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RESUMEN

Segmentos nodales de Name (Dioscorea alata L.) variedad “Pico de Botella” fueron cultivados in vitro en medio de
tuberizacion (MT) de acuerdo a Mantell y Hugo (1989) suplementado con 0.1 mg/L de Tiamina, 100 mg/L de
Mioinositol, 20 mg/L de L-Cisteina, 1 g/L de Carb6n Activado, 0.8% de Agar-Agar a un pH 5.8 para evaluar los
efectos del fotoperiodo (8 y 16 horas), sacarosa (3,6 y 9 %), kinetina (0.0,1.5 y 2.5 uM, acido abscisico (0.0,1.0 y 2.0
puM) sobre la produccion de microtubérculos. Se realiz6 un disefio de parcelas subdivididas y organizadas
completamente al azar, los datos se analizaron mediante un ANOVA, se encontré que todos los factores evaluados
tienen un efecto substancial sobre la induccidn, formacion y desarrollo de los microtubérculos. En los tratamientos
con kinetina el nimero més alto de microtubérculos fue obtenido bajo un fotoperiodo de 8 horas, 9% de sacarosa
y 1.5 uM de kinetina; mientras que los microtubérculos de mayor peso fueron obtenidos generalmente a un
fotoperiodo de 8 horas, 9% de sacarosa y en ausencia de Kinetina. Para los tratamientos con acido abscisico el
nimero y peso mas alto se presentd bajo un fotoperiodo de 8 horas, 6% de sacarosa y 1.0uM de &cido abscisico. En
estas condiciones los cultivos produjeron 235 microtubérculos con un tamafio entre 1.3 y 22.8 mm y un peso entre
2.3y 217.4 mg. Los anteriores resultados confirman la posibilidad de produccion de microtubérculos in vitro, con
gran potencial para su evaluacion como semilla comercial de ilame y como una herramienta adicional a la
propagacion clonal, permitiendo un mejor manejo y conservacion de germoplasma de esta especie.
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ABSTRACT

Nodal ”Pico de Botella” yam segments (Dioscorea alata L.) were cultured in tuberisation médium (TM) following
Mantell and Hugo's technique (1989). This was supplemented with 0.1 mg/L thiamine, 100 mg/L myoinositol, 20
mg/L L-cystein, 1 g/L activated charcoal and 0.8% agar at pH 5.8 to evaluate the effects of the photoperiod (8 and
16 hours), sucrose (3, 6 and 9%), kinetin (0.0,1.5 and 2.5 uM) and abscisic acid (0.0,1.0 and 2.0uM) on micro-tuber
production. A randomised split-plot experiment was carried out. Data analysed by ANOVA revealed that those
factors evaluated had a substantial effect on micro-tuber induction, formation and development. The highest
number of micro-tubers was obtained in an 8-hour photoperiod when treated with 1.5uM Kinetin and 9% su-
crose, whilst heavier micro-tubers were generally obtained in an 8-hour photoperiod with 9% sucrose in the
absence of kinetin. The highest number of micro-tubers and greatest weight were presented by treatment involv-
ing an 8-hour photoperiod, 6% sucrose and 1.0 uM abscisic acid. Such treatment led to 235 micro-tubers being
obtained, presenting 1.3 to 22.8 mm length and 2.3 to 217.4 mg weight. These results confirm the possibility of
micro-tuber in vitro induction, representing great potential as commercial seed for yam growers and an additional
tool for the cloned propagation of plants contributing to better handling and conservation of this cultivar’s
germplasm.
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INTRODUCCION

Los flames son plantas monocotiledéneas de la fa-
milia de las Dioscoreaceas la cual consta de 10 gé-
neros y alrededor de 600 especies distribuidas en
las regiones célidas y tropicales del mundo, Estas
plantas son anuales, tienen brotes de enredaderas
con hojas acorazonadas, bajo tierra desarrollan el
tubérculo de color café el cual puede medir hasta 1
mt de largo y pesar 20 a 30 Kg (Uwe, 1988). El fiame
es muy importante por la provisién de energia en for-
ma de carbohidratos para millones de personas en
muchos paises tropicales (Mantell et al. 1998).

Uno de los problemas que afecta a los producto-
res de la costa caribe colombiana es la poca disponibi-
lidad de semilla resistente al ataque del hongo
(Colletotrichum gloeosporiodes) y virus (potyvirus,
badnavirus, carlavirus, etc.), los cuales disminuyen la
produccion de este importante producto alimenticio
(Osorio y Ramirez, 1989). Atendiendo a esta proble-
matica y teniendo en cuenta el papel significativo que
ha tenido el fiame en la agricultura regional, se han
comenzado a establecer tecnologias de produccion
conducidas a la obtencion y distribucion de material
libre de patdgenos para proveerlas a los productores y
asi ampliar y complementar los programas de produc-
cion de flame en el pais.

Hay reportes sobre micropropagacion de al-
gunos flames comestibles como D. rotundata cv
"espino” (Acosta y Beltran, 2001); D. alata cv "Pico
de Botella" (Rodriguez y Beltran, 2001); embrio-
génesis somatica en D. alata cv "Diamante 22"
(Espitia y Quintero, 1999) entre otros. Estos mé-
todos han sido exitosos y en algunos casos estan
siendo implementados a gran escala. Sin embar-
go, hay algunos problemas al momento de esta-
blecer estos materiales en campo como transpor-
te, tasa de supervivencia y personal entrenado, el
cual es escaso en nuestra region. La tuberizacion
in vitro ha sido reportada en diferentes especies
de Dioscorea, entre los factores que influencian
el proceso de tuberizacion se encuentran regula-
dores de crecimiento, concentracion de sacarosa,
suministro de nitrégeno, fotoperiodo, intensidad
luminica e inhibidores de crecimiento (Perea y
Buitrago, 2000). Aun es poca la informacion so-
bre tuberizacion in vitro en especies de Dioscorea
y sobre todo en muchas de sus variedades. En la
Universidad de Sucre se estan realizando estu-
dios sobre la produccién de microtubérculos in vi-
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tro como una herramienta adicional a la propaga-
cion clonal de fiame lo cual permitiria un mejor
manejo del material in vitro para la provision de
semilla libre de patégenos.

En este trabajo se evallan los efectos de va-
rios factores como fotoperiodo, concentracion de
sacarosa y reguladores de crecimiento sobre la
induccién, formacion y desarrollo de microtubér-
culos en fiame (Dioscorea alata L.) var. "Pico de
Botella" una de las variedades mas productivas y
econdmicamente importante del departamento de
Sucre y de la regioén caribe colombiana.

METODOLOGIA

Obtencion de un banco de
germoplasmain vitro

Tubérculos de fiame (Dioscorea alata L) var. "pico
de botella" fueron suministrados por el banco de
germoplasma de la Universidad de Cérdoba (Mon-
teria - Cordoba) de los cuales se obtuvieron las
plantas madres que fueron utilizadas para la mul-
tiplicacion in vitro de este material.

Produccion de microtubérculos a partir
de segmentos nodales

En esta etapa se realizaron cuatro experimentos
para evaluar los efectos del fotoperiodo (8 y 16
horas), concentracion de sacarosa (30, 60 y 90 g/
L), regulador de crecimiento: kinetina (0.0, 1.5y
2.5 uM; experimentos 1y 3); ABA (0.0, 1.0y 2.0
uM; experimentos 2 y 4) y dos tipos de medio de
cultivo: medio de tuberizacion(MT) (Mantell y
Hugo, 1989) y sales basicas de Murashige y
Skoog; sobre la induccién, formacién y desarrollo
de microtubérculos.

Datos sobre el nimero de explantes que
tuberizaron, nimero promedio de microtubérculos
por explante, peso promedio y biomasa total de
microtubérculos fueron registrados después de 24
semanas de incubacion a una humedad relativa
de 50%, temperatura de 29 °C y una intensidad
luminica de 45 umolm?s™. Los microtubérculos
cosechados fueron pesados, medidos (largo y dia-
metro) y almacenados en cajas de petri con papel
absorbente humedecido.
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Se utilizé un disefio de parcelas subdivididas
organizadas en completamente al azar, los datos fue-
ron analizados mediante un ANOVA vy la prueba de
rango multiple de DUNCAN.

RESULTADOS Y DISCUSION

A las pocas semanas de incubacion se observo en
los cultivos que presentaron tuberizacion la forma-
cién de una masa indiferenciada de células (color
blancuzco) en las axilas de las hojas y en algunos
casos en la base del tallo; de esta masa se despren-
dian algunas raices (figura 1a); pocas semanas mas
tarde se pudo observar la formacion de una estruc-
tura similar a un microtubérculo joven (figura 1by

Figura 1. Estados de diferenciacion y formacién de microtubérculos encontrado en
cultivo in Vitro de segmentos nodales de fame (Dioscorea alata L.) var. “Pico de
Botella”. a) iniciacion; b) formacion de microtubérculo joven; c) alargamiento distal y

d) microtubérculo maduro.

s

Figura 2. Vitroplanta de name
(Dioscorea alata L.)

var. “Pico de Botella”. La flecha
indica un microtubérculo maduro.

1c), el cual en el extremo distal a su union con la
vitroplanta, presentaba una zona de color blanco y
de crecimiento continuo, més tarde se presenté un
microtubérculo desarrollado (figura 1d). En la figura
2 se puede observar una vitroplanta de fiame
(Dioscorea alata L.) var. "Pico de Botella" con un
microtubérculo maduro.

Experimento 1

El fotoperiodo tuvo efecto significativo sobre el ni-
mero de explantes que tuberizaron y sobre el nime-
ro de microtubérculos por explante. El fotoperiodo y
la sacarosa afectaron significativamente el peso pro-
medio y la biomasa total de los microtubérculos pro-
ducidos. Teniendo en cuenta la
interaccion de los tres grupos de
factores estudiados tenemos que
hubo interaccion significante en-
tre el fotoperiodo y la sacarosa
(peso promedio y biomasa total
de microtubérculos), fotoperiodo
y sacarosa con Kinetina (nime-
ro de microtubérculos por explan-
te, peso promedio y biomasa to-
tal de microtubérculos). Un foto-
periodo de 8 horas generalmen-
te promovié la mayor induccion,
formacion y desarrollo de micro-
tubérculos con mayor peso fres-
co que un fotoperiodo de 16 ho-
ras. La concentracion de
sacarosa que soportd el mayor nimero de
explantes tuberizados fue 60 g/L aunque el mayor
nimero de microtubérculos por explante, peso
promedio y biomasa total fueron estimulados por
una concentracion de 90 g/L. A una concentracion
de 1.5y 2.5 uM de Kinetina se present6é el mayor
porcentaje de tuberizacion y a 1.5 uM el mayor
namero de microtubérculos por explante con
respecto a las otras concentraciones utilizadas; la
ausencia (0.0mM) y una concentracion de 2.5 uM
de Kinetina en el medio de cultivo promovieron un
peso promedio y una biomasa total de mi-
crotubérculos mas alta que cuando se utilizé 1.5
uM de Kinetina. Los resultados de este experimen-
to son presentados en el cuadro 1. En la figura 3 se
puede observar claramente una mejor respuesta a
un fotoperiodo de 8 horas a medida que aumenta la
concentracion de sacarosa; presentandose un opti-
mo a 90 g/L. Ademas hay una marcada influencia
por la presencia o ausencia de kinetina en el medio
de cultivo.
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concentraciones de ABA uti-
lizadas; mientras que la au-
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explante; los resultados son
presentados en el cuadro 1.
En la figura 4 se observa que
la respuesta a un fotoperio-
do de 8 horas se ve favore-
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Figura 3. Relacion de la concentracion de Sacarosa (30,
60 y 90 g/L), concentracion de Kinetina (0.0, 1.5y 2.5 pM)
y fotoperiodo (8 y 16 h) sobre la biomasa total de microtu-

0 minuye a concentraciones de
30 6 90 ¢g/L. La interaccién
de estos niveles con 1.0 uM
de ABA favorecen una mejor
respuesta en cada uno de los
parametros evaluados.

Experimento 2

Con relacion a éste hubo efecto significante del
fotoperiodo sobre la biomasa total de microtubér-
culos y de la sacarosa sobre el nimero de micro-
tubérculos por explante y biomasa total de micro-
tubérculos. Teniendo en cuenta la interacciéon en-
tre los grupos de factores estudiados se encontré
qgue hubo interaccion significativa entre el fotope-
riodo y la sacarosa (namero de explantes que tu-
berizaron, nUmero de microtubérculos por explan-
te y peso promedio de microtubérculos por explan-
te), fotoperiodo y sacarosa con ABA (nimero de
explantes que tuberizaron, ndmero promedio de
microtubérculos por explante, peso promedio y
biomasa total de microtubérculos). Al igual que en
el experimento 1, ambos fotoperiodos influyeron
en la produccién de microtubérculos y al igual que
en este en el fotoperiodo de 8 horas se presento
el mas alto porcentaje de explantes que tuberiza-
ron, nimero de microtubérculos, peso promedio y
biomasa total que en el fotoperiodo de 16 horas.
La concentracién de sacarosa en la cual se pre-
sentd el mayor numero de explantes tuberizados,
el mayor numero de microtubérculos por explan-
te, peso promedio y biomasa total de microtubér-
culos mas alta fue a 60 g/L. A una concentracion
de 1.0 uM de ABA se present6 el porcentaje de
tuberizacién, peso promedio y la biomasa total de
microtubérculos més alta con relacién a las otras
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Con relacién al namero pro-

medio de microtubérculos
por explante; para el experimento 1 fueron 1.228
microtubérculos por explante y para el experimento
2 (1.355) microtubérculos por explante. Los pe-
sos promedios de microtubérculos fueron: 415.368
y 547.57 mg para el experimento 1 y 2 respectiva-
mente. La biomasa total de los microtubérculos
producidos fue para el experimento 1: (3421.5 mg)
y para el 2: (4653.3 mg). En el experimento 1 se
obtuvieron 113 microtubérculos, los cuales presen-
taron un peso entre 2.3 y 169.6 mg. una longitud
de 1.3 a 22.2 mm y un diametro entre 1.5 y 5.5
mm. En el experimento 2 se obtuvieron 122 micro-
tubérculos con un peso entre un rango de 5.0 y
217.4 mg, una longitud entre 2.8 y 22.8 mm y un
diametro de 1.5 a 10.2 mm.

Experimentos 3y 4

En estos experimentos donde las sales utilizadas
fueron las del medio basal Murashige y Skoog
(MS); ninguno de los niveles de los factores utili-
zados influencié la induccién y formacion de mi-
crotubérculos. En este caso los cultivos expresa-
ron una alta sensibilidad a las condiciones de cul-
tivo en el sentido que se presenté una alta forma-
cion de callo en la base del tallo; este fendmeno
se pudo observar a ambos fotoperiodos y en las
concentraciones de sacarosa utilizadas (Ng,
1988).
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No. De % de MNumero Peso promedio Biomasa Total
FACTOR explantes explantes promedio de de MT por (mg)
cultivados que tuberizaron MT por explante explante (mg)
= 'EIXIPEHEMENTO 1. - —_—
(a)Fotoperiodo: Horas
8 90 67.77 a 1.3442 a 37.217 a 3051.8 a
16 90 3444 b 1 b 11.9258 b 369.7 b
(b) Sacarosa: g/L
30 60 41.666 a 1.04 a 15.5769 a 405 a
e0 | 60 | 58333a | 12285a | 218581 b | 9399 b
90 60 53.333 a 1375 a 47.1954 ¢ 2076.6 c
(¢ ) Kinetina : pM
o | e | 48333a | 12068a | 35i1M4a | 12289a
1.5 60 53.333 a 125 a 25,5375 a 1021.5 a
25 | 60 | 51666 a 1.2258 a 30.8184 a 11711 a
EXPERIMENTO 2
(a)Fotoperiodo: Horas
8 90 53.333 a 1.4375 a 50.5608 a 3488.7 a
16 90 46.666 a 1.2619 a 219754 b 11647 b

Cuadro 1. Efectos principa-
les del fotoperiodo, concen-
tracion de Sacarosa y regu-
lador de crecimiento sobre el
desarrollo de microtubérculos
en cultivos de segmentos
nodales de fiame D. alafa L.
var. "Pico de Botella".
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El incremento en el nUmero de microtubérculos y
la biomasa total observada a 8 horas puede ser atri-
buida a la longitud del fotoperiodo, en este reporte el
mayor nimero de microtubérculos presentados fueron
aéreos tanto a un fotoperiodo de 8 como a 16 horas.
Aunque se observo un alto nimero de microtubércu-
los en el fotoperiodo de 16 horas, este fotoperiodo no
promovio el desarrollo de los microtubérculos, lo cual
se ve reflejado en los pesos promedios y biomasa total
bajos con respecto a los obtenidos a un fotoperiodo de
8 horas en ambos experimentos.

CONCLUSIONES

La utilizacion del medio de tuberizacién es esencial
para la induccioén, formacién y desarrollo de microtu-
bérculos en fiame (D. alafa L.) var. "Pico de Botella".

La longitud del fotoperiodo tiene una fuerte in-
fluencia sobre el desarrollo de microtubérculos en (D.
alata L.) var. "Pico de Botella" dandose un mejor desa-
rrollo de los microtubérculos a un fotoperiodo de 8
horas.

En este estudio se reporta el efecto inhibitorio del
medio MS sobre el proceso de tuberizacion en (D. alata
L.) var. "Pico de Botella", lo cual puede ser debido a la
presencia de altos niveles de nitrobgeno en las formas
de nitrato de amonio y nitrato de potasio en este medio
(Mantell y Hugo, 1989; Jean y Cappadocia, 1991);
ademas, este resultado puede estar sujeto al genotipo
utilizado.

Los resultados presentados en este trabajo su-
gieren que cada uno de los factores evaluados no fa-
vorecen por si solos la induccion, formacién y desarro-
llo de microtubérculos; sino que, la regulacion del de-
sarrollo de estos 6rganos de almacenamiento implica
la interaccion entre ellos.
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