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RESUMEN

Segmentos nodales de Djoscorea cayenensis se examinaron para evaluar su
respuesta a diferentes concentraciones de Hipoclorito de Sodio (NaOCl) vy
reguladores de crecimiento. En el proceso de desinfeccion fue necesaria la accion
del NaOCI en concentracion de 2% por 10 minutos, obteniendose un porcentaje de
desinfeccion de 80%. El analisis de varianza a través del programa estadistico
SAS® no mostrd diferencias significativas entre los tratamientos. Los explantes
sembrados sobre el medio MS (Murashige & Skoog) sdélido suplementado con
100 mgL™" de mioinositol, 30 gL™ de sacarosa, 100 mgL™" tiamina-HCl y 0,9 mgL™’
de 6-benciladenina (BA), produjeron brotes a las 3 semanas de incubacion bajo
condiciones de 27 °C de temperatura, 50% de humedad relativa, 10 horas de
fotoperiodo, intensidad luminica de 60 pumol m>. s en el cuarto de crecimiento
del Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de Sucre. Bajo
estas mismas condiciones pero adicionando, ademas, al medio de -cultivo
800 mgL™ de NH4NOs, 0.5 mgL™" de piridoxina-HCI, 0,5 mgL™ de &cido nicotinico y
2 mgL™ de glicina, se obtuvo un coeficiente de multiplicacién de 4.7. El ANAVA
mostro diferencias significativas para las variables; numero de brotes y longitud de
la planta. Después de realizar tres subcultivos en el mismo medio de
multiplicacion, se redujo el coeficiente de multiplicacion a 3.5, observandose que

los segmentos nodales de la base de la plantula respondieron favorablemente,



mientras que los apicales no crecieron. Estos resultados sugieren que los
explantes basales de las plantulas son adecuados para la produccion masiva de
plantas. Ademas, coincidiendo con los resultados obtenidos por Mitchell et al.,
1995, se comprob6é que la adicién de 800 mgL” de NH4NOs, incrementd la
respuesta de los brotes en la etapa de multiplicacion. Aunque en la etapa de
enraizamiento hubo un bajo porcentaje de raices, se logrdé obtener plantas
completas con la arquitectura necesaria para el proceso de adaptacion a las

condiciones ambientales.



ABSTRACT

Nodal segments of Dioscorea ccyenensis were examined to evaluate its answer to
different concentration of NaOCI and grow-up regulators. In the clean-up process it
was necessary the action of NaOCI in a concentration of 2% per 10 minutes,
getting a 80% of clean-up. The analysis of variation through the statistical program

did not show meaning ful differences among the treatments.

Explants planted on MS (Murashige & Skoog) supplemented with 100 mgL™ of
mioinositol, 30 gL™ of saccharine, 100 mgL™" of tiamina-HCI and 0.9 mgL™ of
6-benciladenine (BA) produced buts in three weeks of incubation under 272C

T of

conditions, 50% relative humidity, 10 hours of light period, 60 pmol m?. s’
lighting intensity in the growing-up room of Laboratory of tissue culture of the
Sucre’s University. Under these same conditions but adding to the culture medium
800 mgL™" of NH4sNOs, 0.5 mgL™ of piridoxina-HCI, 0.5 mgL™ of nicotinic acid and
2 mgL™” of glicine, it was got a multiplication coefficient of 4.7. ANAVA showed
meaning ful differences to the variations, number of buts length of plant. After
making three subcultives in the same environment of growing, it was reduced the
multiplications coefficients to 3.5 observing the nodal segments in the base of the

plant answered while the apical did not grow. This is results mean that basal

explants of vitroplant are to the mass production of plants. Beside results are



similar to Mitchell’s 1995. It was shown that the addition of 800 mgL™ of NH4NOs
increased the answer of the buts in the growing step. Even though, in the step off
rooting those wase a low percentage of roots, it was achieved to get normal plants

with the necessary architecture to the process of adaptation to the environment.



INTRODUCCION

Bajo el nombre de fiame (Dioscorea spp.) se conocen mas de 650 especies de las
cuales soOlo 12 son cultivadas con interés comercial (Thurston, 1998). Estas
plantas son trepadoras y su parte aprovechable es un tubérculo subterraneo de

forma y tamaro variable.

El iame es una especie que reviste gran importancia para la alimentaciéon humana
por su alto valor nutricional, principalmente en Africa, algunos paises de Asia y de
Ameérica, (Ammirato, 1984; Coursey y Coursey, 1971) incluyendo Colombia.
Ademas, a partir de sus tubérculos se pueden obtener metabolitos secundarios
que actuan como precursores de compuestos esteroidales (Applezwrig, 1997).
Esto ha despertado gran interés para su comercializacion y exportacion a paises
de Europa y a Estados Unidos principalmente. Sin embargo, el cultivo de fiame se
ha visto amenazado por la presencia de patdogenos como los virus, bacterias,
hongos y nematodos que ponen en peligro la produccion de name de alto

rendimiento (Osorio y Ramirez, 1989).

En los ultimos anos, con el avance de la biotecnologia aplicada a la agricultura, y
la utilizacion de los sistemas de propagacion /n vifro a partir de segmentos

nodales, se han obtenido grandes volumenes de plantas de fiame de buena



calidad, convirtiéndose en alternativas para la obtencion masiva de semillas, que
en combinacion con los métodos tradicionales de siembra en el vivero o campo,
permite a los productores reducir costos de produccion (Corporacidon Colombia
Internacional, 1999) y suplir en parte las deficiencias en la produccion de semilla

para el cultivo de Aame.

Para la region Caribe colombiana, Dioscorea céyenensis se convierte en un gran
potencial de produccion y exportacion frente a las especies de Aame mas
cultivadas (Dioscorea aiata'y Dioscorea rolundala) dado su amplio margen de
utilizacidon en el consumo humano y como materia prima para la extraccion de
almidon, harina, obtencidn de sapogeninas esteroidales como la hecogenina,
digitogenina y diosgenina, las cuales se utilizan en la industria farmaceéutica para
elaborar compuestos esteroidales que actuan como hormonas y sus derivados,
incluyendo las hormonas sexuales, la cortisona y las pildoras anticonceptivas
(Applezwrig, 1997). Posee, ademas, una caracteristica fisioldgica deseable en el
proceso de almacenaje del tubérculo, se refiere a que si éste presenta algun darfo
causado por nematodos, hongos o bacterias, se puede escindir la zona afectada

sin riesgo a que se deteriore el resto del tubérculo (Venegas, 2002).

Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriormente mencionadas de D.oscorea
ceyenensisy ante la poca disponibilidad de semilla como limitante para su posible

explotacion comercial, surgid el macroproyecto denominado “Produccion y



Comercializacion de Name Dioscorea i1clundala y Dicscorea céyenensis’
emprendido y financiado por la empresa privada LALVI Ltda., encaminado a
obtener y comercializar tubérculos de estas especies; involucrando investigadores,

técnicos y productores del sector agricola de la region.

En este trabajo se evalu6 el potencial de propagacion i1 v.iro para D. ccyenensis,
utilizando la técnica de segmentos nodales, de tal forma que se pueden producir

plantas a gran escala.



2. OBJETIVOS

21 OBJETIVO GENERAL

Aplicar la técnica de cultivo de tejidos /n vifro, utilizando segmentos nodales, para

la propagacion de Dioscorea cayenensis cv “Name Amarillo”.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la accion desinfectante del agente quimico hipoclorito de sodio a

diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de los explantes.

e Determinar a través de bioensayos, utilizando las citoquininas BA y KIN en
diferentes concentraciones, el tratamiento 6ptimo para el establecimiento /n
vifro y la induccidon de brotes a partir de segmentos nodales bajo

condiciones controladas de temperatura e iluminacion.

e FEvaluar la influencia del regulador de crecimiento BA a diferentes

concentraciones, en el proceso de multiplicacion a partir de brotes.



e Establecer las concentraciones Optimas de los reguladores de crecimiento
ANA/BA para el enraizamiento de las plantulas, que nos provean una planta

con la arquitectura ideal para un establecimiento 7 vivo.



3. MARCO TEORICO

3.1 GENERALIDADES DEL GENERO Dioscorea

El género Dioscorea posee mas de 650 especies distribuidas en las regiones
tropicales de alta pluviosidad (Thurston, 1998). Las plantas pertenecientes a este
género, se caracterizan por poseer tubérculos llamados fiames. Estos tubérculos
contienen fécula abundante y tienen la capacidad de formar su sistema caulinar a
partir de una capa de células meristematicas localizadas en la corteza, lo cual es
aprovechado para su propagacion vegetativa a partir de secciones del tubérculo

(Acosta 1980).

El Aame es una planta monocotiledonea con caracteristicas de dicotiledonea; su
tallo es herbaceo y de habito trepador y puede alcanzar varios metros de longitud,
pero demasiado débil para soportar su propio peso, por lo cual requiere de un
buen tutor para su Optimo crecimiento; en general, sus hojas son de forma
acorazonada, soportadas por un largo peciolo, se disponen de manera opuesta
y/o alterna en la misma planta (Montaldo, 1983); las raices que se originan del
tubérculo, son resistentes, fuertes y fibrosas, se localizan en su mayoria a 30
centimetros de la superficie y pueden llegar hasta un metro de profundidad;

algunas especies poseen raices aéreas, otras tienen espinas en sus raices



(Charles and Onwbeme, 1994). El name es una planta dioica con flores
imperfectas producidas en diferentes plantas: masculinas y femeninas (Ammirato,
1984), sus flores son pequefias en forma de racimos, espigas o paniculas,
unisexuales con tres sépalos y tres estambres; en casi todas las especies
cultivadas, la floracion es muy escasa (Acosta, 1980). En su mayoria son
polinizadas por insectos. Los frutos son capsulas dehiscentes, secos de 1 a 3
centimetros de longitud, cuando estan maduros se dividen y liberan la semilla
dispersandola; éstas son pequefias. Los embriones son muy pequefos y estan
rodeados de un endospermo, las semillas tienen una dormancia de 3 a 4 meses
después de la senescencia de la planta y germinan después de 3 semanas de
plantadas. Algunas especies poseen bulbillos que se desarrollan en las axilas de
las hojas, tienen forma y tamano variable, pueden ser angulares, esféricos o
redondos y pesar varios gramos hasta kilogramos. Fisiologicamente son iguales a
los tubérculos y se pueden utilizar para la propagacion (Charles and Onwbeme,

1994).

3.2 TAXONOMIA

La ubicacién taxonémica del iame es:

Division: Espermatofita

Subdivision: Angiosperma



Clase: Monocotiledénea

Orden: Dioscoreales

Familia: Dioscoreaceae

Género: Dicscorea

Especie: varias, entre las cuales se encuentra cayenernss

(Acosta, 1980)

3.3 IMPORTANCIA

Los tubérculos de name contienen abundante fécula y constituyen un importante
alimento en las regiones tropicales donde se cultiva por ser una excelente fuente
de carbohidratos y minerales como calcio, hierro y fosforo (Ammirato, 1983).
Aporta hasta un 12% de los recursos energéticos para los habitantes de regiones
caribefias y africanas,; es rico en vitaminas tales como acido ascorbico, rivoflavina,
tiamina y pro-vitamina A (Perea y Buitrago, 2000) (cuadro 1). Ademas, poseen la
mayor parte de los aminoacidos esenciales: arginina, serina, asparagina, glicina,
glutamina, isoleucina, y valina, y en menor cantidad: histidina, metionina,
triptofano y lisina (Asiedu, 1986). Los tubérculos de Dijoscorea spp. son ricos en
dioscorina, una proteina soluble presente especificamente en las vacuolas de las
células del tubérculo, que por su abundancia se considera como proteina de
almacenaje (Conlan et al., 1998). Su contenido de fibra es del 9.47% representado

en materia seca (Oyenuga, 1968). A partir de los tubérculos de name, se pueden



obtener también metabolitos secundarios como las sapogeninas esteroidales,
precursoras importantes en la sintesis de compuestos esteroidales (Applezwrig,

1997).

Cuadro 1. Composicion de tubérculos de fiame (Dioscorea spp.) en 100
gramos de tubérculo (base himeda)

COMPOSICION TUBERCULO
Valor energético 100 calorias
Humedad 726 %
Proteina 20g
Grasa 0.2g
Carbohidratos 243 g
Fibra 0649
Cenizas 09g¢g
Calcio 14.0 mg
Fosforo 43.0 mg
Hierro 1.3 mg
Vitamina A Trazas
Tiamina 0.13 mg
Riboflavina 0.02 mg
Niacina 0.40 mg
Acido ascorbico 3.00 mg

Fuente: Wu Leung, et al., 1981

3.4 DISTRIBUCION DEL CULTIVO DE NAME

Las especies mas cultivadas del genero Djoscorea corresponden a D. alata, D.
rotundata, D. cayenensis, D. esculenta, D. bulbiferay D. trifida. El area mundial

cultivada comprende tres regiones principales: Africa Occidental, sur de Asia



incluyendo parte de China y Japdén, Oceania y los paises del Caribe (Ammirato,

1984).

La produccion de fame en el mundo se ha estimado en 34 millones de toneladas
por afo, de las cuales, el 95 % proviene del continente africano (FAO, 1996),
Nigeria, con el 73% de la produccion mundial, ocupa el primer lugar. En América
los principales productores y comercializadores de fiame son: Brasil, Colombia,
Haiti, Costa Rica, Jamaica y Panama, alcanzando precios en el mercado
norteamericano (Atlanta, Los Angeles, Boston, Miami, Baltimore, New York, San
Francisco, Chicago y Philadelphia entre 14.00 y 24.00 US por caja de 40 libras
para D.oscorea rolundalay para Dioscorea csyenensis entre 35.00 y 46.00 US por

caja de 45 libras en temporada de baja oferta (Today’s Market Prices, 2002).

En Colombia se cultivan varias especies de name: fiame criollo (D. alala), hiame
espino (0. rotundata Poir), Aiame papa (0. buibifera Burkill), Aiame azucar (D.
escuienta) y fampin (O. tntiaa L), de las cuales D. aiala y D. rotundala son las
especies de mayor importancia tanto por el area de siembra como por la demanda
del tubérculo, seguidas por D. infida (Alvarez, 2000). La Costa Atlantica abarca la
mayor produccion de name del pais, siendo las areas de mayor cultivo: la zona
costera del departamento de Coérdoba, la subregion natural de los Montes de
Maria en los departamentos de Sucre y Bolivar, y algunos municipios de los

departamentos del Cesar y La Guajira, alcanzandose una produccion entre los



anos 1999 y 2000 de 254.849 toneladas sobre las 23.039 hectareas sembradas

para un rendimiento de 11.062 Kg/Ha (URPAS, 2001) (cuadro 2).

Cuadro 2. Participacion sobre la produccién nacional
de fiame afio 2000

DEPARTAMENTO PARTICIPACION %
Cérdoba 40.2
Bolivar 39.2
Sucre 12.4
Cesar 4.3
Antioquia 1.8
Otros 2.0

Total 100

Fuente: Evaluaciones Agropecuarias, Ministerio de Agricultura
y Desarrollo Rural. Direccién de Politica Social.
URPAS, UMATAS, 2001.

3.5 PLAGAS Y ENFERMEDADES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE
NAME

La productividad de los cultivos de iame se ve limitada por la presencia de plagas
y enfermedades, éstas ocurren tanto en el campo como en el almacenaje del
tubérculo. Las plagas mas comunes que atacan a los cultivos son: hormigas
arrieras, termmitas, roedores, coledpteros y nematodos. Las enfermedades de
mayor incidencia son: el tizdn (Collefotrichum spp), manchas de alquitran

(Phyllachora spp), manchas de la hoja (Cercospora carbonaced), antracnosis



(Colielotnichum gioecsporoiaes) (Acosta, 1980), marchitez (Fusarium oxysporum)

(Instituto Colombiano Agropecuario, 1984).

El moteado o mosaico de areas oscuras Yy claras en las hojas es producido por
un grupo de virus como: Carlavirus (CHYNMYV) (Fukomoto and Tochihara, 1978),
Potexvirus (DLV) (Hearon et al., 1978; Urbino et al,, 1998), Badnavirus (DBV)
(Mantell et al., 1974; Degras, 1986), Potyvirus (YMV, YMMV1) (Goudou-Urbino et
al.,, 1996; Mumford & Seal, 1997); Cucumovirus (CMV) (Migliori, 1977; Fauquet

and Thouvenel, 1987), estos dos ultimos grupos atacan a Dicscorea céyenensis.

3.6 COMPONENTE BIOTECNOLOGICO EN EL CULTIVO DE NAME

La produccion convencional de fiame en la Costa Atlantica colombiana se realiza
con muy poca tecnologia, lo que incrementa costos, reduce la produccion y
contribuye a la persistencia de los problemas fitosanitarios. Actualmente para
contrarrestar estos aspectos, los trabajos de investigacion participativa que se
realizan a través del Programa de Biotecnologia Agricola Holanda-Colombia del
cual forman parte la Universidad Nacional, la Universidad de Cordoba y la
Universidad de Sucre y CORPOICA, han permitido el desarrollo masivo de
plantas, utilizando técnicas biotecnologicas (Corporacion Colombia Internacional,

1999).



La Biotecnologia constituye el conjunto de sistemas que permiten la manipulacion
de microorganismos, células y tejidos en condiciones controladas y totalmente
asépticas. La aplicacion de los sistemas /7 wiro contribuye asi a la solucion de

problemas agricolas (Perea y Buitrago, 2000).

3.6.1 Sustancias que intervienen en el crecimiento y desarrollo vegetal.

La planta superior inicia su vida como una célula microscopica, al formase el
embrion, éste se compone de células meristematicas todas iguales entre si que se
dividen dando origen a nuevas células en el proceso conocido como citocinesis;
posteriormente, por diferentes tipos de células, se constituyen los tejidos vegetales
que se organizan de diferentes maneras para formar organos (organogenesis)
(Rojas Garciduefias y Ramirez, 1993). Los cambios que sufre la planta al pasar el
tiempo estan determinados tanto por factores internos heredados como por
factores ambientales. Cuando se habla de desarrollo vegetal se distinguen tres
niveles de control: intracelular, que depende de la expresion de los genes por
accion de las enzimas,; intercelular, que se refiere a las correlaciones e
interacciones de las células y depende de las hormonas y un tercer nivel que

depende de los estimulos que ejercen las condiciones ambientales (Torrey, 1967).

Las hormonas vegetales son aquellas sustancias sintetizadas en un determinado

lugar de la planta y se translocan a otro, donde actuan a muy bajas



concentraciones, regulando el crecimiento desarrollo o metabolismo vegetal. El
téermino sustancias reguladoras de crecimiento es mas general y abarca a las
sustancias tanto de origen natural como sintéticas, que determinan respuestas a
nivel de crecimiento, metabolismo o desarrollo de la planta. Los reguladores de
crecimiento mas utilizados en los procesos /7 wiro son las auxinas y las

citoquininas (Gonzalez et al., 1999).

3.6.2 Definicién, Biosintesis y Efectos Caracteristicos de las Auxinas.

El nombre auxina significa en griego crecer y es dado a un grupo de compuestos
que estimulan la elongacion celular de las plantas. El acido indolacético (AlA) es la
forma predominante, aunque se ha evidenciado la presencia de otras auxinas

indolicas naturales en las plantas (Gonzalez et al., 1999).

Las auxinas se sintetizan en el apice del tallo y ramas jovenes, en las yemas y
hojas jovenes y en general en las regiones meristematicas en crecimiento activo.
Su transporte es basipétalo por el floema con los productos fotosintetizados; este
flujo de auxina reprime el desarrollo de brotes axilares laterales a lo largo del tallo,

manteniendo de esta forma la dominancia apical (Gonzalez et al., 1999).

Las auxinas estan implicadas en la regulacion de numerosos procesos fisiologicos:

promueven el crecimiento y diferenciacion celular y por ende el crecimiento en



longitud de la planta;, controlan la iniciacion de la radicula y de las raices
adventicias; estimulan la floracion, el crecimiento y maduracion de frutos, la
senectud, el geotropismo; se dirigen a la zona oscura de la planta, produciendo
que las células crezcan mas que las correspondientes células que se encuentran
en la zona clara, lo que produce una curvatura de la planta hacia la luz,
movimiento que se conoce como fototropismo; retardan la caida de hojas, flores y
frutos jovenes. El efecto inicial preciso de la hormona que subsecuentemente
regula este arreglo diverso de eventos fisioldgicos no es aun conocido (Gonzalez

et al., 1999).

Se han propuesto varios mecanismos acerca de la accion de las auxinas sobre los
acidos nucleicos: uno de ellos supone que el AIA actua en la traduccion del
mensaje, sobre el enlace del aminoacido con el ATP que lo activa para unirse al
RNA mensajero; las evidencias experimentales apoyan la idea que el AlA
promueve o reprime la sintesis de fracciones del RNA mensajero por un
mecanismo aun no conocido (Zurfluh y Guilfoyle, 1982). Durante la elongacion
celular inducida por la auxina se piensa que actua por medio de un efecto rapido
sobre el mecanismo de la bomba de protones ATPasa en la membrana
plasmatica, y un efecto secundario mediado por la sintesis de enzimas (Gonzalez

et al., 1999).



3.6.3 Definicion, Biosintesis y Efectos Caracteristicos de las Citoquininas.

Las citoquininas son hormonas vegetales naturales que estimulan la division
celular directamente en tejidos no meristematicos, a diferencia de las oftras
hormonas que lo hacen indirectamente como efecto de la activacion metabdlica.
Se sintetizan principalmente en la raiz y tienen su efecto hormonal en las yemas

del tallo (Friedrich et al., 1972).

Los principales efectos de las citoquininas son: estimular la germinacion de las
semillas (rompen su letargo) y la formacion de frutas sin semillas; inducir la
formacioén de brotes; mejorar la floracidon (Gonzalez et al., 1999); promover la
formacion de o6rganos, determinar la dominancia apical en interaccion con las

auxinas (Rojas Garciduefias y Ramirez, 1993)

3.6.4 Técnicas utilizadas en el Cultivo /n vitro de Dioscoreaspp.

Las técnicas utilizadas en el cultivo /n wvifro estan fundamentadas en la
propagacion clonal que se refiere a la reproduccion de plantas en condiciones
asépticas cuyas caracteristicas son idénticas a la planta original (Krikorian,1982)
ofreciendo la reproduccion de cultivares mejorados a través de cualquier sistema,
ademas del desarrollo de una agricultura sostenible, que integra la sanidad y el

mejoramiento de los cultivos, de los cuales se logra obtener gran numero de



plantas en un tiempo relativamente corto. Entre los sistemas de propagacion

clonal del iame estan:

MULTIPLICACION DE YEMAS. Las yemas apicales provenientes de los cultivos
de meristemos, se utlizan para la propagacion masiva, este método es
aconsejable para obtener una rapida multiplicacion. EI empleo de citoquininas
como reguladores de crecimiento es primordial para el fame. Perea (2000),
utilizando D. Rofundata y cultivando yemas apicales en el medio MS
suplementado con 3 mgL™ de BAP observé la emisién de yemas en un nimero de

3 a 4 por explante.

MICROTUBERIZACION. La microtuberizacién constituye otro de los sistemas de
propagacion vegetativa, la cual permite la conservacion de material genético
basico de clones madres, en espacio reducido. Ademas, facilita el intercambio de
microtubérculos de fiame en el mercado nacional e internacional sin el riesgo de
deterioro acelerado que se produce cuando se utilizan plantulas /7 vifro. Trabajos
realizados en D. bulbifera, D. alata (Uduebo, 1971, Ammirato, 1976, 1984; NG.,
1986; Perea et al.,, 1994; Salazar, 2002) utilizando como explantes segmentos

nodales, han mostrado gran éxito en la aplicacion de esta técnica.

EMBRIOGENESIS SOMATICA. Permite la regeneracién de embriones a partir de

células somaticas, los cuales tienen la capacidad de regenerar plantas enteras.



Espitia y Quintero (1999) lograron inducir embriones de D. alala var. Diamante 22
trabajando con 4 mg/L en oscuridad y 2 mgL” en presencia de luz de 2,4-D.
Gonzalez y Hernandez (2002) trabajando con D. aiala var. Pico de Botella lograron
inducir embriones utilizando 2 mgL" de 2,4-D utilizando un fotoperiodo de 10

horas luz.

SEGMENTOS NODALES. La propagacion de segmentos nodales es uno de los
meétodos que permite un mayor numero de plantas regeneradas. La técnica se
basa en romper la latencia que tienen las yemas axilares y permitir la brotacion
para que posteriormente elonguen y se puedan subcultivar los nuevos segmentos
originados. Consta de cinco fases: Obtencidn y mantenimiento de plantas madres,
iniciacion, multiplicacion, enraizamiento y aclimatacion. Acosta (2001) trabajando
con D. rofundata alcanz6 un coeficiente de multiplicacion de 5.5 y 3.5 utilizando
diferentes concentraciones de BAP y ANA; mientras que Rodriguez (2002),
trabajando con [O. alata reporta un coeficiente de 3.3 brotes por segmentos
nodales en un tiempo de 20 dias. Estos han sido los primeros trabajos reportados
en la Costa Atlantica. En Jamaica, Mitchell et al. (1995) trabajando con D.
cayenensis evaluo la iniciacion de cultivos en diferentes épocas del aio, el efecto
del establecimiento de los explantes en diferentes medios, los efectos de la
posicion nodal en la planta madre, el efecto del establecimiento de los explantes
en diferentes épocas y el efecto de la concentracidon de nitrato de amonio y

factores de crecimiento en las etapas de iniciacion y multiplicacion; reporto,



ademas, los siguientes datos: en la etapa de desinfeccion obtuvo un 74% de
desinfeccion utilizando 300 gL™" de hipoclorito de sodio por 30 minutos; en la etapa
de iniciacion obtuvo un 66% de brotacion sobre el medio basal MS suplementado
con 0.5 mgL"' de BAP; utilizando este mismo medio para la etapa de
multiplicacion, pero suplementandolo con 800 mgL™ de NH4NOs y subcultivando
sobre el medio de iniciacion, obtuvo un 67% de respuesta de los brotes y una tasa

de multiplicacion de 6.0 en un tiempo de 16 semanas.

Con toda esta serie de investigaciones, se pretende a través de la Biotecnologia
generar conocimiento, tecnificar y acelerar los procesos de produccion,
almacenamiento e intercambio de semillas de fiame, de tal forma que se
comiencen a implementar programas de mejoramiento genético que vayan
encaminados a la obtencion de variedades de fame resistentes y/o tolerantes a
enfermedades y con gran potencial comercial, contribuyendo asi al desarrollo

agricola regional y a la estabilizacion econdmica y social de nuestros agricultores.

3.7 ASPECTO SOCIAL

El proyecto esta incluido dentro del macroproyecto “Produccion y Comercializacion
de Name Dioscorea rotundata y Dioscorea cayenensis’. Este proyecto es
emprendido por la empresa privada LALVI Ltda. y en el intervienen los sectores

financiero, empresa privada, comunidades campesinas y universidades y esta



encaminado a beneficiar comunidades campesinas de los municipios de El
Carmen en el departamento de Bolivar y Repeldn, Isabel Lopez y Tubara en el
departamento del Atlantico. Inicialmente participaran 50 familias campesinas,
representadas por labriegos pertenecientes a los estratos sociales 1 y 2 y cuya

educacion alcanza un nivel promedio de basica primaria (Venegas, 2002)

La empresa privada LALVI Ltda. aspira a convenir con el agricultor, ofreciendo
semilla obtenida por el sistema /7 vifro y asistencia técnica sin costo alguno, el
precio de la produccion con base en el precio del mercado y asegurar al agricultor
la compra de la cosecha. En cuanto a la transferencia de tecnologia se hara a
traves de las entidades del Estado encargadas para tal fin (CORPOICA, ICA'Y
UMATAS) y/o el sector privado. El comportamiento de las plantas en campo se
evaluara en terrenos experimentales, tecnificados, con sistemas de riego en

ausencia de lluvias y previamente arados (Venegas, 2002).

Actualmente se adelantan conversaciones para incluir el macroproyecto en un
programa de sustitucion de cultivos ilicitos por parte del Gobierno Nacional en una
zona de la Sierra Nevada de Santa Marta en el departamento del Magdalena

(Venegas, 2002).



4. ESCENARIO DE REFERENCIA

El trabajo se realizé 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 75°
27" de longitud oeste; presentando una humedad relativa del 77%, una
precipitacion anual de 1087.5 mm, altitud de 200 m.s.n.m y una temperatura

promedio de 28°C. Las condiciones ambientales en el laboratorio son:

Humedad relativa: 50%
Temperatura: 25°C +/- 2
Intensidad luminica: 60 pmol m™2s™”

Fotoperiodo: 10 horas luz

El proyecto se enmarcé ademas, dentro del Programa de Biotecnologia Agricola
Holanda-Colombia, como aporte paralelo a las investigaciones que este programa
desarrolla conjuntamente con la Universidad de Sucre en el proceso de

produccion de semilla certificada de fame.



5. METODOLOGIA

51 ESTABLECIMIENTO DE PLANTAS MADRES

Semillas de Dioscorea cayenensis se establecieron en condiciones de casa malla

para su control fitosanitario y aislamiento de tejidos.

5.1.1 Preparaciéon del Sustrato

Se utilizd un sustrato de composicion arena, tierra negra y material organico en
proporcidon 1:1:1 respectivamente (Acosta, 2001). Se empaco en bolsas de
polietileno y se esterilizd con una solucién de 5 miL™" de Formol, 100 mgL™" de
hipoclorito de sodio (NaOCI) y 1 gL de Benlate® y se esperd 2 dias para la

siembra de las semillas.

5.1.2 Preparacion y Siembra de Semillas

Cada tubérculo se cortd6 en piezas de aproximadamente 100 a 150 g. Se
seleccionaron las semillas sanas y se sumergieron en solucion de Formol, NaOCI

y Benlate® - en las mismas concentraciones que se le adicion6 al sustrato —



durante 5 minutos colocandolas sobre papel absorbente por 2 dias. Una vez
sembradas las semillas, se llevaron a la casa malla regandolas periédicamente.
Se mantuvo un control estricto sobre las plantas germinadas, podando
sistematicamente hojas secas y regando mensualmente la base de la enredadera
con una solucion de 1 gL de Benlate® (Salazar, 2002). Ademas, se adicion6
cada 8 semanas una solucion con el 100 % de las sales del medio basal (MS)

propuesto por Murashige y Skoog (1962) (anexo 1)

5.1.3 Seleccién de Plantas Madres

Se seleccionaron las plantas madres con crecimiento vigoroso para el corte de los

segmentos nodales e iniciacion del cultivo /n vitro.

5.2 ETAPA DE DESINFECCION

5.2.1 Preparacion del Explante

De cada planta madre se cortaron segmentos nodales y se llevaron hasta el
laboratorio. Se lavaron con una solucién de Tween 20 al 2% v/v y se enjuagaron
con abundante agua esterilizada hasta eliminar todo el detergente. Dentro de la

cabina de flujo laminar se sumergieron los explantes en solucion de etanol al 70%



v/v por 60 segundos y se enjuagaron 3 veces con agua destilada esterilizada.
Luego, se adiciond una solucion de perdxido de hidrogeno al 2% v/v por 60

segundos, seguido de 3 enjuagues con agua destilada esterilizada.

5.2.2 Evaluacion de la Etapa de Desinfeccion

Se evalud la accion del NaOCI en concentraciones de 1.0, 2.0, y 3.0% v/v con un
tratamiento control sin NaOCI y variaciones de tiempo de 5, 10 y 15 minutos
(Cuadro 3). Se sembraron los explantes en el medio MS y se incubd todo el
material en el cuarto de crecimiento por 10 dias, tiempo en el cual se realiz6 la

toma de datos.

Cuadro 3. Tratamientos de desinfeccion a diferentes concentraciones
de NaOCI (%v/iv) y diferentes tiempos (min.) de exposicion
de segmentos nodales de D. cayenensis.

Tratamiento D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9
Conc. NaOCI 1 1 1 2 2 2 3 3 3
Tiempo 5 10 15 5 10 15 5 10 15

5.3 EVALUACION DE LA ETAPA DE INICIACION

Se utilizd el medio MS sélido suplementado con 100 mgL™ de mioinositol, 0.1
mgL"" de tiamina-HCI, 30 gL™ de sacarosa y 7 gL™ de agar, y se adicion6 para el

Ensayo 1 el factor de crecimiento Kinetina (KIN) y para el Ensayo 2 6-



Benciladenina (BA) en concentraciones de 0.1, 0.3, 0.5, 0.7 y 0.9 mgL™" para cada
una y un control sin factores de crecimiento (Cuadro 4 y 5). Los explantes se
sembraron y se incubo todo el material en el cuarto de crecimiento por 30 dias,

tiempo durante el cual se realizo la toma de datos.

Cuadro 4. Ensayo 1: Tratamientos de induccion de brotes a
diferentes concentraciones de KIN (mgL'1).

Tratamiento K1 K2 K3 K4 K5
Conc.KIN 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
Cuadro 5. Ensayo 1: Tratamientos de inducciéon de brotes a

diferentes concentraciones de BA (mgL'1).

Tratamiento B1 B2 B3 B4 B5
Conc.BA 0.1 0.3 0.5 0.7 09

5.4 EVALUACION DE LA ETAPA DE MULTIPLICACION

Los explantes se sembraron sobre el medio de cultivo MS suplementado con 100
mgL” de mioinositol, 0.1 mgL™ de tiamina-HCI, 30 gL' de sacarosa, 800 mgL"
de NH4NOs3, 0.5 mgL™" de piridoxina-HCI, 0.5 mgL™" de 4cido nicotinico, 2 mgL™" de
glicina (Mitchell et al., 1995), 7 gL' de agar y se adiciond BA en concentraciones
de 0.1, 03 06, 09 12y 1.5 mgL" (Cuadro 6) y un control sin factor de
crecimiento. Luego, todo el material se incub6 en el cuarto de crecimiento durante

45 dias, tiempo en el que se hicieron las observaciones y toma de datos.



Cuadro 6. Tratamientos de multiplicacién de plantulas a diferentes
concentraciones de BA (mgL'1).

Tratamiento M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
Conc. BA 0.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.2 1.5

Se realizaron tres subcultivos sobre el medio MS con los mismos suplementos
utilizados en esta etapa y con la concentracion de BA que mostré los mejores

resultados en la multiplicacion.

5.5 EVALUACION DE LA ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

Las plantulas se sembraron en el medio MS suplementado con 100 mgL" de
mioinositol, 0.1 mgL™" de tiamina-HCI, 30 gL' de sacarosa, 7 gL' de agar y se
adiciond la auxina ANA en concentraciones de 1.0, 20y 4,0 mgL'1 combinada
con la citoquinina BA en concentraciones de 0.2, 0.4 y 0.6 mgL™, y un control sin
ningun factor de crecimiento (Cuadro 7). Todo el material se incubd en el cuarto de

crecimiento y se realizo la toma de datos a los 30 dias.

Cuadro 7. Tratamientos de enraizamiento de plantulas a diferentes
Concentraciones de ANAy BA (mgL'1).

Tratamiento E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 ES8 E9
Conc. ANA 1.0 1.0 1.0 20 20 20 4.0 4.0 4.0
Conc. BA 0.2 04 0.6 0.2 04 06 0.2 04 06




6. DISENO EXPERIMENTAL

Este trabajo se realiz6 bajo el disefio experimental completamente al azar en
todas las etapas. Se analizaron los datos mediante el programa estadistico SAS®.
Se realiz6 el analisis de varianza de una sola via para la etapa de induccion
(Ensayo 1 y 2) y multiplicacion; y factorial para las etapas de desinfeccion y

enraizamiento.

6.1 POBLACION

El nimero de explantes utilizados en este trabajo fue de 340 distribuidos asi:
Etapa de desinfeccion: 100

Etapa de iniciacion (Ensayo 1): 50

Etapa de iniciacion (Ensayo 2): 50

Etapa de multiplicacion: 70

Etapa de enraizamiento: 70

6.2 NUMERO DE REPETICIONES

Se realizaron 10 repeticiones por tratamiento para las etapas de desinfeccion,

iniciacion y multiplicacion y 7 repeticiones para la etapa de enraizamiento.



6.3 UNIDAD EXPERIMENTAL

Como unidad experimental se utilizd un explante por frasco.

6.4 INDICADORES

Se evaluaron diferentes indicadores en las distintas etapas del proceso, teniendo

en cuenta las variables dependientes e independientes (Cuadros 8, 9, 10y 11).

Cuadro 8. Indicadores y variables de la etapa de desinfeccion

INDICADORES/VARIABLE DEPENDIENTE | VARIABLE INDEPENDIENTE
N° explantes no-contaminados por hongos Concentracion NaOCI

N° explantes no-contaminados por bacterias | Tiempo de exposicion de

N° explantes no-necrosados explantes

Cuadro 9. Indicadores y variables de la etapa de iniciacidn

INDICADORES/VARIABLE DEPENDIENTE | VARIABLE INDEPENDIENTE
N° de explantes con brotes Concentracion de KIN (Ensayo 1)
Concentracion de BA (Ensayo 2)

Cuadro 10. Indicadores y variables de la etapa de multiplicacion

INDICADORES/NVARIABLE DEPENDIENTE | VARIABLE INDEPENDIENTE
N° de segmentos nodales por plantulas
Altura de la plantulas Concentraciéon de BA
N° de brotes

N° de hojas por plantulas




Cuadro 11. Indicadores y variables de la etapa de enraizamiento

INDICADORES/VARIABLE DEPENDIENTE

VARIABLE INDEPENDIENTE

N° de raices por planta

Longitud de las raices

Concentraciones ANA/BA




7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 ETAPA DE DESINFECCION

Los tratamientos evaluados en esta etapa con diferentes concentraciones de
NaOCl y variaciones de tiempo para determinar el numero de explantes
contaminados con hongos, bacterias, explantes necroticos y el porcentaje de

desinfeccion mostraron los siguientes resultados (cuadro 12).

Cuadro 12. Porcentajes de contaminacién fungica, bacteriana, necrosis
y desinfecciéon obtenidos en la etapa de desinfeccién.

Tratamientos | [] NaOCI | Tiempo | % Cont. | % Cont. % %
(Y%viv) (min.) |Hongos | Bacteria | Necrosis | Desinfeccion

DO* 0 0 0 100 0 0
D1 1 5 10 100 0 0
D2 1 10 0 70 0 30
D3 1 15 0 60 0 40
D4 2 5 0 40 0 60
D5 2 10 0 20 10 80
D6 2 15 0 20 30 80
D7 3 5 0 20 40 80
D8 3 10 0 0 70 100
D9 3 15 0 0 100 100

*: DO, tratamiento control.

El analisis estadistico no mostré diferencias significativas entre los tratamientos

para cada una de las variables dependientes evaluadas (numero de explantes no



contaminados con bacterias, numero de explantes no contaminados con hongos y
numero de explantes no necrosados), con un nivel de significancia (o) de 0.05 y
un C.V. de 13.96, 10.65 y 10.45 respectivamente (Anexo 2). El comportamiento
grafico del porcentaje de contaminacion causada por hongos y bacterias se

muestra en la Figura 1.

Figura 1. Comportamiento del porcentaje de contaminaciéon flingica y
bacteriana en los diferentes tratamientos de desinfeccién.
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En la contaminacion causada por hongos no hubo diferencias entre los

tratamientos y el control, contaminandose sélo un explante en el tratamiento D1

(Figura 2).



Figura 2. Contaminacion causada por hongos en explantes de
D. cayenensis

Este resultado demuestra que el procedimiento previo a la evaluacion con NaOCI:
lavado con detergente (Tween 20) y la aplicacion de agentes quimicos (Perdxido
de hidrégeno y alcohol) fue eficaz en la eliminacion de esporas y hongos que

actuan como contaminantes exodgenos de los explantes.

La contaminacion bacteriana fue inversamente proporcional a la concentracion de
NaOCL y al tiempo de exposicion presentandose la mayor contaminacion en los
tratamientos D1 y el control DO (100%), mientras que en los tratamientos D8 y D9
esta fue nula (0%); los tratamientos D5, D6 y D7 mostraron baja contaminacion

(20%).



El cloro, componente activo del NaOCI actua penetrando en los tejidos eliminando
los contaminantes enddgenos como las bacterias (Jaramillo, 1993), de ahi que en
los tratamientos D8 y D9 al ser sometidos a las concentraciones mas altas de
NaOCI del ensayo, en los tiempos de 10 y 15 minutos, permitié la eliminacion
completa de la bacteria que fue identificada como Acinelobacler baumann |l
(Departamento de Microbiologia Universidad de Cartagena, 2001) (Figura 3). El
antibiograma’ mostré que es tolerante a los antibioticos penicilina, ampicilina y
cefalotina y moderadamente sensible a trimetopinsulfametosaxol y cloranfenicol

(Figura 4).

Figura 3. Contaminacioén causada por la bacteria Acinefobacter
baumann Il en explantes de D. cayenensis

1. Laidentificacién de la bacteria y el antibiograma no fueron establecidos dentro de la metodologia, pero fue
necesario realizar estos ensayos para tratar de recuperar explantes contaminados



Figura 4. Antibiograma: colonias de Acinefobacter baumann Il sometidas
a pruebas de toleranciay sensibilidad con diferentes antibiéticos.

Para determinar el comportamiento de los tratamientos en esta etapa, fue
necesario comparar el porcentaje de desinfeccion (No. de explantes no
contaminados con hongos y bacterias sobre el numero de repeticiones por

tratamiento multiplicado por 100) con el porcentaje de necrosis (Figura 5).

El tratamiento control DO y los tratamientos D1 a D4 no presentaron necrosis pero
si bajos porcentajes de desinfeccion (0 a 60%) comparado con los porcentajes de
desinfeccion de D5, D6 y D7 (80%), D8 y D9 (100%). Estos ultimos tratamientos
D8 y D9 a pesar de tener el mayor porcentaje de desinfeccion, presentaron los
mayores porcentajes de necrosis (70 y 100% respectivamente), por lo cual no son
convenientes para el cultivo in vifro. Se infiere entonces que el NaOCI a altas

concentraciones y tiempos de exposicion de los explantes ocasiona un dano



irreversible en los tejidos que no permiten su supervivencia. En los tratamientos
D5, D6 y D7 se presentd un porcentaje igual de desinfeccion (80%), pero s6lo D5
mostro el porcentaje de necrosis mas bajo (10%); por lo tanto se recomienda éste

como un tratamiento adecuado para la etapa de desinfeccion.

Figura 5. Efecto de la accion del NaOCl frente al porcentaje de desinfeccion
y de necrosis en los diferentes tratamientos.
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Estos resultados superan a los obtenidos por Mitchell et al. (1995) quienes
utilizaron para el proceso de desinfeccidén de explantes de D. cayenensis 300 gL
de NaOCl y 30 minutos de tiempo de exposicion, obteniendo un porcentaje de

desinfeccion del 75%.



7.2 ETAPA DE INICIACION

En los ensayos de iniciacion, utilizando diferentes concentraciones de KIN y BA
independientemente, se obtuvieron los resultados teniendo en cuenta los
promedios de numero de explantes con brotes en cada uno de los tratamientos

(Cuadro 13y 14).

Cuadro 13. Ensayo 1: Promedio de explantes iniciados en los
diferentes tratamientos con Kinetina.

Tratamiento Conc. KIN Promedio No. explantes con brotes
(mg/L)
KO o) 0
K1 0.1 0
K2 0.3 0.1
K3 0.5 0.3
K4 0.7 0.6
K5 0.9 0.4
Cuadro 14, Ensayo 2: Promedio de explantes iniciados en los

diferentes tratamientos con BA.

Tratamiento Conc.BA |Promedio No. explantes con brotes
(mg/L)
BO O 0
B1 0.1 0.3
B2 0.3 0.5
B3 0.5 0.4
B4 0.7 0.5
B5 0.9 0.8




El ensayo con kinetina mostro diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos con un a de 0.05 y un C.V. de 14.35. El comportamiento grafico
(Figura 6) mostré que el promedio de respuesta es directamente proporcional a la
concentracion de KIN desde el tratamiento K1 hasta K4, luego el promedio de
respuesta decrecio en el tratamiento K5. Los tratamientos K3, K4 y K5 poseen las
medias mas altas y segun la prueba de comparacion multiple de Duncan son
estadisticamente iguales debido a que se encuentran en el mismo grupo (Anexo

3).

Figura 6. Ensayo 1: Efecto de Kinetina en la induccién de brotes en segmentos
nodales de D. cayenensis después de 3 semanas de incubacion.
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El ensayo 2 con BA mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos con un o de 0.05 y un C.V. de 15.76 (Anexo 4). Del comportamiento
grafico (Figura 7) se infiere que hay proporcionalidad directa entre el promedio de
explantes con brotes y las concentraciones de BA utilizadas. Segun la prueba de
comparacion multiple de Duncan los tratamientos B2, B3, B4 y B5, que poseen las
medias mas altas, son estadisticamente iguales debido a que se encuentran en el

Mismo grupo.

Figura 7. Ensayo 2: Efecto de BA en lainduccién de brotes en segmentos nodales
de D. cayenensis después de 3 semanas de incubacion.
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Teniendo en cuenta estos resultados se sugiere, entre los dos fitoreguladores de

crecimiento evaluados, utilizar en la etapa de iniciacion el tratamiento B5



(BA 0.9 mgL™) por poseer el mejor promedio de respuesta que expresado en
porcentaje representa un 80% y un mayor crecimiento y vigorosidad, en un tiempo

de 3 semanas a un fotoperiodo de 10 horas/dia (Figura 8 y 9).

Figura 8. Induccién de brotes en segmentos nodales de D. cayenensis
utilizando diferentes concentraciones de kinetina, después
de 3 semanas de incubacion.

Figura 9. Induccién de brotes en segmentos nodales de D. cayenensis utilizando
diferentes concentraciones de BA, después de 3 semanas de incubacion.



Tanto KIN como BA son reguladores de crecimiento ubicados en el grupo de las
citoquininas sintéticas, las cuales, en el cultivo de tejidos in vitro activan el proceso
de la division celular (citocinesis) y determinan la dominancia apical (inhibicion del
crecimiento de las yemas laterales por el crecimiento de la yema apical),
fendmeno regulado por la interaccidon con las auxinas (Rojas Garcidueias y

Ramirez, 1993).

Las yemas laterales de los segmentos nodales de D. ceyenersis muestran una
inhibicion tipica por dominancia apical. Existe evidencia de que las yemas laterales
no pueden sintetizar citoquininas activas (Salisbury and Parke, 1964). Esto explica
la importancia de adicionar citoquininas (como KIN o BA) al medio de cultivo para
iniciar el desarrollo de brotes en los segmentos nodales introducidos al sistema 7

wlro.

Las citoquininas se sintetizan principalmente en las puntas de las raices de las
plantas (Skene, 1975; Torrey, 1976; Chen y Petschow, 1978 y Chen et al., 1985) y
se transportan por el xilema (Jameson et al., 1978); mientras que las auxinas se
sintetizan principalmente en los apices de los tallos y en hojas jovenes (McQueen
— Mason y Hamilton, 1989 y Tsurasaki et al., 1990) con un movimiento basipétalo
por el floema (Rojas Garciduefas y Ramirez, 1993). De acuerdo con estos
planteamientos, al hacer el corte de los segmentos nodales se esperaba que no

hubiera crecimiento en ausencia de reguladores de crecimiento puesto que la



yema lateral, donde la concentracion de auxinas y citoquininas es muy baja, no
tendria estimulacion adecuada para su crecimiento. Esto se comprobd en los
tratamientos control. El suministro de citoquinina exdgena en diferentes
concentraciones al medio de cultivo, produjo una evidente respuesta de ruptura de
la latencia de las yemas debido a que ella penetra al explante transportandose por
el xilema hasta los tejidos parenquimaticos que circundan al brote y por un
proceso difusible a través de estas células, posiblemente estimuld la division de
las células meristematicas (Figura 10). El mecanismo de induccion de la division

celular es aun desconocido (Gonzalez et al., 1999).

Figura 10. Localizacion de los diferentes tejidos que circundan la
yema axilar. (tomado y modificado de Addicott, 1965)
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Asimismo, BA y KIN promovieron el crecimiento y desarrollo de los brotes, ya que
al iniciarse la division celular y la diferenciacion de los tejidos, posiblemente se
comenzé a sintetizar auxinas enddgenas que son al final las responsables del
alargamiento celular y por ende, del crecimiento de los brotes, encontrandose

sinergismo entre las citoquininas exdgenas y las auxinas enddgenas.

Este resultado no supera al porcentaje de brotacion obtenido por Mitchell et al.,
1995 que fue de 90% para la posicidn nodal 9. Cabe resaltar que ellos utilizaron
medio basal MS suplementado con 100 mgL™ de inositol, 0.1 mgL™ de tiamina-
HCI, 0.5 mgL™" de piridoxina-HCI, 0.5 mgL™" de 4cido nicotinico, 2 mgL™ de glicina,
30 gL de sacarosa y 1.8 gL' de gelrite; ademas, una concentracion de BAP de

0.5 mgL™ y un fotoperiodo de 16 horas/dia durante 4 semanas.

7.3 ETAPA DE MULTIPLICACION

En esta etapa se obtuvieron los promedios de numero de brotes por explantes,
altura de los brotes, numero de segmentos nodales y numero de hojas por
plantulas, en los tratamientos con las diferentes concentraciones de BA (cuadro

15).



Cuadro 15. Promedio de nimero de brotes por explantes, altura de los brotes, nimero
de segmentos nodales y ntiimero de hojas en los diferentes tratamientos
con BA (mgL'1).

Promedio
Tratamiento |Concent. Brotes por Altura Segmentos No. de Hojas
BA (mg/L) Explantes Nodales
MO 0 0 04 0 0
M1 0.1 1 0.84 0.77 0.33
M2 0.3 1 2.15 1.7 1
M3 0.6 1 2.15 1.33 1
M4 0.9 1.1 2.45 1.5 1.1
M5 1.2 1 3.25 2.7 2
M6 1.5 1 2.42 1.4 1.1

Para las diferentes variables dependientes evaluadas (numero de brotes por
explantes, altura de los brotes, numero de segmentos nodales y numero de hojas
por plantulas) hubo diferencias estadisticamente significativas con un a de 0.05 y

un C.V. de 13.9, 13.15, 13.8 y 19.53 respectivamente (Anexo 4).

Segun la prueba de comparacién multiple de Duncan, para la variable dependiente
numero de brotes por explante solo el control MO presenta diferencia con respecto
a los demas tratamientos. Para la variable dependiente altura de los brotes, los
tratamientos con las medias mas altas (M4, M5 y M6) son estadisticamente
iguales debido a que se ubican en el mismo grupo. Con relacion a las variables
dependientes numero de segmentos nodales y numero de hojas, M5 se presenta

como el mejor tratamiento porque se ubica en un solo grupo y posee la media mas



alta. Por consiguiente, se sugiere utilizar para la etapa de multiplicacion BA en

concentracion de 1.2 mgL™" (tratamiento M5).

El comportamiento grafico para la variable numero de brotes por explante fue
lineal (desde M1 a M6) en el valor de 1, o que indicO que no se presentaron
multiples brotes, para la variable numero de segmentos nodales hubo
proporcionalidad directa desde MO a M2 y desde M3 a M5, para las demas

variables hubo proporcionalidad directa desde MO a M5 con decrecimiento en M6

(Figura 11).

Figura 11. Efecto del BA en la multiplicacién, elongacién, formacién de hojas y
huevos segmentos nodales, en brotes de D. cayenensis después de 6
semanas de incubacién.
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Para el proceso de multiplicacion se requiere el mayor numero de segmentos
nodales posibles con una altura de brotes suficiente que permita que la distancia
internodal sea adecuada para cortar los segmentos, subcultivarlos y obtener una

tasa de multiplicacion aceptable.

Una vez iniciados los explantes, éstos comenzaron aproximadamente a los 30
dias de incubacion a liberar al medio compuestos fendlicos, que fueron
neutralizados adicionando a los medios de multiplicacion 1 gL™ de carbén
activado, 20 mgL" de acido ascorbico y 20 mgL™" de L-cisteina como lo

recomiendan Mitchell et al. (1995).

Los brotes iniciados requieren la presencia de reguladores de crecimiento que
promuevan la divisidn celular y diferenciacion de tejidos, traduciéndose esto en
mayor altura y mayor numero de segmentos nodales. El cambio de medio de
menor concentracion a uno con mayor concentracion de BA (de la etapa de
iniciacion a la etapa de multiplicacion) produjo un aumento en la altura de la
planta, numero de segmentos nodales y hojas generadas, como lo muestra el
comportamiento del tratamiento M5 (BA 1.2 mgL™") (Figura 12). Estos resultados
que se dan posiblemente por el sinergismo entre citoquininas y auxinas sugieren
que ambos fitoreguladores son indispensables en el cultivo /77 wiro;, sin embargo, la
adicion solamente de BA fue suficiente para lograr estos efectos debido

probablemente a que cuando se comienza a promover la division celular y el



arrastre de nutrientes, se empieza a sintetizar enddégenamente auxinas que son
responsable en forma directa del alargamiento celular y la formacion de organos

como las raices (Figura 13).

Figura 12, Respuesta de los explantes de D.cayenensis en los tratamientos
de Multiplicacién.

Figura 13. Formacion de raices en explantes de D. cayenensis
en la etapa de Multiplicacién.



El medio fue suplementado con 800 mgL™ de NH4NOs; 0.5 mgL™ de piridoxina y 2
mgL™ de glicina de acuerdo con Mitchell et al. (1995) siendo estos fuente de
aminoacidos y nitrogeno para la sintesis de proteinas indispensable en los

procesos de crecimiento, desarrollo y organogénesis.

Aungue en esta etapa no se evalud el efecto de la posicion del segmento nodal en
la planta madre con respecto a la capacidad de regeneracion de plantulas /n wviiro,
se observo que los segmentos basales tuvieron mejor respuesta de regeneracion
y sobrevivencia que los segmentos apicales (Figura 14), lo cual se pudo deber a
que la concentracién de auxina enddgena en los segmentos apicales es muy alta y
el crecimiento se ve inhibido cuando se siembran en un medio con
concentraciones relativamente altas en citoquininas, lo cual genera un efecto

antagoénico entre la citoquinina exogena y la auxina endoégena.

Figura 14, Comparacioén del crecimiento y desarrollo de explantes
basales y apicales después de 45 dias de incubacién



El coeficiente de multiplicacidon (MR = explante original + nuevos nudos + apices)
(Mitchell et al., 1995) obtenido en esta etapa fue de 4.7 después de 6 semanas de
incubacion y con un fotoperiodo de 10 horas/dia, disminuyendo éste a los tres
subcultivos (3.5), esto coeficiente fue inferior al obtenido por Mitchell et al. (1995),
quienes trabajaron con segmentos nodales de [D. céyenensis y reportaron un
coeficiente de multiplicacién de 6.0 utilizando 0.5 mgL™" de BAP y 800 mgL™" de
NH4NO3, después de 16 semanas de incubacion y con un fotoperiodo de 16

horas/dia.

7.4 ETAPA DE ENRAIZAMIENTO

En esta etapa se obtuvieron los promedios de numero raices por plantas y longitud
de las raices, en los tratamientos con las diferentes concentraciones de ANA y BA

(cuadro 16).

En esta etapa las variables dependientes (numero de raices por planta y longitud
de las raices) evaluadas no mostraron diferencias estadisticamente significativas

conun a de 0.05yun C.V. de 29.49 y 31 .46 respectivamente (anexo 5).



Cuadro 16. Promedio de nimero de raices por planta y longitud de las raices
en los diferentes tratamientos con ANAy BA (mgL™).

Conc. ANA Conc. BA % raices por planta | % longitud
Tratamiento mgL'1 MgL'1 de raices
EOQ 0 0 0 0
E1 1.0 0.2 1.14 1.07
E2 1.0 0.4 1 0.92
E3 1.0 0.6 0.28 0.57
E4 2.0 0.2 1.14 0.72
E5 2.0 0.4 0.57 0.25
E6 20 0.6 0.42 1.5
E7 4.0 0.2 1 0.64
E8 4.0 0.4 1.57 1.71
E9 4.0 0.6 0.85 1.5

Para la etapa de enraizamiento, la plantula esta equipada con tallo, hojas y yemas
axilares, arquitectura necesaria para que comience a sintetizar sus propias
auxinas, por lo que muchas de éstas comienzan a desarrollar un sistema radicular
en ausencia de auxina exogena. Las respuestas de las plantulas a los distintos
tratamientos de enraizamiento fueron muy bajas (Figura 15) (Figura 16), debido
posiblemente a la depresidn del metabolismo y desarrollo que se da en presencia
de altas concentraciones de auxinas en el medio, como lo demostré Thimann et al.

(1937) para el AlA y posteriormente Rojas Garciduefias et al. (1962) para el 2,4 D.



Efecto de ANA/BA en laformacién de raices y longitud de las mismas en

Figura 15.

plantulas de D. cayenensis después de 4 semanas de incubacion.
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Respuesta de los explantes de D.cayenensis en los tratamientos de
enraizamiento después de 4 semanas de incubacion.

Figura 16.



8. CONCLUSIONES

El componente activo del NaOCl en concentracion de 2 %v/v y tiempo de
exposicion de 10 minutos facilita la desinfeccion de explantes de D. cayenensis

permitiendo el establecimiento /n vitro.

El suministro de citoquinina exdégena al medio de cultivo en concentracion de
0.9 mgL™, rompe la latencia de las yemas laterales de los segmentos nodales al

activar la division celular, favoreciendo el proceso de induccion de brotes.

En la etapa de multiplicacion la citoquinina suministrada en concentracion de
1.2 mgL"~ potencializa los procesos de division y alargamiento celular asi como la

diferenciacion de tejidos y organogénesis.

Para el proceso de micropropagacion, la utilizacion de segmentos nodales basales
de D. cayenensis, es apropiada en comparacion con los segmentos nodales

apicales, debido a su rapido crecimiento y desarrollo.

Las concentraciones y los tipos de auxina/citoquinina exdgenas evaluadas en la
etapa de enraizamiento no favorecen adecuadamente la formacion y desarrollo de

raices.



La aplicacion de la técnica de cultivo i vilro en Dioscorea ceyenerisis a partir de
segmentos nodales permiten la propagacion masiva de plantas en el laboratorio,

utilizando todas las herramientas y protocolos planteados en este trabajo.



RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto de la posicion de los segmentos nodales de la planta

madre en el proceso de establecimiento /7 vitro.

Evaluar el efecto de fotoperiodos mas largos, al igual que la intensidad
luminica utilizada en las etapas de iniciacion y multiplicacion, con el

proposito de aumentar el coeficiente de multiplicacion.

Realizar otros ensayos en las etapas de iniciacion, multiplicacion y
enraizamiento utilizando otros factores de crecimiento, con el fin de aportar

nuevas ideas que permitan completar la optimizacion de estos procesos.

Establecer un protocolo de aclimatacion y endurecimiento de las plantas
obtenidas /i wiro que permitan producir una guia de campo para

recomendacion al agricultor.
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ANEXOS



ANEXO 1. Componentes de la mezcla basica delas sales de Murashige
& Skoog. Phytotechnology laboratories Ref. M524/100/1

Componentes mgL™” mM
NH4NO3 1650 20.6
KNOs 1900 18.8
CaCl, 2H,0 440 3.0
MgSQO,4 7H,0 370 1.5
KH2POy4 170 1.25
Kl 0.83 50
H3BO3 6.2 100
MnSQO4 4H,0 22.3 100
ZnS0O4 7H0 8.6 30
Na,MoQ4 2H,0 0.25 1.0
CuSO4 5H,0 0.025 0.1
CoCl,6H,0 0.025 0.1
Na,EDTA 37.3 100
FeSO47H.0 27.8 100




ANEXO 2. Analisis de varianza y prueba de comparacién multiple de
Duncan de las variables dependientes evaluadas en la etapa de desinfeccion.

DESINFECCION

Dependent variable: Numero de explantes no-contaminados con bacteria

Source DF Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares
Model 8 0.8578644 0.1072330 3.37
0.0022
Error 81 2.5735931 0.0317728
Corrected Total 89 3.4314575
R — Square C.V. Root MSE BacteriaMean
0.250000 13.96781 0.1782 1.2761

Duncan's Multiple Range Test for variable: TBACT

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 81 MSE=0.031773

Number of Means 2 3
Critical Range .09157 09636

Means with the same letter are not significantly different.



Duncan Grouping Mean N NAOCL

A 1.37279 30 3
A 1.30376 30 2
B 1.15188 30 1

Duncan's Multiple Range Test for variable: TBACT

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 81 MSE=0.031773

Number of Means 2 3
Critical Range .09157 .09636

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TIEMP
A 1.30376 30 15
A 1.28995 30 10
A 1.23472 30 5

Variable dependiente: Numero de explantes no-contaminados con Hongos

Source DF Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares

Model 8 0.8888889 0.0111111 1.00 0.4426

Error 81 0.9000000 0.0111111

Corrected Total 89 0.9888889



R — Square C.V. Root MSE Hongo Mean
0.089888 10.65936 0.1054 0.9889
Duncan's Multiple Range Test for variable: HONG

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 81 MSE=0.011111
Number of Means 2 3

Critical Range .05415 .05698

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N NAOCL
A 1.00000 30 3
A 1.00000 30 2
A 0.96667 30 1

Duncan's Multiple Range Test for variable: HONG

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate
Alpha= 0.05 df= 81 MSE=0.011111
Number of Means 2 3

Critical Range .05415 .05698

Means with the same letter are not significantly different.



Duncan Grouping Mean N TIEMP

A 1.00000 30 10
A 1.00000 30 15
A 0.96667 30 5

Variable dependiente: Numero de explantes no-necrosados

Source DF Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares
Model 8 1.5098413 0.1887302 10.12  0.0001
Error 81 1.5098413 0.0186400
Corrected Total 89 3.0196826
R — Square C.V. Root MSE bacteria Mean
0.500000 10.47193 0.1365 1.3038

Duncan's Multiple Range Test for variable: TNECROT
NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 81 MSE= 0.01864

Number of Means 2 3
Critical Range .07014 .07380

Means with the same letter are not significantly different.



Duncan Grouping Mean N NAOCL

A 1.41421 30 1
A 1.35899 30 2
B 1.13807 30 3

Duncan's Multiple Range Test for variable: TNECROT

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df=81 MSE= 0.01864

Number of Means 2 3
Critical Range .07014 .07380

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N TIEMP
A 1.34518 30 5
B A 1.30376 30 10

B 1.26234 30 15



ANEXO 3 Analisis de varianza y prueba de comparacién multiple de
Duncan de las variables dependientes evaluadas en la etapa de iniciacion.

INICIACION
Ensayo 1: KIN
Variable dependiente: Numero de explantes con brotes
Source DF Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares

Modelo 5 0.5032804 0.1006561 406 0.0033
Error 54 1.3382684 0.0247827
Corrected Total 59 1.8415489

R — Square C.V. Root MSE Brote Mean

0.273292 14.35512 0.1574 1.0966

Duncan's Multiple Range Test for variable: TBROTE

NOTE: This test controls the type | comparison wise error rate,
not the experiment wise error rate

Alpha= 0.05 df= 54 MSE= 0.024783

NumberofMeans 2 3 4 5 6
Critical Range .1411 .1485 .1533 .1568 .1595

Means with the same letter are not significantly different.



Duncan Grouping Mean N

KIN
A 1.24853 10 K4
B A 1.16569 10 K5
B A C 1.12426 10 K3
B C 1.04142 10 K2
C 1.00000 10 KO
C 1.00000 10 K1

Ensayo 2. BA

Variable dependiente: Numero de explantes con brotes

Source DF

Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares
Model 5 0.6319601 0.1263920 3.79 0.0052
Error 54 1.8015152 0.0333614
Corrected Total 59 2.4334753
R — Square C.V. Root MSE Brote Mean
0.259694 15.76233 0.1827 1.1588

Duncan's Multiple Range Test for variable: TBROTE

NOTE: This test controls the type | comparison wise error rate,
not the experiment wise error rate

Alpha= 0.05 df= 54 MSE= 0.033361



Number of Means
Critical Range .1638 1723 .1779 .1819 .1850

2 3 4

5

6

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

A
B A
B A
B A
B

O o O O

Mean
1.33137

1.20711
1.16569
1.16569
1.08284

1.00000

10

10

10

10

10

10

BA
B5

B4

B2

B3

B1

BO



ANEXO 4 Analisis de varianza y prueba de comparacién multiple de
Duncan de las variables dependientes evaluadas en l|la etapa de
multiplicacion.

MULTIPLICACION

Variable dependiente: Numero de explantes con brotes

Source DF Sum of Mean Fvalue Pr>F
Squares squares
Model 6 8.1447761 1.3574627 90.50  0.0001
Error 60 0.9000000 0.0150000
Corrected Total 66 9.0447761
R — Square C.V. Root MSE Brote Mean
0.900495 13.90812 0.1225 0.8806

Duncan's Multiple Range Test for variable: BROTE

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df=60 MSE=0.015
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 9.545455

NumberofMeans 2 3 4 5 6 7
Critical Range .1121 .1180 .1218 .1246 .1268 .1285

Means with the same letter are not significantly different.



Duncan Grouping Mean N BA

A 1.10000 10 M4
A 1.00000 9 M1
A 1.00000 10 M2
A 1.00000 9 M3
A 1.00000 10 M6
A 1.00000 10 M5

Variable dependiente: Altura de los brotes

Source DF Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares
Model 6 5.1428253 0.8571376 17.26  0.0001
Error 60 2.9787853 0.0496464
Corrected Total 66 8.1216106
R — Square C.V. Root MSE Altura Mean
0.633227 13.15616 0.2228 1.6936

Duncan's Multiple Range Test for variable: TALTUR

NOTE: This test controls the type | comparison wise error rate,
not the experiment wise error rate

Alpha= 0.05 df=60 MSE= 0.049646
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 9.545455



Numberof Means 2 3 4
Critical Range .2040 .2146 .2216 .2267 .2306 .2338

5 6 7

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping

A
B A
B A
B
B
C
C

Mean
2.0496

1.8416

1.8384

1.7614

1.7479

1.3551

1.1832

N BA
10 M5
10 M4
10 M6
9 M3
10 M2
9 M1
9 MO

Variable dependiente: Numero de segmentos nodales

Source DF
Model 6
Error 60
Corrected Total 66
R — Square

0.633329

Sum of
Squares

4.4774339

2.5922475

7.0696814
C.V.

13.80314

Mean F value Pr>F
squares

0.7462390 17.27  0.0001

0.0432041

Root MSE Segment Mean

0.2079 1.5059



Duncan's Multiple Range Test for variable: TSEGM

NOTE: This test controls the type | comparisonwise error rate,
not the experimentwise error rate

Alpha= 0.05 df= 60 MSE= 0.043204
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 9.545455

NumberofMeans 2 3 4 5 6 7
Critical Range .1903 .2002 .2067 .2115 .2151 .2181

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N BA
A 1.91324 10 M5
B 1.61309 10 M2
B 1.57313 10 M4
B 1.54135 10 M6
B 1.52016 9 M3
C 1.31146 9 M1
D 1.00000 9 MO

Variable dependiente: Numero de hojas por explantes

Source DF Sum of Mean F value Pr>F
Squares squares

Model 6 3.0284240 0.5047373 7.16  0.0001

Error 60 4.2290810 0.0704847

Corrected Total 66 7.2575050



R — Square C.V. Root MSE Hoja Mean

0.417282 19.53554 0.2655 1.3590
Duncan's Multiple Range Test for variable: THOJA

NOTE: This test controls the type | comparison wise error rate,
not the experiment wise error rate

Alpha= 0.05 df= 60 MSE= 0.070485
WARNING: Cell sizes are not equal.
Harmonic Mean of cell sizes= 9.545455

NumberofMeans 2 3 4 5 6 7
Critical Range .2431 .2557 .2641 .2701 .2748 .2785

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan Grouping Mean N BA
A 1.7221 10 M5

B 1.4364 10 M6

B 1.4267 10 M4

C B 1.3821 9 M3

C B 1.3521 10 M2

C D 1.1381 9 M1

D 1.0000 9 MO



ANEXO 5 Analisis de varianza de las variables dependientes evaluadas en

la etapa de enraizamiento.

ENRAIZAMIENTO

Variable dependiente: Numero de raices por plantas

Source DF
Model 8
Error 54
Corrected Total 62
R — Square
0.108135

Variable dependiente: Longitud de las raices

Source DF
Model 8
Error 54
Corrected Total 62
R — Square

0.089851

Sum of
Squares

0.9929866

8.1898189

9.1828055
C.V.

29.49683

Sum of
Squares

0.4793306

4.8554035

5.3347341
C.V.

31.46188

Mean
squares

0.1241233

0.1516633

Root MSE

0.3894

Mean
squares

0.0599163

0.1387258

Root MSE

0.3725

F value Pr>F

0.82 0.5898

Raiz Mean

1.3203

F value Pr>F

043 0.8938

Long raiz Mean

1.1838



