hubo diferencias estadisticas altamente
significativas (o=1 y 5%.anexo 5.2) entre los tratamientos utilizados
(cuadro 2), donde se definieron como mejores tratamientos aquellos en
los cuales no se utilizO ANA, y en cambio se empleo una concentracion
de 0.7 mg/L o 1.0 mg/L de BA (cuadro 2, figura 12 y 13). De acuerdo
con este analisis en la etapa de iniciacion, para obtener explantes con un
mayor numero de brotes no es necesario utilizar ANA, pero si una
concentracion entre 0.7 y 1.0 mg/LL de BA. Sin embargo, se puede
considerar al tratamiento 11 (sales de Murashige y Skoog sin reguladores
de crecimiento, cuadro 2) como el mas eficiente, dado que pasados ocho
(8) dias después de la siembra de los explantes (de 2 a 3 meses de edad)
en este tratamiento, los brotes han alcanzado una altura igual o superior a
1.0 cm y pasados 11 dias han alcanzado la formacién de un segmento

nodal y de hojas bien definidas (figura 22).

Estos resultados no coinciden con los propuestos por Cortés y Jung
(1983), quienes obtuvieron la mejor respuesta en la induccion de brotes a
partir de segmentos nodales de D. rowundaia C.V. Habanero
suplementando el medio M.S. con 2 mg/L de Kinetina e igual
concentracion de AIA (4cido indolacético). Mas sin embargo, si

coinciden con los descritos por Udebo (1971), quien obtuvo plantas
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Figura 22. Efectos del tratamiento I1( M.S.en ausencia de reguladores de
crecimiento) sobre la induccion y desarrollo de brotes en explantes de fiame Pico
de Botella (D. alata).(A) Desarrollo de brotes de 1.0 cm. de altura después de 8
dias de incubacion. (B) Desarrollo de 1.0 nudo y varias hojas pasados 11 dias de
incubacién.

completas de D. buibiiera en ausencia de reguladores de crecimiento, de
igual forma que Preston y Haun (1961) quienes produjeron nuevas
plantas a partir de D. sprcuiiféra en ausencia de reguladores de
crecimiento y utilizando fotoperiodos de 16 h luz. Estas diferencias en
los resultados pueden deberse a la cantidad de reguladores de crecimiento
de tipo natural presentes en los explantes al momento de estos ser
escindidos de las plantas madres y sembrados en el respectivo medio de
cultivo, sin embargo no hay que dejar de lado la edad del explante, ya
que cuando se trabajo con explantes de D. alata c.v. Pico de Botella con
una edad entre 3 y 4 meses se hizo necesario la utilizacion del
tratamiento 12 (0.2 mg/LL BA) para inducir la formacion de brotes,
resultado que coincide con los publicados por Mantell y sus
colaboradores (1978), quienes trabajaron con segmentos nodales de D.

alata L. y D. rowundaia poir de diferentes edades para cada especie, por
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lo cual se puede inferir que segmentos nodales que difieren en edad

pueden presentar diferentes respuestas en su crecimiento i1 vitro.

7.4 ETAPA DE MULTIPLICACION

7.4.1 Influencia de la combinacién ANA-BA en la multiplicacion de
los brotes. El analisis estadistico de resultados, en cuanto a la

multiplicacion de los brotes, muestra diferencias altamente significativas
(a=1y 5%.,anexo 6.1, 6.2 y 6.3) entre los tratamientos, siendo el de mejor
resultado el M11 (cuadro 3, figuras 14, 15 y 16), que presenta una
combinacion ANA-BA en concentraciones de 0.5 mg/l y 4.0 mg/L
respectivamente, con un con una tasa de multiplicacion de 3.6
(segmentos nodales por planta) durante un periodo de incubacion de 20
dias; resultados que se asemejan a los publicados por Lauzer y
Colaboradores (1992), quienes trabajaron con segmentos nodales de D.
abyssinicay D. mangenotiana, obteniendo una tasa de multiplicacion que
varia de 4 a 5 nudos por segmento nodal cultivado en un periodo de
incubacion de 6 semanas y un fotoperiodo de 16 horas luz a condiciones
ambientales y, a los obtenidos por Mantell y colaboradores (1978),
quienes obtuvieron una tasa de multiplicacion de 3 a 5 nudos en un
periodo de incubacion entre 14 y 20 dias, trabajando con segmentos

nodales de D. alatay D. roiundata con un fotoperiodo de 16 horas luz.

La relacion auxina — citosina que presenta el tratamiento M11 (0.5 mg/L
ANA — 4.0 mg/L BA) en una proporcion de 1:8 respectivamente resultd
ser muy eficiente en el desarrollo de las vitroplantas, obteniéndose

plantas con un alto nivel de uniformidad, debido a que una proporcion
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citocinica alta con respecto a la auxina favorece la formacion de yemas y
si las citocinas son aplicadas exdgenamente (al medio de cultivo) en
general activan el crecimiento de las yemas laterales, Merino y Hurtado
(1994). Estudiando la accion de cada uno de estos reguladores de
crecimiento (ANA y BA) sobre el desarrollo de las plantas, tenemos que
la presencia de ANA (Auxina) en baja concentracion (0.5 mg/L) en el
medio de cultivo favorece el crecimiento de los brotes por alargamiento
celular, ya sea incrementando el contenido osmoético de la célula y la
permeabilidad del agua, reduciendo la presion de la pared o aumentando
la sintesis de ARN, enzimas y atn de la misma pared, provocando un
aumento en la plasticidad de la pared celular, trayendo como
consecuencia su extension y con ello un crecimiento por alargamiento
(Devlin, 1980). De igual forma sucede con la formacion y promocién del
crecimiento de las raices presentadas por las plantas obtenidas con este
tratamiento. Por su parte, la adicion al medio de cultivo de BA en una
concentracion relativamente alta (4.0 mg/L) favorecio el desarrollo de los
brotes, estimulando la division celular y mas especificamente el proceso
de mitosis. Sin embargo, hay que tener en cuenta el sinergismo entre
estos reguladores de crecimiento para que cumplan eficazmente su accion
sobre los respectivos tejidos de los explantes, de tal forma que ambos
(ANA-BA) deben estar presentes en el medio de cultivo (Wareing y
Phillips, 1973). Ademas, segun Merino y Hurtado (1994), una buena
relacion en la proporcidon Auxina — Citosina permite la obtencion y
desarrollo de meristemos, tanto apicales como radiculares, lo cual explica
el buen desarrollo de tallos y raices obtenidos en plantas provenientes del

tratamiento M11.
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7.4.2 Ciclo de subcultivos. Se presentaron diferencias estadisticas
altamente significativas («=1 y 5%.anexo 7.1. 7.2 y 7.3) entre los
tratamientos empleados en esta fase, dentro de los cuales la combinacion
ANA-BA (0.5 mg/L — 4.0 mg/L) respectivamente denominada
tratamiento S3 en esta etapa (cuadro 4), fue eficiente en la propagacion
continua de los segmentos nodales, permitiendo obtener plantas bien
desarrolladas (Figura 23) con una tasa de multiplicacion promedio de 3.3
segmentos nodales por explante cultivado durante 5 ciclos de subcultivos
de 20 dias cada uno. Si se mantiene esta tasa de propagacion es posible
obtener hasta 46.411 plantas en seis meses de cultivo. Mantell y
colaboradores (1978) reportaron una tasa de propagaciéon entre 3 y 5 en
D. alata y D. rofundata, estimando que podrian obtener 65.000 en seis
meses con un ciclo de subcultivos de 14 a 20 dias cada uno. Las
diferencias presentadas en la respuesta i wiro, en este caso
representadas en la tasa de multiplicacion, entre una misma o varias
especies han sido comunmente reportadas y pueden ser ocasionadas por
diferencias en el tamano de los explantes (Lauzer y colaboradores, 1992)
o por factores mas complejos como azucares, fosfatos, compuestos
fenoliticos, luz, temperatura, consistencia del medio y aun por la calidad

y tipo de tejido empleado (Wareing y Phillips, 1973).

7.5 ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

En lo que respecta a la induccion y desarrollo de raices en plantulas de
flame pico de botella (D. alata), se encontraron diferencias estadisticas

altamente significativasn (a=1 y 5%, anexo 8.1 y 8.2) entre lo
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tratamientos; observandose que la relacion entre ANA y el porcentaje de
sales basicas del medio M.S. de los tratamientos E4 y E2 (cuadro 5,

figuras 20 y 21) favorecieron la formacion y desarrollo de las

v ;-. v

Figura 23. Planta de fiame Pico de Botella (D. a/a#2) obtenida durante la fase de
subcultivo con el tratamiento S3 (ANA 0.5 mg/L-BA 4.0 mg/L) mostrando un buen
desarrollo y la presencia de varios nudos.

raices, resultados que se explican con lo propuesto por Harman y Kester
en 1987, quienes afirman que los niveles de auxina deben aumentarse y
suprimirse los de citoquinas para inducir la formacion de raices y luego
transferir éstas a un medio libre de reguladores de crecimiento para que

elonguen. Sin embargo, los resultados obtenidos en estos dos
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tratamientos son inferiores a los obtenidos en el tratamiento M11 (ANA
0.5 mg/L — BA 4.0 mg/L) de la fase de multiplicacidn, el cual presenta

contenido auxinico y citocinico en el medio de cultivo (Figura 24).

E4 E2 M11

Tratamientos

|I:|Nl’1mero promedio de raices por planta ELongitud promedio de raices |

Figura 24. Efecto de los tratamientos E4 (ANA 0,8 mg/L — sales M. S. al 100%),
E2 (ANA 0,2 mg/L — sales M. S. al 100%)y MI11 (ANA 0.5 mg/L - BA 4.0 g/L)
sobre la induccion y la longitud promedio de raices en plantulas de fiame Pico de
Botella (D. alata) durante 20 dias de incubacion.



CONCLUSIONES

Las plantas madres de fiame Pico de Botella (D. alata) con una edad
de 2 a 3 meses proporcionan explantes (segmentos nodales) con un
adecuado estado fisiologico para su micropopagacion empleando la

técnica de propagacion clonal a través de segmentos nodales.

El tratamiento inicial de los explantes (segmentos nodales) de fiame
Pico de Botella (D. alata) con etanol (70%) por 1.0 minuto Y H,0O,
(2%) por 2.0 minutos, seguido de la aplicacion de NaOCI (1.0 %) por
20 minutos, favorece en forma muy eficiente la desinfeccion de los

explantes.

El corte longitudinal realizado a los explantes (segmentos nodales) de
flame Pico de Botella (D. alata) para separar las dos yemas, no
permite la induccién de brotes, haciendo asi inviable el proceso de

micropropagacion.

El medio de cultivo de sales basicas de Murashige y Skoog (M. S.) en
ausencia de reguladores de crecimiento favorece eficientemente la
induccion y desarrollo de brotes a partir de los explantes (segmentos

nodales) durante la etapa de niciacion.
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La adicion al medio de cultivo M. S. de la combinacion de los
reguladores de crecimiento ANA — BA en concentraciones de 0.5
mg/L y 4.0 mg/L respectivamente, permite la inducciéon de nudos y el

desarrollo de vitro plantas de buen vigor en una forma muy eficiente.

El medio M. S. suplementado con ANA y BA en concentraciones de
0.5 mg/L y 4.0 mg/L respectivamente, permite mantener una buena
tasa de multiplicacion en forma constante durante 5 ciclos de

subcultivos.

La induccion y desarrollo de raices se pude realizar al tiempo que la
induccion y desarrollo de segmentos nodales, sin necesidad de

suprimir las citocinas y aumentar la concentracion de auxinas.



RECOMENDACIONES

Realizar estudios sobre el control de la fenolizacion en los explantes
de (D. alata) C.V. “Pico de Botella” que permitan hacer menos

dispendioso y mas eficiente el trabajo con este material vegetal.

Determinar el fotoperiodo ideal para el desarrollo de los explantes y

que permita mejorar la tasa de multiplicacion y eficiencia del proceso.

Estudiar el contenido natural de los reguladores de crecimiento
presentes en los explantes de D. alata C.V. “Pico de Botella” y la
asimilacion externa (presentes en el medio de cultivo) de los mismos

para una mejor comprension y control de su desarrollo in vitro.

Realizar un estudio detallado sobre el comportamiento de plantas de
fiame Pico de Botella (D. alata) durante la etapa de aclimatacion, que
permita asegurar un aprovechamiento maximo de las plantas

obtenidas in vitro.
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Anexo

Dpto var.

Sup.

Pro.

Atlantico

Ren.
Sup.

Pro.

Bolivar

Ren.
Sup.

Pro.

Cordoba

Ren.
Sup.

Pro.

Sucre

Ren.

1. Name: Area, produccién y rendimiento obtenido por
departamento. Afio: 1988 — 1997

1988

400

4000

10000

3500

31500

9000

7700

61600

8000

4000

24000

6000

1989

500

6000

12000

7600

30400

4000

7000

48300

6900

4500

22500

5000

Sup: Superficie en hectareas.

Pro: Produccidn en toneladas.

Ren: Rendimiento en kg/ha.

1990

3190

20900

6552

927

1824

1968

105

4038

1991

210

1950

9286

4390

35120

8000

735

4410

6000

42

504

12000

1992

161

1735

10776

5155

62972

12216

638

4948

7755

283

2830

10000

1993

75

700

9333

1769

24005

13570

3458

44380

12834

480

5808

12100

1994

84

878

10452

6020

61875

10278

4094

43870

10471

896

8927

9963

1995

107

1098

10262

3352

42707

12741

5608

61215

10916

1142

11870

10394

1996

38

360

9474

7655

85570

11178

6960

66204

9512

1730

16987

9819

73

2060
23266
11294

6747
68162
10103

2190
19566

8936

Fuente: Evaluaciones agropecuarias URPA’s UMATA’s. Minagricultura y desarrollo
rural — oficina de informacion y estadistica.
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Anexo 3. Componentes del medio de cultivo Murashige Skoog

1962.

Nutrimentos Mg. /litro mM
NH4NO3 1650 20.6
KNO3 1900 18.8
CaCI22H20 440 3.0
MgSO47H20 370 1.5
KH2PO4 170 1.25
KI 0.83 5.0
H3B 03 62 100
MnSO44H20 223 100
ZnSO47H20 8.6 30
Na2MoO42H20 0.25 1.0
CuSO45H20 0.025 0.1
CoCl126H20 0.025 0.1
Na2EITA 373 100
FeSO47H20 278 100
Sacarosa 30000
Mioinositol 100
Agar 8000

PH 57-5.8



Anexo 4. Analisis estadistico para la evaluacion de los
diferentes tratamientos utilizados en la desinfeccion de los
explantes.

4.1 Analisis de varianza para el total de explantes no contaminados.

76

Fuente de F requerido
variacion gl SC CM F observado 59 q 1%
Tratamientos 8 2.022 0.252 222%*| 207 2.77
Bloques 9 09 0.1 088ns| 201 2.67
Error 72 82 0.113
Total 89 11.122
** Diferencia altamente significativa. C.V.=0.393%
* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.
Prueba de Duncan para el total de explantes no contaminados
Tratamiento | D9 D6 D3 D8 D2 D5 D7 D4 D1
Medias 1 1 1 1 09 0.8 0.7 0.7 0.6
Orden de A A A A A A A A B
ranqueado

4 2 Analisis de varianza para el total de explantes no necroticos.

Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 1%
Tratamientos 8 19.48 2436 64.17 **| 2.07 2.77
Bloques 9 0.266 2.96E-2 0.78ns| 2.01 2.67
Error 72 2.733 3.79E-2
Total 89 22.48
** Diferencia altamente significativa.  C.V.=0.398%
* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.
Prueba de Duncan para el total de explantes no contaminados
Tratamiento | Dl D4 D3 D2 D5 D6 D8 D7 D9
Medias 1 1 1 1 03 0.09 0.0 0.0 0.0
Orden de A A A A B C D D D
ranqueado
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Anexo 5. Analisis estadistico para la evaluacion de los

diferentes tratamientos utilizados en la etapa de iniciacion

5.1 Analisis de varianza para el total de explantes con brotes.

Fuente de F requerido
variacién gl SC ™M F observado 5% 1%
Tratamientos 14 7.173 0.512 3.93 **| 177 2.23
Bloques 9 1.573 0.174 1.14ns|1.95 2.56
Error 126 16.42 0.130
Total 149 25.17
** Diferencia altamente significativa. C.V.=0.458%
* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.
Prueba de Duncan para el total de explantes con brotes.
Tratamiento | I1 | I2 | 4 |112| I5 | I3 |I14 |110 |T13 | I8 |I15| 19 |I11 |17 |I6
Medias 1 1 1 1 1 (091090908 07107 |06]05]105/03
Ordende |\ |\ '\ || a|alalalals|sls|B|s]c
ranqueado
5.2 Analisis de varianza para el total de brotes por explante.

Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 1%
Tratamientos 14 76.573 5.469 9.01 **| 1.77 2.23
Bloques 9 4.0066 0.445 073 ns| 195 2.56

Error 126 76.493 0.607

Total 149 157.07

** Diferencia altamente significativa. C.V.=53.88%

* Diferencia significativa.

ns: No hay diferencia estadistica.

Prueba de Duncan para el total de brotes por explante.

Tratamiento L4 |3 |20 |12 (000|114 (0113 (115 I8 | I7 | 19 |I11|I6

Medias 28125122 (|22(20(16|16(11|1.1]10]09 (0808|0704
Orden de AlAlAala|B|B|B|C|Cc|cl|lc|lclc|lc]c
ranqueado




Anexo 6. AnAlisis

estadistico para
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la evaluacién de los
diferentes tratamientos utilizados en la etapa de multiplicacion.

6.1 Analisis de varianza para el numero de nudos por planta.

Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 1 1%
Tratamientos 19 119.85 6.308 21.84 **|1.65 2.03
Bloques 9 2.905 0.322 1.12ns|1.95 2.56
Error 171 49.39 0.288
Total 199 172.15

** Diferencia altamente significativa. . C.V.=98.90%

* Diferencia significativa.

ns: No hay diferencia estadistica.

Prueba de Duncan para el numero de nudos por planta

T . X de los Orden de
ratamientos .
tratamientos ranqueado
Ml11 3.6 A
MI15 18 B
M20 18 B
MI19 1.7 B
MI12 1.6 B
MIl6 14 B
MI10 12 B
Ml 1.1 C
M2 1.1 C
M3 1.0 C
M7 1.0 C
M6 0.7 C
Ml4 0.6 D
M9 0.5 D
MI18 0.5 D
M8 04 D
M4 04 D
M5 04 D
M17 03 D
MI13 02 D




6.2 Analisis de varianza para el promedio de altura de las plantas en los distintos

tratamientos de la fase de multiplicacion.

Fueflte. fie gl SC CM F observado oF requerido
variacion 5%
Tratamientos 19 237.672 12.509 16.24 **|1.65
Bloques 9 7.586 0.842 1.09ns|1.95
Error 171 131.677 0.770
Total 199 376.936

** Diferencia altamente significativa.
* Diferencia significativa.

ns: No hay diferencia estadistica.

C.V.=51.69%

Prueba de Duncan para el promedio de altura de
las plantas en los distintos tratamientos de la fase

de multiplicacion.

. X delos Orden de
Tratamientos .
tratamientos ranqueado
Ml11 4.63 A
M1 3.45 B
MI15 2.49 C
Mi12 2.48 C
MI10 2.40 C
M7 2.20 C
M20 2.12 C
M2 2.05 C
M3 2.00 C
M19 1.93 C
Mil16 1.82 C
M6 1.40 D
M3 1.05 D
M4 0.90 D
M14 0.79 D
M9 0.70 D
MI18 0.67 D
M5 0.50 E
M17 0.30 E
MI13 0.20 E




6.3 Analisis de varianza para el numero de hojas por planta en los distintos

tratamientos de la fase de multiplicacion.

Fueflte. fie gl SC CM F observado F requerido
variacion 5%
Tratamientos 19 213.38 11.230 19.67 ** |1.65
Bloques 9 4.58 0.508 0.89ns|1.95
Error 171 97.62 0.570
Total 199 315.58
** Diferencia altamente significativa.. C.V.=5431%

* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.

Prueba de Duncan para el nimero de hojas por planta en los
distintos tratamientos de la fase de multiplicacion.

Tratamientos X delos Orden de
tratamientos ranqueado
M1 4.8 A
Ml 25 B
M10 2.0 B
M15 2.0 B
M12 2.0 B
M19 1.9 B
M20 1.8 B
M16 1.8 B
M3 15 C
M2 13 C
M6 1.2 C
M7 1.0 C
M4 0.7 C
M8 0.7 C
M4 0.6 D
M5 0.5 D
M9 0.5 D
M18 0.5 D
M17 03 D
M3 02 D




Anexo 7. Analisis

estadistico para
diferentes tratamientos empleados en la fase de subcultivos

la

7.1 Analisis de varianza para el nimero de nudos por planta.
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evaluacién de los

Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 1%
Tratamientos 4 18.809 4.702 40.51 **|2.63 3.89
Bloques 9 1411 0.156 135ns(2.15 2.94
Error 36 4.178 0.116
Total 49 24.399
** Diferencia altamente significativa. C.V.=16.24%
* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.
Prueba de Duncan para el nimero de nudos por planta.
Tratamiento S3 S1 S2 S4 S5
X de los 3.28 2.01 1.93 1.70 1.56
tratamiento
Orden de A B C D E
ranqueado

7.2 Analisis de varianza para la altura promedio de las plantas.

Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 1%
Tratamientos 4 6.925 1.731 12.51 **|2.63 3.89
Bloques 9 1.488 0.165 1.19ns(2.15 2.94
Error 36 4982 0.138
Total 49 13.396
** Diferencia altamente significativa. C.V.=11.51%
* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.
Prueba de Duncan para la altura promedio de las plantas.
Tratamiento S3 S1 S4 S2 S5
X de los 3.86 3.20 3.19 3.19 2.69
tratamiento
Orden de A B B B C
ranqueado
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7.3 Analisis de varianza para el numero de hojas promedio por plantas.

Fuente de F requerido
variacién gl sC M F observado 5% 1%
Tratamientos 4 9476 2.369 18.45 **(2.63 3.89
Bloques 9 1.269 0.141 1.10ns (2.15 2.94
Error 36 4.623 0.128
Total 49 15.369
** Diferencia altamente significativa. C.V.=10.22%
* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.
Prueba de Duncan para el nimero de hojas promedio por plantas.
Tratamiento S3 S4 S2 S1 S5
X de los 433 353 3.27 3.27 3.11
tratamiento
Orden de A B C C D
ranqueado
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Anexo 8. Analisis estadistico para la evaluacion de los diferentes
tratamientos realizados en la etapa de enraizamiento.

8.1 Analisis de varianza para el nimero de raices por planta.

Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 1 1%
Tratamientos 19 79.455 4.181 5.70 **11.62 1.97
Bloques 9 12.605 1.400 191 ns|1.92 2.50
Error 171 125.495 0.733
Total 179 217.555
** Diferencia altamente significativa. C.V.=39.54%

* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.

Prueba de Duncan para el numero de raices por planta.

T . X delos Orden de
ratamientos .
tratamientos ranqueado
E4 32 A
E17 2.9 A
E9 2.8 A
E8 2.8 A
E2 2.8 A
El10 2.7 A
El5 2.6 A
E7 2.4 A
E18 2.3 B
Ell 2.2 B
El4 2.2 B
E19 2.0 B
El6 2.0 B
E3 2.0 B
El12 1.8 B
E20 1.7 B
El5 1.6 B
El3 1.5 B
E6 12 C
El 0.6 C




8.2 Analisis de varianza para la longitud promedio de las raices.
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Fuente de F requerido
variacion gl SC M F observado 5% 4 1%
Tratamientos 19 62.746 3.302 3.40 **|1.62 1.97
Bloques 9 17.425 1.936 2.00*(1.92 2.50
Error 171 165.852 0.969
Total 179 246.024
** Diferencia altamente significativa.. C.V.=106%

* Diferencia significativa.
ns: No hay diferencia estadistica.

Prueba de Duncan para la longitud promedio de las raices.

Tratamientos X de los Orden de
tratamientos ranqueado
E3 3.33 A
El3 2.70 A
E4 2.65 A
E12 2.62 A
E2 2.60 A
ES 2.48 A
E16 2.39 B
El4 2.34 B
E10 2.25 B
E9 2.21 B
E18 211 B
E7 2.03 B
E19 1.89 B
E8 1.82 B
El7 1.77 B
El5 1.59 C
E20 1.55 C
Ell 1.28 C
E6 127 C
El 1.05 C




