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Conservacion in vitro de Dioscorea alata L. clon caraqueio (Dioscoreaceae)
In vitro conservation of Dioscorea alata L. clon caraqueino (Dioscoreaceae)

Misterbino Borges Garcia', Yaimara Alarcon Sanchez', Bernard Malaurie?, Yanet
Hernandez Jerez' y Juan Jose Silva Pupo’

Resumen

El trabajo tuvo como objetivo establecer, para Dioscorea alata L. clon caraquefio, un método eficiente para
la conservacion in vitro de durante 9 y 12 meses basado en la modificacion del medio de cultivo (MS al 75%
+ vitaminas MS + sacarosa 30 g.L"" + carbon activado 2 g.L") con distintos niveles de manitol y BAP. Los
tratamientos consistieron en la adicién en el medio de cultivo de manitol (0; 0,5y 1,5%) y BAP (0; 0,1 mg.L").
Alos 9 y 12 meses de conservacion in vitro se realizaron las siguientes evaluaciones: supervivencia (%),
senescencia foliar (%), numero de nudos, longitud del vastago, nimero de microtubérculos. A las 8 semanas
de la regeneracion de los segmentos nodales (procedentes de vitroplantas conservadas a 9 y 12 meses) en
el medio de cultivo (MS al 75% + vitaminas MS + sacarosa 30 g.L"' + carbdn activado 2 g.L") se determind
la regeneracion de plantas completas (%), nimero de nudos, nimero de hojas y longitud del vastago. A las 5
semanas durante la micropropagacion convencional se determiné el nimero de nudos, nimero de hojas y la
longitud del vastago. Las variantes de cultivo formadas por el medio MS al 75% + vitaminas MS + sacarosa 30
g.L" + carbon activado 2 g.L"' y el MS al 75% + vitaminas MS + sacarosa 30 g.L"" + carbén activado 2 g.L" +
BAP 0,1 mg.L! permitié de manera efectiva la conservacion de vitroplantas a partir de segmentos uninodales
de D. alata clon caraquefio durante 9 y 12 meses con altos porcentajes de supervivencia, un numero signifi-
cativo de microtubérculos, los menores porcentajes de senescencia foliar y 100% de regeneracién en plantas
completas con un crecimiento normal en condiciones de micropropagacion.

Palabras clave: fiame, conservacion a mediano plazo, cultivo in vitro, manitol, BAP.
Abstract

In this study, we report an efficient method for conservation in vitro of Dioscorea alata L. clone caraquefio during
9 and 12 months based on the culture medium modification (MS to 75% + vitamins MS + sucrose 30 g.L' +
activated charcoal 2 g.L") with different manitol (0; 0,5 and 1,5%) and BAP (0; 0,1 mg.L") levels. At 9 and 12
months of in vitro conservation, the following evaluations were determined: survival (%), leaf senility (%), shoot
length, buds and microtuber explant count. Plant regeneration (%), shoot length, leaf number and bud explant
count were determined at 8 weeks of the nodal cutting regeneration (from vitroplants conserved for 9 and 12
months) in the culture medium (MS to 75% + vitamins MS + sucrose 30 g.L' + activated charcoal 2 g.L™"). .Shoot
length, leaf number and bud explant count were evaluated at 5 weeks during the conventional micropropagation.
The cultivation variants formed by media MS to 75% + vitamins MS + sucrose 30 g.L" + activated charcoal 2
g.L"and MS to 75% + vitamins MS + sucrose 30 g. I'' + activated charcoal 2 g.L"' + BAP 0, 1 mg.L" allowed
an effective way the conservation of in vitro plants from nodal cutting of clone caraquefio yam during 9 and 12
months with high survival percentages, a significant number of microtubers, smallest leaf senility percentages
and 100% regeneration in whole plants with a normal growth in micropropagation conditions.

Keywords: yam, medium-term conservation, cultivation in vitro, mannitol, BAP.

El fame se reproduce principalmente de forma vegetativa

Los cultivos de raices y tubérculos desempenardn una funcién
multiple en la alimentacién del mundo en desarrollo durante
las préximas décadas. Para el 2020, mds de 2 mil millones de
personas de Asia, Africa y América Latina dependerdn de estos
cultivos como fuente de alimento, forraje o ingresos econémicos.
Para los hogares rurales, el valor de las raices y tubérculos reside
en su capacidad de producir mds energfa digerible por hectdrea
por dia, que cualquier otro producto bsico, y en su capacidad
de seguir produciendo en condiciones donde otros cultivos
fracasan (Gonzailez, 2003).

La familia Dioscoreaceae comprende mds de 600 especies
(Ayensu y Coursey, 1972), en particular el género Dioscorea
tiene amplia distribucién en la zona tropical. Varias especies de
Dioscorea acumulan almidén en sus tubérculos y son cultivadas
para alimento, mientras que otras son reconocidas por su ac-
tividad medicinal. Dioscorea alata L. conocida como fiame es
una especie cultivada a gran escala en muchos paises de Africa
tropical, Pacifico y el Caribe, donde constituye una importante
fuente de alimento (Mbanaso et al., 2007).

mediante el fraccionamiento de los tubérculos, siendo la prin-
cipal causa de poca disponibilidad de material de siembra, ya
que alrededor del 30% de los tubérculos son guardados para
reproduccién. Ademds a consecuencia de la reproduccién ve-
getativa, las enfermedades son transferidas de un ciclo a otro y
de una localidad a otra, incidiendo sobre la productividad del
cultivo (Rodriguez et al. 2008).

Las dos principales especies cultivadas son D. alata y D.
rotundata debido a su importancia econémica y distribucién
en el mundo (Arnau et al., 2009).

Los clones de fiame existentes en Cuba y en su coleccién de
germoplasma pertenecen fundamentalmente a las especies D.
alata, D. rotundata, D. cayenensis, D. esculenta, D. bulbifera y
D. trifida. Las mis extendidas son D. alata, D. rotundara y D.
cayenensis (Minagri, 2004). La conservacién de los clones con
llevan elevados costos de mantenimiento, altos riesgos de erosién
genética, ataque de plagas y enfermedades tales como antracno-
sis, mosaico del fiame, nemdtodos, insectos y roedores.
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En Cuba el cultivo de fiame estd m4s extendido en las zonas
montafiosas de la regién central, pero principalmente en la
oriental, donde ademds existe mayor diversidad de especies. En
particular para estas zonas el flame representa un importante
alimento debido a su productividad y la posibilidad de su cultivo
en sistemas intensivos y agroforestales.

Los primeros trabajos sobre micropropagacién in vitro de D.
alata con empleo de segmentos nodales fueron desarrollados
a partir de la década de los afios 70 por Ammirato (1976),
y Mantell y Haque (1977). Posteriormente fue realizado por
primera vez en el IITA (Instituto Internacional de Agricultura
Tropical) de Nigeria (Ng y Hahn 1985) la conservacién in vitro
de germoplasma de fiame. Hanson (1986) utilizé manitol 0,2
M (3,6%) como retardante del crecimiento adicionado en el
medio de cultivo, logrando con éxito la conservacién in vitro
de dpices de D. rotundata.

En Cuba, se han desarrollado metodologias de propagacién
masiva de D. alata y de conservacién in vitro de germoplasma
para seis clones de esta especie hasta por 9 meses (Borges et
al. 2003). Esta metodologia incluye la utilizacién de 1,5% de
manitol + 0,1 mg.L"! de BA, sin embargo, la misma debe ser
perfeccionada para la introduccién de otros clones de interés
agricola y valor comercial en la regién Oriental del pais, tal es
el caso del clon Caraqueno. Este clon en los tltimos 30 afios ha
estado sometido a una alta erosién genética debido al ataque de
plagas y enfermedades mortales como nematodos y antracno-
sis que ha conducido a una disminucién de los rendimientos
agricolas hasta 70% (Borges et al. 2007) y a la desaparicién del
mismo en muchas localidades de la regién.

Tomando en consideracidn lo antes expuesto el presente tra-
bajo tuvo como objetivos establecer un método eficiente para la
conservacion iz vitro por crecimiento minimo de Dioscorea alata
clon caraquefio durante 9 y 12 meses basado en la modificacién
del medio de cultivo con distintos niveles de manitol y BAD, que
permita lograr altos porcentajes de regeneracién del material
conservado iz vitro y la micropropagacién normal del mismo.

Materiales y métodos

La investigacién fue desarrollada en el laboratorio de Biotec-
nologfa del Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal de la
Facultad de Ciencias Agricolas en la Universidad de Granma,
Bayamo, Cuba en el periodo comprendido de febrero 2008 a
Junio de 2009.

Técnicas y procedimientos generales

Material vegetal. Se emplearon segmentos uninodales des-
provistos de hojas con una longitud aproximada de 15 mm,
obtenidos de vitroplantas cultivadas durante 5 semanas (segundo
subcultivo), obtenidos de plantas donantes de fiame (D. alata
L.) clon Caraqueno (procedente del Banco de germoplasma del
Centro de Estudios de Biotecnologfa Vegetal de la Universidad
de Granma, Bayamo, Cuba) cultivadas durante 35 dias en con-
diciones semicontroladas a partir de fragmentos de tubérculos
sanos de alrededor de 100 g de peso (temperatura de 33 + 2 °C,
humedad relativa del 70—80 % y luminosidad solar entre 3500
y 4000 Ix con un fotoperiodo de 12 horas.).

Siembra de los explantes y condiciones de cultivo. Los
segmentos nodales se cortaron a una longitud de aproximada-
mente 12 mm y se colocaron obedeciendo a la polaridad de la

planta a razén de un explante por tubo y cuatro por frasco bajo
cabina de flujo laminar en condiciones asépticas. Finalmente se
colocaron en el cuarto de incubacién a una temperatura de 25 +
1 °C, humedad relativa del 70—80% y luminosidad solar entre
3500 y 4000 Ix con un fotoperiodo de 12 horas.

Conservacion in vitro

Medio de cultivo. Estuvo compuesto por las sales de Mu-
rashige y Skoog (MS) (1962) al 75%, vitaminas de MS (1962);
sacarosa 30 g.L!, carbén activado 2 g.L'!, modificado con la
utilizacién de distintos niveles de manitol (%): BAP (mg.L")
conformando los siguientes tratamientos: 1 (0:0); 2 (0:0,1);
3(0,5:0); 4 (0,5:0); 5 (1,5:0) y 6 (1,5:0,1). El pH del medio
de cultivo se ajustd a 5,8; luego se fundié durante 10 min. en
horno microondas, se enfrié hasta 50 °C y luego se distribuyd
en tubos de ensayos de 24 x 150 mm, a razén de 15 mL por
tubo. Finalmente se esterilizé en autoclave durante 25 min. a
1,2 kgf/cm? atmésfera de presién y 121 °C de temperatura.
Los medios se mantuvieron 3 dias como minimo antes de su
uso para descartar cualquier contaminacién de los mismos. Los
experimentos de laboratorio se desarrollaron bajo condiciones
asépticas en cabina de flujo laminar horizontal (IKEM).

Evaluacion de la conservacion in vitro

A los 9 y 12 meses de cultivo se realizaron las siguientes
evaluaciones:

- Supervivencia (%) (nimero de explantes vivos/nimero total).

- Senescencia foliar (%) (ntimero de hojas muertas/ntimero
total).

- Longitud del védstago (se midié en centimetros con una regla
milimetrada, desde la base del explante hasta el dltimo nudo).

- Nimero de nudos de novo por explante

- Ntimero de microtubérculos.

Regeneracion in vitro de los explantes conservados

Material vegetal. Se emplearon segmentos uninodales de
aproximadamente 12 mm de longitud procedentes de vitro-
plantas conservadas durante 9 y 12 meses.

Medio de cultivo. Estuvo constituido por las sales de MS al
75%, vitaminas de MS; sacarosa 30 g.L" y cisteina 10 mg.L.
La preparacién del medio se realizé como se describié en el
experimento anterior. Posteriormente se distribuyé a razén
de 20 mL por frasco (6 cm de ancho x 9 cm de altura con un
didmetro de la boca de 5,7 cm). Finalmente se esterilizé igual
al experimento anterior.

Evaluacién de la regeneracioén in vitro

A las ocho semanas de la regeneracién de plantas completas
se evalud:

- Regeneracién (%) (ndmero de explantes que regeneran a
plantas completas/nimero total).

- Longitud del véstago por explante.

- Ndmero de hojas por explante.

- Ndmero de nudos de novo por explante.

Multiplicacién iz vitro del material regenerado.

Material vegetal. Se emplearon segmentos nodales de aproxi-
madamente 12 mm longitud procedentes de las vitroplantas:
obtenidas del mejor tratamiento regeneradas a las ocho semanas
y sin conservar (testigo).
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Tabla 1. Porcentaje de supervivencia de segmentos uninodales
durante 9 y 12 meses de conservacion.

M BAP

T %) (mg. L) 9 meses (%) 12 meses (%)
1 0 0 99 96 2

2 01 98 952

3 0,5 0 98 932

4 0,5 01 99 942

5 15 0 98 87"

6 15 0,1 97 88"
EE 0,29 0,31

Leyenda: T, Tratamientos; M, Manitol; BAP, bencilaminopurina.
Medias con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05 seglin
prueba de Tukey. EE, error estandar.

Evaluacidén de la multiplicacién in vitro.
A las cinco semanas se evaluaron las siguientes variales:

- Longitud del véstago por explante.
- Ndmero de hojas por explante.
- Ndmero de nudos de novo por explante.

Disefo y analisis estadistico.

Los experimentos de conservacién, regeneracién y multi-
plicacién in vitro se montaron bajo un disefio completamente
aleatorizado con arreglo bifactorial, formado por seis tratamien-
tos con tres repeticiones (100 explantes por cada repeticién para
determinar los porcentajes de supervivencia, senescencia foliar
y regeneracion; y 40 explantes por cada repeticién para el resto
de las variales). Se aplicé una prueba de comparacién mulciples
de medias de Tukey para el 5% de probabilidad del error. Todos
los andlisis estadisticos se procesaron con el paquete Statistica
for Windows, versién 8 (StatSoft 2008).

Resultados y discusion
Conservacion in vitro

Los resultados del efecto de distintos niveles de manitol y
BAP en el medio de cultivo sobre el porcentaje de supervivencia
de segmentos uninodales de D. a/ata L clon caraqueno durante
9 y 12 meses de conservacién se muestran en la tabla 1. A los
9 meses se logran altos valores de supervivencia para cada uno
de los tratamientos evaluados sin diferencias significativas entre
ellos. Sin embargo, a los 12 meses de conservacién iz vitro los
mayores porcentajes de supervivencia corresponden a los trata-
mientos del 1 al 4 los cuales difieren de las variantes de cultivo 5
y 6. Esto evidencia que a medida que aumenta la concentracién
de manitol a partir de 1,5% se afecta de manera significativa la
supervivencia del material vegetal.

En este sentido Malaurie et al (1993) lograron conservar
germoplasma de fame de 6 a 12 meses en un medio compues-
to por las sales de Knop modificadas, vitaminas MS (1962)
modificadas, 3% de sacarosa , 2 g.L'' de carbdn activado, 200
mg. L' de glutamina, y para los clones mds dificiles de mantener
utilizaron un balance de reguladores del crecimiento NAA/BAP
de 1y 0,2 mgL"' respectivamente, demostrando que el éxito
del proceso de conservacion iz vitro requiere de un crecimiento
lento para limitar los subcultivos y un méximo porcentaje de
supervivencia.

Tabla 2. Numero de nudos de novo y longitud del vastago de seg-
mentos uninodales durante 9 y 12 meses de conservacion.

9 meses 12 meses
M BAap Numero Longitud Numero Longitud
(%) (mg.L?) de ,del de ) del
nudos  vastago nudos vastago
1 0 0 13,95 7,3 15,7 8,5
2 0 0,1 13,94 6,5 15,6 8,7
3 05 0 13,05 6 14,1 6,3
4 05 0,1 13,10 57 15 6
5 15 0 12,07 5 13 53
6 15 0,1 12,05 4,9 13,5 52
EE 0,05 0,07 0,05 0,07

Leyenda: T, Tratamientos; M, Manitol; BAP, bencilaminopurina.EE, error estandar.

En la tabla 2 se ilustra el efecto de distintos niveles de manitol
y BAP en el medio de cultivo sobre el niimero de nudos de novo
y longitud del vistago de segmentos uninodales de Dioscorea
alata L. clon caraqueno durante 9 y 12 meses de conservacion.
Se observa claramente que no existe un efecto significativo tanto
del manitol como del BA sobre estos indicadores de crecimiento
y desarrollo del material vegetal durante la conservacién iz vitro,
ademds se nota una tendencia a la disminucién bioldgica de los
mismos a medida que se incrementa las concentraciones de ma-
nitol en el medio de cultivo. Este efecto fue observado por Borges
etal. (2003) a medida que se incrementaba la concentracién de
manitol (1,5, 3,5, y 5,5%) en el medio de cultivo durante la
conservacién iz vitro de germoplasma de D. alaza.

En la tabla 3 se observa una influencia de los distintos trata-
mientos sobre el nimero de microtubérculos producidos a partir
de segmentos uninodales de fiame clon Caraquefio durante 9
y 12 meses de conservacién. Los mayores valores se obtuvieron
en las variantes 1, 2, 3 y 4 las que difieren de los tratamientos
5y 6. Esto indica el efecto importante que ejercen los com-
ponentes del medio de cultivo principalmente las sales MS al
75% de su concentracién y la sacarosa 30 g.L! en la formacién
de microtubérculos, indicador importante que complementa
favorablemente la conservacién in vitro y propagacién de este
clon con todas las ventajas que el mismo ofrece en la posterior
recuperacion y produccién de material vegetal de plantacion.

En este aspecto Malaurie et al. (1998) plantearon que la
tuberizacion n vitro puede ser favorecida por diferentes factores
en el medio de cultivo (presencia de reguladores del crecimiento,

Tabla 3. Numero de microtubérculos de segmentos uninodales du-
rante 9 y 12 meses de conservacion.

T (10\//:) (n]?gf 1) 9 meses (%) 12 meses (%)
1 0 0 1,22 152

2 0 0,1 1,12 14-°

3 0,5 0 12 1,22

4 0,5 0,1 1,12 1,22

5 15 0 0,16° 0,30°

6 15 0,1 0,11° 0,25°
EE 0,02 0,03

Leyenda: T, Tratamientos; M, Manitol; BAP, bencilaminopurina.
Medias con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05 segln
prueba de Tukey. EE, error estandar.
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Tabla 4. Porcentaje de senescencia foliar de segmentos uninodales
durante 9 y 12 meses de conservacion.

M BAP

T %) (mglY 9 meses (%) 12 meses (%)
1 0 0 14 19,5¢

2 0 0,1 15° 20,5°¢

3 0,5 0 272 31°

4 0,5 0,1 224 32°

5 15 0 26° 49

6 15 0,1 23° 482
EE 0.14 0.24

Leyenda: T, Tratamientos; M, Manitol; BAP, bencilaminopurina.
Medias con letras distintas por columnas difieren significativamente para p<0,05 segln
prueba de Tukey. EE, error estandar.

composicién mineral, concentracién de sacarosa) y en las con-
diciones de cultivo (fotoperiodo, termoperiodo).

También Klu (2002) senalé que la microtuberizacién es
un proceso que favorece la produccién de material de planta-
cién asi como su conservacién, facilitando el intercambio de
germoplasma, mientras que Balogun (2009) plantea que los
microtuberculos producidos a partir de pldntulas 7 vizro tienen
una mayor vida ttil debido a la latencia, son mds resistentes y
menos voluminosos que las pldntulas.

La influencia de los distintos niveles de manitol y BAP en
el medio de cultivo sobre el porcentaje de senescencia foliar de
segmentos uninodales de hiame clon caraquefio durante 9y 12
meses de conservacion (tabla 4) arrojaron valores significativa-
mente superior para los tratamientos: 3; 4; 5 y 6 (9 meses), y
5; 6 seguido de 3; 4 (12 meses). Esto indica que a medida que
se aumenta la concentracién de manitol en el medio de cutivo
se incrementa de forma significativa el deterioro y necrosis del
tejido foliar, lo cual se manifiesta de forma mds diferencial al
cabo de los 12 meses de conservacién.

Resultados semejantes fueron alcanzados por Borges et al.
(2003) los cuales determinaron que al aumentar la concentracién
de manitol (1,5; 3,5 y 5,5%) en el medio de cultivo durante
la conservacién in vitro de germoplasma de D. alata durante 9
meses, se incrementaba el deterioro y muerte de los tejidos, y
en particular el foliar.

Por otra parte estos resultados no coinciden con los obtenidos
por Espinosa etal. (2002) quienes lograron exitosamente la con-
servacién iz vitro durante 12 meses de cuatro clones de boniato

Tabla 5. Regeneracion in vitro de segmentos uninodales a las ocho
semanas procedentes del material conservado durante 9 meses.

en el medio MS suplementado con sacarosa 0,5%, manitol 2%
y tiamina 1 mg L.

Regeneracioén in vitro

A las ocho semanas las yemas de segmentos nodales, proce-
dentes de vitroplantas conservadas durante 9 y 12 meses en los
distintos tratamientos reanudaron su crecimiento en el medio
de cultivo MS al 75% con un 100% de regeneracién en plantas
completas. Estos resultados son semejantes a los alcanzados por
Borges et al. (2004) durante la regeneracién y multiplicacién de
segmentos uninodales de diferentes clones de fiame (D. alata
L.) conservados iz vitro durante 9 meses en un medio de cultivo
con distintos niveles de manitol (1,5; 3,5; 5,5%), BAP (0;0,1
mg.L") y carbdn activado (0; 2 g.L'!) donde alcanzaron 100%
de regeneracion en plantas completas en las variantes de cultivo
procedentes del medio de conservacién con manitol 1,5%, BAP
(0,1; 1 mg.L") y carbdn activado 2 g.L'.

Los resultados de regeneracién obtenidos en esta investiga-
cién demuestran la efectividad de los distintos tratamientos de
conservacién evaluados tanto a 9 meses como a 12 meses, y en
este tltimo tiempo, principalmente para los tratamientos 1, 2
3 y 4 en los cuales se alcanzan significativamente los mayores
porcentajes de supervivencia (tabla 1). Esto corrobora por una
parte lo senalado por Espinosa et al. (2003) que propusieron el
porcentaje de supervivencia y recuperacién del material vegetal
conservado como los criterios a tener en cuenta al decidir la
validez de una metodologia para la conservacion in vitro de es-
pecies vegetales. Por otro lado Mesa et al. (1995) que consideran
el fenémeno de regeneracién de 6rganos o plantas completas
como un elemento determinante para establecer un método
eficiente de micropropagacion acelerada o conservacién iz vitro
de variedades y especies.

Nair y Chandrababu (1994), en la regeneracién de yemas
de segmentos nodales de D. alata 'y D. rotundata en un medio
MS sin hormonas, encontraron un 100% de plantas completas
regeneradas, procedentes de la conservacién durante 12 meses
en el medio MS suplementado con 3% de manitol.

En la tabla 5 y 6 se muestran los principales indicadores del
crecimiento y desarrollo de vitroplantas a las ocho semanas de
cultivo obtenidas de segmentos uninodales conservados durante
9y 12 meses en sus distintos tratamientos. Se aprecian valores sin
diferencia significativa entre las distintas variantes de cultivo y
similares a los alcanzados durante la multiplicacién convencional
a las cinco semanas de cultivo, esto evidencia que al cabo de las

Tabla 6. Regeneracion in vitro de segmentos uninodales a las ocho
semanas procedentes del material conservado durante 12 meses.

T M BAP Numero Lm:iiiltud Nﬁmgro de
(%) (mgL") denudos vastago hojas

1 0 0 3 2,3 3,6

2 0 0,1 2,8 2,2 34

3 05 0 2,9 1,92 33

4 05 0,1 2,7 1,94 3,2

5 15 0 2,7 2 3,5

6 15 0,1 2,7 2,3 3,5
EE 0,019 0,035 0,05

Leyenda: T, Tratamientos; M, Manitol; BAP, bencilaminopurina.EE, error estandar.

M BAP Nuamero de  Longitud Nuamero
(%) (mg.L?) nudos del vastago  de hojas

1 0 0 2,9 2,2 3,5

2 0,1 2,7 2,1 34

3 0,5 0 2,9 1,9 3,2

4 0,5 0,1 2,7 2 3,1

5 15 0 2,6 2,2 3,4

6 15 01 2,7 2,2 34
EE 0,02 0,04 0,05

Leyenda: T, Tratamientos; M, Manitol; BAP, bencilaminopurina.EE, error estandar.
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Tabla 7. Multiplicacion del material vegetal procedente del mejor trata-
miento de conservacion durante 9 meses a los 35 dias de cultivo.

. Nuamero de Longitud del Nuamero de
Tratamientos 2 .
nudos vastago hojas
1 2,8 2,2 33
Testigo 2,7 2,3 3,4
EE 0,04 0,05 0,05

Tratamientos: 1, mejor tratamiento de conservacion; Testigo, material sin conservar (vitro-
plantas en segundo subcultivo). EE, error estandar.

8 semanas de cultivo el material vegetal procedente de la conser-
vacién recupera su capacidad de micropropagacién normal.

Estos resultados son similares a los alcanzados por Borges
et al.(2004) durante la regeneracién y multiplicacién de seg-
mentos uninodales de diferentes clones de fiame (D. alata L.)
conservados iz vitro durante 9 meses en un medio de cultivo
con distintos niveles de manitol (1,5; 3,5; 5,5%), BAP(0; 0,1
mg.L!) y carbdn activado (0;2 g.L!) donde lograron a las ocho
semanas en las variantes de cultivo procedentes del medio de
conservacién con manitol 1,5%, BAP (0,1;1 mg.L") y carbén
activado 2 g.L! indicadores de crecimiento y desarrollo del ma-
terial vegetal similar al crecimiento de D. alata en condiciones
normales de micropropagacién.

Resultados comparables han sido obtenidos en la multi-
plicacién in vitro de D. alata a partir de yemas de segmentos
nodales, por diferentes autores (Mantell y Haque 1977; Borges
et al., 2004; Myouda et al. 2005; Royero et al., 2007; Salazar
y Hoyos, 2007)

Multiplicacioén in vitro

Los valores de los indicadores de crecimiento y desarrollo
(longitud del véstago, nimero de nudos de novo y hojas)
durante la multiplicacién in vitro del material procedente del
mejor tratamiento (MS al 75% sin adicién de manitol y BAP)
que dio lugar al 100% de regeneracién de plantas completas
después de su conservacién iz vitro por un periodo de 9 y 12
meses (Tabla 7 y 8) con altos porcentajes de supervivencia de
99y 96% (Tabla 1) respectivamente, no presentaron diferencias
significativas con el testigo. Esto indica que a las 5 semanas se
logra la micropropagacién tradicional de manera normal y que
el método de conservacién empleado es aplicable a D. alata
clon caraqueno.

Los resultados alcanzados concuerdan con los obtenidos por
diferentes autores (Mantell y Haque 1977; Borges et al., 2004;
Royero et al., 2007) que han desarrollado y perfeccionado
distintas metodologfas para micropropagacién in vitro de D.
alata L alcanzando como promedio valores similares para estos
pardmetros de crecimiento y desarrollo en condiciones normales
de multiplicacién.

Por otra parte resultados satisfactorios han sido obtenidos por
Espinosa et al. (2002) en la conservacién in vitro durante 12
meses, de segmentos nodales de boniato en el medio basal MS
suplementado con sacarosa 0,5%, manitol 2% y tiamina 1 mg.L-
!, alcanzando altos porcentajes de supervivencia y recuperacién
del material, sin cambios morfolégicos aparentes del material
conservado durante la micropropagacion.

Finalmente podemos plantear que los medios de cultivos
compuestos por las sales MS al 75% + sacarosa 30 g.L'' + carbén

Tabla 8. Multiplicacion del material vegetal procedente del mejor trata-
miento de conservacion durante 12 meses a los 35 dias de cultivo.

T . Nuamero de Longitud del =~ Numero de
ratamientos 2 .
nudos vastago hojas
1 2,6 2,1 3,2
Testigo 2,7 2,2 3,3
EE 0,04 0,05 0,06

Tratamientos: 1, mejor tratamiento de conservacion; Testigo, material sin conservar (vitro-
plantas en segundo subcultivo). EE, error estandar.

activado 2 g L' + BAP 0,1 mg.L"' y sin adicién de BAP permi-
ten de manera efectiva la conservacién de vitroplantas a partir
de segmentos uninodales de Aiame clon caraquefio durante 9

y
12 meses con altos porcentajes de supervivencia, los menores
porcentajes de senescencia foliar, 100% de regeneracién en
plantas completas, un niimero significativo de microtubércu-
los y pardmetros normales de crecimiento en condiciones de
micropropagacioén.
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