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RESUMEN

La presente investigacion se realizé en la Biofabrica de Cienfuegos y el Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en la provincia de Villa
Clara, durante el periodo comprendido entre septiembre de 2013 y mayo de 2014. El
objetivo principal consistié en evaluar, en condiciones de Biofabrica, la propagacion
del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ para la produccion de semilla de alta calidad
genética y fitosanitaria. Se evalud el efecto del Vitrofural (G1) como esterilizante
guimico del medio de cultivo, en comparacioén con el empleo de las autoclaves. Se
estudiaron dos tipos de frascos de cultivo (pomos de vidrio de 250 mL de volumen y
magentas de 500 mL) para la propagacion in vitro, asi como se evaluo el porcentaje
de supervivencia en fase de aclimatizacion. Como resultado se logré la
implementacion de la micropropagacion del fiame, donde se realiz6 el adiestramiento
a los técnicos en el manejo de los explantes para alcanzar coeficientes de
multiplicacion aceptables y pérdidas por contaminaciones dentro del rango permisible
para estas entidades. El uso de la esterilizacion quimica con G1 del medio de cultivo
fue factible. Se determind que los pomos de vidrio de 250 mL constituyen el mejor
frasco de cultivo para la propagacion in vitro del fiame. En fase de aclimatizacion se
lograron porcentajes de supervivencia superiores al 85%. Ademas, se recomienda
aplicar los resultados alcanzados para obtener un material de plantacion de alta
calidad que permita la produccion de semilla categorizada de este cultivo en la

provincia de Cienfuegos.
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SCALING UP OF IN VITRO YAM PROPAGATION, cv. ‘BLANCO GUINEA’ AT
CIENFUEGOS BIO-FACTORY

ABSTRACT

The present research was carried out from September 2013 to May 2014 at
Cienfuegos bio-factory and at the Research Institute of Tropical Roots and Tuber
Crops, Bananas and Plantains (INIVIT) located at Villa Clara province. The main
objective was based on the evaluation of yam (cv. ‘Blanco Guinea’) propagation for
seed production of high genetic and phytosanitary quality. The Vitrofural (G1) effect
as chemical sterilizer in culture media in comparison to the use of autoclaves was
evaluated. Two culture flasks (250 mL glass flasks and 500 mL containers) for in vitro
propagation were studied. The surviving percentage during the acclimatization stage
was also evaluated. Yam micro-propagation was implemented. Technicians were
well-trained on explant management to obtain acceptable multiplication coefficients
and allowable loss ranges for these entities due to contamination. The use of
chemical sterilization with G1 was feasible. 250 mL glass containers constituted the
best culture flask for in vitro yam propagation. At the acclimatization stage, surviving
percentages higher than 85% were obtained. Besides, results obtained are
recommended to obtain high quality planting material for a categorized seed

production in this crop at Cienfuegos province.
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1. INTRODUCCION

El tubérculo de fiame (Dioscorea spp.) constituye una de las principales fuentes
alimenticias de muchas poblaciones en las regiones tropicales y subtropicales
alrededor del mundo. Este cultivo ha contribuido a los requerimientos energéticos y
nutricionales de una gran parte de las poblaciones en los paises en desarrollo
(Perea, 2001; Tamiru et al., 2008). Por su amplia gama de usos y su eficiencia para
producir energia digestible, se ha considerado junto al cultivo de la papa (Solanum
tuberosum L.), como uno de los tubérculos que mas se produciran en los proximos
afos para la alimentaciéon humana (Scott et al., 2006).

Dentro de las mas de 600 especies del género Dioscorea, (Dioscorea rotundata,
Poir) es una de las mas cultivadas en el mundo. La produccion mundial en los
ultimos cinco afios se estima en mas de 253,5 millones de toneladas y se siembran
mas de 5,5 millones de hectareas anualmente (Gonzalez, 2012).

Desde que esta especie se comenz0 a cultivar por el hombre se ha propagado por
tubérculos enteros y secciones de tubérculos. El uso continuado de este tipo de
material vegetal de plantacién tiene el inconveniente de que al plantarse de un afo
para otro en campo, se puede infestar por microorganismos patégenos y perder
calidad fisioldgica y sanitaria (Amusa et al., 2003; Ovono et al., 2007).

En Cuba se ha convertido en un excelente cultivo de ecosistemas montafiosos, a
partir del cual los campesinos de dichas regiones satisfacen parte de su demanda
energética y lo utilizan como alimento animal. La demanda en el mercado nacional,
se ha incrementado en los dultimos afios, no so6lo en las regiones que
tradicionalmente han sembrado fiame, sino también en el occidente del pais debido a
la constante emigracion de una region a otra. La produccion en el pais se estima en
alrededor de 366 182 toneladas (FAOSTAT, 2012).

Por otra parte, su produccién ha ayudado a la diversidad y estabilidad alimentaria,
tradicionalmente este cultivo ha sido una fuente importante de ingresos y empleo en
las regiones oriental y central del pais (Rodriguez, 2006). No obstante, su desarrollo

extensivo, ha estado limitado, entre otras causas, por la poca disponibilidad de
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material vegetal de plantacion con calidad fisiologica y sanitaria (Rodriguez, 2004).
Esto se debe, fundamentalmente, a que los tubérculos, que constituyen la parte util
de la planta para la alimentacion, también tienen que ser utilizados como material
vegetal de plantacion.

La necesidad de producir material de plantacion de alta calidad y rejuvenecidos
fisiologicamente, disponibles para los productores de fiame ha requerido de la
busqueda de alternativas que garanticen el incremento de la eficiencia en los
métodos de propagacion y por lo tanto la aplicacion de las técnicas biotecnoldgicas.
En el Instituto de Investigaciones de Vianda Tropicales (INIVIT), se han desarrollado
protocolos de propagacion in vitro de fiame por organogénesis, a partir de
segmentos nodales, en diferentes clones (Medero et al., 1999; Cabrera et al., 2003
y Cabrera, 2009). Actualmente, toda la semilla basica que se produce en la
institucion de este cultivo permite disponer en un tiempo relativamente corto de una
gran cantidad de material, libre de plaga y enfermedades, fisiologicamente
rejuvenecido y de alto potencial productivo por el uso de las técnicas
biotecnoldgicas; sin embargo no se ha logrado la implementacion a escala de
Biofabrica de estos protocolos. Por lo que se hace necesario lograr la transferencia
a la Biofabrica de Cienfuegos de la metodologia de micropropagacién del iame y su
adopcion con porcentajes aceptables de supervivencia de las plantas producidas in
vitro a nivel de fase de aclimatizacion, con la siguiente hipotesis de trabajo:

“Si se logra estandarizar la metodologia de micropropagacion de fiame en la
Biofabrica de Cienfuegos entonces, se dispondré de un material de plantacion de alta
calidad genética y fitosanitaria para la produccion de semillas de este cultivo en la
provincia”.

Para dar cumplimiento a la hipétesis formulada, se plantearon los siguientes

objetivos:

Objetivo General
e Evaluar, en condiciones de Biofédbrica, la propagacion del clon de fame
‘Blanco de Guinea’ para la produccion de semilla de alta calidad genética y

fitosanitaria.
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Objetivos Especificos
e Evaluar el efecto de la esterilizacién quimica en la multiplicacion del fiame.
e Estudiar la influencia de diferentes frascos de cultivo para la propagacion in
vitro.
e Evaluar la respuesta de las plantas producidas in vitro en fase de

aclimatizacion.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Sistematica
2.1.1. Origen

El iame pertenece al género Dioscorea el cual es muy amplio, lo encontramos en las
regiones lluviosas del tropico, otros en las regiones subtropicales. La especie
Dioscorea alata es originaria de Asia, Dioscorea cayenensis y Dioscorea rotundata

en Africa y el Dioscorea trifida es originaria de América Tropical.
2.1.2. Taxonomiay SinGnimos

Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Dioscoreales

Familia: Dioscoreaceae

Geénero: Dioscorea

Especie: Dioscorea rotundata (L)

La familia Dioscoraceas la cual contiene 6 genero diferentes: Stenomeris, Avetra,
Trichopus, Rejania, Tamus y Dioscorea, siendo este ultimo el mas importante desde
el punto de vista de la alimentaciéon humana, el género Dioscorea al que pertenecen
mas 600 especies, de ellas alrededor de ocho especies son la de mayor importancia
econdmica: D. alata., D. cayenensis Lam, D. dumetorum Pax, D. esculenta Murk, D.
rotundata (L) Poir, D. trifida L y D. floribunda Matrt.

2.1.3. Morfologiay Fisiologia

La planta del iame es tropical, se cultiva en actitudes desde 0 m.s.n.m. hasta 300m,
con temperaturas entre 20-25 °C, precipitaciones superiores a 200 mm anules, en
suelos de textura franca arenosa, con buen drenaje y PH 5,5-6,5 y con buena
fertilidad.
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Son plantas trepadoras, herbaceas y de habito perenne que crecen entre 2 a 12m.
Las hojas, anchas y de forma acorazonada, se disponen en espiral. Las flores, de
seis pétalos son inconspicuas y de color verde amarillento; son principalmente
dioicas (flores masculinas y femeninas en diferentes plantas), aunque algunas
especies son monoicas (flores masculinas y femeninas en la misma planta). En la
mayoria de especies el fruto es una céapsula, en otras cuantas una baya blanda.

Se plantea que el iame es una planta de tallos volubles, delgados que enrollan hacia
la izquierda, provisto de dos a ocho a la membranosa, generalmente con mayor
namero y desarrollo en la parte inferior del tallo. La planta requiere abundante luz
para obtener mayor produccion y es caracterizada por tubérculo subterraneo o aéreo.
El tallo subterraneo es un organo irregular y corto del que emergen los tallos aéreos,
raices y estolones, esto ultimo en forma de circulos sucesivos. El estolon que mide
hasta 70cm de largo se ensancha formando el tubérculo.

Los tubérculos varian mucho en forma y tamafio aun en la misma planta, los hay en
forma esférica, fusiforme, claviforme y a menudo con ramificaciones muy cortas. La
superficie es rugosa, a veces con raicillas. La pulpa es uniforme, compacta y varia de
color blanco, amarillo hasta morado, con un sabor y apariencia caracteristica,
después de cocido. El peso esta entre 300 y 400g cada uno.

Las plantas son unisexuales. Las inflorescencia estimada son racimos simples o muy
ramificados; la inflorescencias pistiladas de dos racimos nacen de la misma axila con

flores de 12 a 24mm de largo.
2.2.1. Micropropagacion

Originalmente la micropropagacion se defini6 como “cualquier” procedimiento
aséptico que comprenda la manipulacion en las plantas de érganos, tejidos o células
gue produzcan poblaciones de plantulas y que permitan el desvio tanto del proceso
sexual normal como de la propagacion vegetativa no aséptica que se practica
convencionalmente. La micropropagacion clonal implica que cada una de las
plantulas que se produce pueda crecer y ser fenotipicamente idéntica a la planta
original de la que se deriva (Villalobos y Thorpe, 1991).
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2.2.1. Organogeénesis. Aspectos generales

La organogénesis es un evento morfogenético que se caracteriza por su desarrollo
unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio unipolar a partir de una
yema con el subsecuente desarrollo de éste en un brote vegetativo, existiendo
siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido paterno. Estos brotes
vegetativos son posteriormente puestos a enraizar en otra etapa, via formacion de
primordios de raices y el enraizamiento final. Los brotes pueden formarse
directamente del explante (organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos.
En la via organogénica para lograr la formacion de una planta completa, ya sea por
la via directa o indirectamente, se requiere de una secuencia de medios de cultivo,
ya que aquellos medios favorecen el desarrollo de los brotes, la formacion de raices
y viceversa (Jiménez, 1998).

La organogénesis ha sido la base fundamental de la multiplicacion vegetativa y
dentro de ella pueden diferenciarse dos vias: la formacion de yemas axilares y la
formacion de yemas adventicias.

1. Formacion de yemas axilares.

Se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se encuentran en las
axilas de las hojas o primordios de hojas, los cuales son divididos y subcultivados
respectivamente (Hu y Wang, 1983). Este método ha sido el mas utilizado para la
propagacion comercial debido a la facilidad con que se ha establecido en la mayoria
de las especies y a la estabilidad genética de las plantas regeneradas, siendo el
sistema de regeneracion en el cual se reportan los menores indices de variacion
genética.

2. Formacion de yemas adventicias.

Esta técnica se basa en la formacion de Novo de yemas a partir de meritemos
preexistentes o tejidos no meristematicos, los cuales se originan de una o de un
pequeiio grupo de células, cuando se cultivan los explantes en medios de cultivos
con concentraciones elevadas de citoquininas (Vuylsteke y de Langhe, 1985).

De esta forma es posible producir un mayor nimero de plantas por unidad de tiempo

en comparaciéon con el método de yemas axilares y a la vez presenta mayores
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posibilidades de mecanizacién-automatizacion, existiendo ya varios ejemplos de

utilizacién de biorreactores para su produccion (Akita et al., 1994).

2.2.1.1. Propagacion in vitro via organogénesis

Por sus ventajas constituye la tecnologia mas utilizada para la clonacion de especies
de interés econdmico. Es una tecnologia relativamente simple, bien conocida, que se
realiza a partir de la multiplicacion de yemas, apices o meritemos con mas de dos
décadas de experiencia, por lo que se ha designado con el término de
“micropropagacion convencional” (Orellana, 1998; Pérez et al., 1998).

A escala comercial se han encontrado algunas desventajas que elevan los costos
finales de las plantas, dentro de los cuales tenemos el gran nUmero de operaciones
manuales y su alto costo por mano de obra, el cual esta comprendido entre el 80 y
90% del costo final de las plantas (Ziv, 1989) y entre un 50 y 80%, segun Pérez et al.
(2000). Otros aspectos lo constituyen el elevado gasto por energia eléctrica, el uso
de agar como agente gelificante en el medio de cultivo y los frascos de capacidad
limitada.

Ademas, esta técnica presenta restricciones desde el punto de vista bioldgico, ya que
en la mayoria de las especies micropropagadas los coeficientes de multiplicacion son
bajos, lo cual también incrementa los costos de produccién y disminuye la eficiencia
en el proceso; siempre que sea considerada la eficiencia como el nimero de plantas
generadas por unidad de tiempo (Villalobos y Thorpe, 1991; citados por Jiménez y
De Feria, 1998). Razo6n por la cual Pérez et al. (1998), sefialan que la eficiencia del
proceso esta determinada por la fase de multiplicacion y su pardmetro fundamental
es el coeficiente de multiplicacion; indicando que por cada unidad de aumento en el
mismo, disminuyen los costos en un 10%.

No obstante, a pesar de las limitaciones, la propagacién via organogénesis posee un
gran numero de ventajas; motivo por el cual un notable nimero de investigadores
consideran que es posible su aplicacion a escala comercial logrando hacerla méas
eficiente mediante la automatizacién, cambios tecnol6gicos, medidas organizativas y
de control (Vasil, 1994; Pérez et al., 1998). El aumento de la eficiencia en la
micropropagacion convencional esta muy relacionada con el perfeccionamiento de

las técnicas in vitro para incrementar los coeficientes de multiplicacion y el volumen



P

Revision bibliografica =’

de material por area de cuarto de cultivo; y si es posible la automatizacién o
semiautomatizacion de algunas etapas de la micropropagacion, con énfasis en
aguellas que mayor consumo de mano de obra implican (Orellana, 1998; Pérez et al.,
1998).

2.2.1.2. Etapas o fases de desarrollo en la micropropagacion in vitro

Segun la experiencia, en la propagacion comercial pueden identificarse bien

definidas con sus objetivos especificos cinco etapas:

» Fase Preparativa (0): Es importante, o casi indispensable, en el desarrollo de un
esquema de micropropagacion real y repetible, es una etapa preparativa donde
se incluye la seleccion de la planta donadora y una serie de pretratamientos en
condiciones higiénicas controladas, cuyo objetivo es mejorar la eficiencia en la
implantacion y desarrollo posterior de los cultivos.

Tiene una marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes
del proceso tanto desde el punto de vista sanitario, fisioldgico como genético.

» Fase de establecimiento o iniciacion de los cultivos (I): El objetivo de esta
etapa es lograr el establecimiento de cultivos axénicos y fisiologicamente
vigorosos con los cuales iniciar el proceso de multiplicacion.

» Fase de multiplicaciéon (I): Esta es la fase mas importante y determinante en
todo programa de propagacion in vitro, es en ella que se realiza la verdadera
multiplicacibn o micropropagacion de una especie o variedad definiéndose no
s6lo el numero de plantas o propagalos a obtener, sino su calidad genética por
ser esta fase en la que se producen las variantes somaclonales.

El objetivo de esta fase es la produccién del mayor nimero posible de propagalos
(plantas, microtubérculos, microbulbillos) a partir de explantes (meristemos
apicales o axilares, yemas axilares o adventicias), ya establecidos in vitro.

» Fase de enraizamiento (Ill): Es la fase mas voluminosa de todo el proceso, pues
en ella cada brote, esqueje o yema de forma individual que se ha formado
durante la fase de multiplicacion, debe ser cultivada y manipulada in vitro para
gue, ademas de crecer y desarrollar un pseudotallo o tallo con las primeras hojas,

forme y desarrolle varias raices que le permitan comenzar la absorcion de
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nutrientes al trasplantarse sobre un sustrato enriquecido y convertirse en una
planta producida in vitro aclimatizada lista para llevarse a campo.

» Fase de aclimatizacion (IV): Es trascendental para la propagacion comercial,
pues del resultado de esta, dependera en gran medida la calidad final de las

plantas y la eficiencia total del proceso.

2.3. Propagacion masiva en Biofébrica

En Cuba la propagacién masiva de plantas comenzo a finales de la década del 70,
con laboratorios que producian de 100 a 200 000 las plantas producidas in vitro
anuales de papa y paralelamente, los grandes centros cientificos del pais y las
universidades comenzaron a desarrollar tecnologias, no solo de cultivo de tejidos
sino también de diagnostico y saneamiento a los principales patdgenos, asi como
para la identificacion y caracterizacion de la variabilidad somaclonal. En 1987 se
construye la primera Biofabrica del pais (denominada como de Primera Generacion)

y entre 1987 y 1993, el numero se elevo a 15 (Pérez et al., 1998).

2.4. Escalado de la produccion in vitro en Biofabrica

El desarrollo de la ciencia y la técnica no se concibe sin su implementacion practica
en un sistema productivo y econdmicamente eficiente, esto Ultimo es vital para que
los adelantos creados puedan dar solucion a los problemas para los cuales fueron
previstos; por otra parte los resultados de la ciencia aplicada deben responder a las
actuales exigencias del mercado, donde hay un predominio de la competencia, por lo
gue es necesario ofertar productos de alta calidad y precios asequibles a los clientes.
Sin embargo es reconocido que para ello, debe tenerse en cuenta estos aspectos
desde la propia concepcion y disefio de las investigaciones, hasta su instrumentacion
practica a escala industrial 0 masiva y precisamente este enfoque sistémico se
enmarca dentro del llamado Escalado de la Produccion (Suarez y Alvarado, 1997).
Muchos autores reconocen que los procesos que se desarrollan a nivel de laboratorio
no alcanzan los mismos resultados cuando aumenta el volumen, lo cual trae
aparejado el fracaso y/o una demora excesiva en su aplicaciéon a nivel industrial, con
el consiguiente alargamiento del ciclo de vida de los productos. De lo anterior, deben
esclarecerse dos conceptos muy importantes: el Escalado de la Produccién y el Ciclo
de Vida del Producto.
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Vifias (1994) expresO al respecto, que el escalado se define, como “el proceso
necesario para alcanzar la produccion industrial a partir de un logro cientifico a nivel
de laboratorio”, mientras que el ciclo de vida de un producto no es mas que “el
tiempo que transcurre desde la concepcion hasta su comercializacion”; Morita (1992)
confirma que éstos conceptos son de suma importancia para poder alcanzar la
competitividad necesaria si tenemos en cuenta que los precios oportunidades en el
mercado van variando en el tiempo, lo que implica la necesidad de minimizar el ciclo
de vida de los productos. Un ejemplo clasico corresponde a la comercializacion de
plantas ornamentales, donde se reconoce que las variedades de mayor impacto
pueden mantenerse en el mercado entre 6 a 12 meses por tanto el desarrollo de
nuevas tecnologias para la propagacion de las mismas deben tener en cuenta ésta

particularidad.
2.5. Aclimatizacion

2.5.1. Fisiologia del cultivo in_vitro que repercute directamente en la

aclimatizacion

Respuesta de los tejidos

Alteracién del contenido de ceras epicuticulares
Funcionamiento sistematico anormal
Disminucién del contenido de clorofila

Menor peso seco final

Disminucién del area foliar

Disminucién del nUmero estomatico

N o o~ 0 DdRE

Menor desarrollo anatémico
Respuesta de la planta

1. Crecimiento suculento

Desordenes fisioldgicos y morfoldgicos
Menor tasa de crecimiento

Presencia de contaminacion

o ~ 0D

Mayor frecuencia de mutaciones
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Como consecuencia del ambiente in vitro, todos los factores descritos anteriormente
contribuyen al desarrollo de la planta con un fenotipo incapaz de sobrevivir al
trasplante a invernadero o campo (Preece y Sutter, 1991) debido al estrés hidrico
provocado por la ausencia de regulaciébn estomatica (Ziv et al., 1987) y menor
cantidad de ceras epicuticulares (Conner y Conner, 1984; Sutter, 1988), tallos méas
delgados, reduccion de tejidos mecanicos de soporte, incremento del contenido de
agua en las células y crecimiento heterétrofo o mixotrofo. Estos aspectos fisiologicos
de la planta in vitro indican que es necesaria una etapa especial que permita el
retorno gradual de estas plantas a sus caracteristicas normales.

La aclimatizacion es un proceso necesario y gradual, a través del cual se reducen al
maximo las pérdidas de las plantas in vitro después de su trasplante a condiciones in
vitro donde las plantas deben adaptarse a las nuevas condiciones, de forma
progresiva respecto a su estructura y fisiologia y deja de ser un organismo
heterotrofo o mixotrofo (nula o baja capacidad fotosintética). Durante la fase de
adaptacion estas plantas estan forzadas a ser completamente autotrofas y sintetizar
los compuestos organicos necesarios a partir de minerales, agua, CO; y luz. Este
cambio en las plantas, asi como, la morfologia de las mismas, determina la
susceptibilidad durante las etapas iniciales del proceso de aclimatizacién. Los
objetivos primarios de esta fase son lograr la supervivencia de las plantas al
momento del trasplante y al inicio del crecimiento de las mismas (Jiménez y
Caballero 1990; Moran, 2008).

La fase de aclimatizacion es la etapa final del proceso de micropropagacion de ahi
gue sea trascendental para la propagacion comercial, pues del resultado de esta
dependerd en gran medida la calidad final de las plantas y la eficiencia total del
proceso y por tanto su meta es lograr plantas listas para su trasplante definitivo a
campos comerciales de produccidon o bancos de semillas para ser multiplicadas.

Las plantas producidas in vitro presentan la cuticula poco desarrollada, debido a la
alta humedad relativa presente en el tubo de ensayo (90-100%), lo que provoca una
excesiva pérdida de agua post- trasplante, las hojas son delgadas, blandas y
fotosintéticamente poco activas, presentando pocas y pequefias células de

parénquima empalizada, con baja eficiencia en el uso de la luz y con grandes
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espacios en el mesdfilo, los estomas no operan adecuadamente, siendo la causa de
mayor pérdida de agua durante las primeras horas de aclimatizacion, a su vez, existe
una pobre conexion vascular lo que reduce la conduccién de agua, ademas las
raices son poco funcionales, presentando epidermis no suberificadas y pocos pelos
radicales, los que generalmente mueren post-trasplante y debe ser regenerados
(Nava, 2008; Bazaldu et al., 2008).

Lo fundamental de esta etapa es que las plantas forman un buen sistema radical,
debido a que su nutricion dependerd durante mucho tiempo y en gran parte de la
efectividad de sus raices. Este periodo es crucial en la vida de las plantas, para
evitar que se produzca situacion de estrés a plantas que inician su desarrollo, cuya
manifestacion podria no se observable, hasta que el individuo no haya alcanzado la
fase adulta (Roca, 1991).

2.5.2. Técnicas de aclimatizaciéon

Diversa técnicas han sido aplicadas a las plantas in vitro para lograr su
aclimatizacion, todas ellas con el propésito de lograr su supervivencia y calidad
fisiologica antes de la plantacibn a campo. A continuacion se hara referencias a
algunas de ellas (Santamaria et al., 2000).

El proceso de aclimatizacion se puede comenzar mientras las plantas estén in vitro
(Ziv, 1986) logrando incrementar el porcentaje de supervivencia hasta un 90% con
nueve dias destapadas antes del trasplante. Millar (1983) propuso destapar las
plantas unos dias antes en el propio lugar donde se adaptaran las plantas producidas
in vitro, es decir, en el invernadero o en el propio campo. Contrario a lo que se
supone, la contaminacion del medio que contiene sacarosa no se convierte en un
problema a menos que las vasijas se mantengan destapadas durante tiempo; el
destapado se debe hacer por etapas y es muy util en los lugares donde no hay
control sobre la humedad.

Rodriguez (1990) plantea que las plantas in vitro en la fase de enraizamiento deben
transcurrir la mitad del tiempo en la camara de crecimiento y la otra mitad en el
invernadero, donde los cultivos reciben la luz natural con mayor intensidad.

(Donan, 1991) recomienda colocar los recipientes de los cultivos a invernaderos por

algunos dias antes de sacar las plantas, esto con la finalidad de lograr pre-adaptarse
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a los regimenes de luz y de temperatura que prevalecera en el invernadero durante
el trasplante. Con tal procedimiento se puede ocasionar un problema de acumulacion
de calor al tocar los recipientes tapados debido a un doble efecto de invernadero,
este problema puede solucionarse quitando las tapas de los recipientes de los
cultivos siempre y cuando se procure proporcionar a las plantas una alta humedad
relativa para prevenir su desecacion.

Para garantizar estas condiciones de aclimatizacion son necesarias instalaciones
gue regulen las condiciones ambientales naturales tratando de brindar
fundamentalmente condiciones de humedad e iluminacién que atentden el cambio de

las condiciones in vitro a las condiciones in vivo.
2.5.3. Instalaciones para la aclimatizacion

Los umbraculos son las instalaciones mas sencillas y de mas bajo costo. La
estructura puede ser de diversos materiales, pero lo mas frecuente es la tuberia
galvanizada con un tejido de alambre al que se sujeta la malla plastica de sombra
gue por lo general es de polipropileno, es una magnifica instalacion para lugares
donde el viento es muy fuerte, excepto para las plantas altamente exigentes a
humedad ambiental. Entre los inconvenientes del umbraculo esta su baja proteccion
del viento y que la temperatura del suelo es inferior a la del suelo que se encuentra al
aire libre, la cual puede afectar al cultivo que requiere buena temperatura de raiz
(Jiménez y Caballero, 1990; Agramonte et al., 1998; Jiménez, 2009).

El umbraculo es un lugar creado para proteger a las plantas de un proceso de luz
principalmente. Sus desventajas radican que no permite controlar las inclemencias
del tiempo como las bajas temperaturas, las lluvias, aunque puede influir a la fuerte
accion del viento independientemente de su emision principal (Quesada, 1994;
Agramonte et al., 1998).

Bajo el nombre de invernadero, se conoce toda aquella estructura cerrada con una
cubierta plastica. De la calidad de la cubierta dependera en principio un mejor o peor
efecto invernadero y por lo tanto a un mejor o peor clima en la zona protegida,
(Agramonte et al., 1998).

Las bondades del invernadero la definen tres aspectos (Sanz de Galdeano, 1990).

» La capacidad para regular climatologia en funcion del cultivo y del clima exterior.
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» Su funcionalidad, es decir, su montaje y disefio que permite econdmicamente un
Optimo estado técnico.

» Su viabilidad futura.

Jimeénez (2009) define dos grupos de invernaderos: por un lado, aquellos que tratan

de aprovechar al menor costo posible las ventajas climaticas de las zonas donde se

ubica y por otra, las que utilizan sistema activo de manejo climatico. El principal

problema de los invernaderos en el trépico es que en el verano su temperatura

interior llega a los 40°C a veces incluso sombreando, y la humedad relativa

desciende a niveles muy peligrosos para todos los cultivos.

La solucién que suele adaptarse es sombrear llegando a interceptar entre el 70 al

75% de la radiacion incidente.

Los cambios rapidos notables a las técnicas biotecnolégicas utilizadas a la

produccion vegetativa sefialan la utilizacion de invernaderos con cobertura plastica

en la fase de aclimatizacién. Los mismos constituyen sistemas sencillos de control

climatico con equipos de riegos Yy fertilizacion, etc., se ha difundido ambientalmente

con el fin de aumentar la produccion y calidad.
2.5.4. Manejo de las plantas en la aclimatizacion

Durante el cultivo in vitro las plantas tienen un escenario con alta humedad relativa
(entre 85 y 100%), baja irradiacion, carencia de CO,, presencia de fuentes de
carbono y reguladores del crecimiento en el medio de cultivo; las que inducen en la
planta el desarrollo de una estructura y fisiologia poco desarrollada. Las raices son
sensibles a sufrir dafios, son poco funcionales, la fotosintesis es baja y su aparato
estomatico es poco funcional (Bazaldu et al., 2008).

Para alcanzar plantas aclimatizadas de una mejor calidad y uniformidad suficiente
para ser llevadas a campo, el manejo de las plantas cultivadas in vitro debe ser
paulatino y procurando hacer el menor perjuicio a las plantas. Esta etapa es donde

ocurren la mayor cantidad de pérdidas (Sosa et al., 2009).

2.6. Cultivo in vitro del iame
El cultivo del fiame (Dioscorea ssp) se ha visto afectado en los ultimos afios por

enfermedades y plagas, lo que ocasiona bajos rendimientos del cultivo y afectada la
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produccion del mismo, causada fuertemente por antracnosis (Perea, 2000). Por lo
gue la obtencién de plantas sanas mediante el sistema in vitro ofrece la posibilidad
de producir material libre de patégenos lo que mejora de modo sustancial la
productividad del cultivo.

El inicio del cultivo de tejidos en Dioscorea spp. se remonta al 1958 del siglo XX y
desde esa fecha hasta hoy se han realizado estudios en sus diferentes especies.
Para lograr el éxito en la aplicacion de estos sistemas de propagacion clonal, es
importante tener en cuenta el genotipo, su estado fisiolégico, la seleccién del
explante (parte de la planta), el suministro de nutrientes al medio de cultivo, el
empleo de reguladores de crecimiento y las condiciones ambientales para el
desarrollo de las plantulas (Perea, 2000, Chen et al., 2007).

En Cuba, se han desarrollado estudios para la micropropagacion a partir de
segmentos nodales de D. alata (Medero et al., 1997, 1999 y Cabrera et al., 2003).
Ademas, se ha evaluado la aclimatizacion de los clones de fiame (Aguilera et al.,
1999) y su conservacion y regeneracion in vitro (Borges et al., 2004), asi como la
obtencion de microtubérculos en medios de cultivo semisdlidos (Medero et al.,
1997a) y en Sistema de Inmersion Temporal (Cabrera et al., 2009).

Etapas o fases de desarrollo en la micropropagacion in vitro del iame, (Medero et al.,
1997b):

Etapa O: Es la etapa inicial o preparatoria y consiste en:

» Seleccion genética y fenotipica del clon a propagar.

» Cultivar de forma aislada (casa de cristal) coronas de rizomas o bulbillos
aéreos, desinfectados superficialmente con detergente y colocarlos sobre un
saco de yute y hierba seca, delimitado con un marco de madera u otro
material, se cubren con hierba seca y se le mantiene la humedad mediante
riegos diarios. También pueden ser utilizadas bolsas de polietileno.

Etapa I: Es la etapa de iniciacion y consiste en preparar el material seleccionado
para la implantacion. Cortar las guias vegetativas y tomar hasta los 10 primeros
segmentos nodales, utilizar una tijera desinfectada (alcohol 70%) o cualquier otro tipo
de material cortante que sirva para cumplir tal objetivo.

a) Desinfeccién del material.
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Las guias vegetativas seleccionadas son llevadas al area limpia del laboratorio,
donde se dividen en secciones de aproximadamente 3 cm de longitud y previendo
gue la yema axilar quede ubicada en el centro de cada una de estas. Posteriormente
los segmentos nodales se lavaran con detergente comercial (1,0 g.L™"), enjuagados
con abundante agua hasta eliminar todo el desinfectante.

Bajo condiciones de asepsia (flujo laminar) se realizan los siguientes pasos:

v' Sumergir el material en una solucién de hipoclorito de sodio (NAOCL) 2.5% (v/v),
por 10 minutos. Enjuagar con agua desionizada - estéril (5 veces). (Medero et al.,
1999).

Se pueden utilizar las puntas de meristemos y segmentos nodales, pero los mejores
resultados se obtienen con los ultimos.
Con el auxilio de pinzas, bisturi y sobre una placa de petri o un recipiente apropiado,
se coloca el material desinfectado y se reduce el tamafio hasta 1.0 cm de longitud
aproximadamente. La microestaca, se introduce con una pinza en un tubo de cultivo
basal MS (Murashige y Skoog, 1962) que contiene, KIN (1,0 mg.L™), ANA (0,01 mg.L’
1Yy 30,0 g.L™ de sacarosa (Perea, 2001). Esta fase de cultivo se desarrollara durante
un periodo de 30 dias.
En la siguiente etapa:
Etapa II: Es la etapa de crecimiento o multiplicacion.
Esta es la fase mas importante, por lo que es necesario hacer un manejo adecuado
del material, los explantes que han alcanzado un tamafio optimo (al menos 2
segmentos nodales) y estén libres de contaminacién (hongos y bacterias), se
empleara el medio de cultivo basal MS con 30,0 g.L™ de sacarosa y el subcultivo se
realizard cada 35 dias, al seccionar la planta in vitro en segmentos nodales con una
yema axilar segun la metodologia propuesta por Medero et al. (1999). En ambas
fases de cultivo se colocara un segmento nodal con una yema axilar por tubo de
ensayo (diametro 25 mm y longitud 150 mm) que contenia 10,0 mL de medio de
cultivo en estado semisolido con 5,0 g.L™* de Agar-E (BIOCEN).

Las condiciones de cultivo que se emplearan para el establecimiento y multiplicacion

de los segmentos nodales son las siguientes: cdmara de cultivo a 25+2,0°C e

iluminacion artificial mediante lamparas blancas fluorescentes (Sylvania, Daylight
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F40T12/D 40 W) que proporcionaron una intensidad de 60 pmol.m?s™. El
fotoperiodo de 16 horas de luz y ocho horas de oscuridad.

Etapa Ill: Corresponde al enraizamiento o etapa de pre-trasplante; facilita la
obtencion de plantulas autotréficas que pueden sobrevivir en las condiciones del
trasplante al suelo.

Para la induccion del sistema radicular, se dividen las plantulas en microestacas de 2
a 3 segmentos nodales, colocandose de 4 a 6 por frascos que contengan un medio
con el 50% de las sales MS y suplementado con 15 g.L™ de sacarosa, 0.1 mg.L™ de
AIB, sin vitaminas y gelificado con 7 g.L™" de agar-agar o en estado liquido, segin
proceda.

Etapa IV: Transferencia a la etapa de medio ambiente.

Extraer con pinzas las plantas producidas in vitro y lavar con agua corriente hasta la
eliminacion total de los residuos de agar y medio de cultivo. Plantar sobre un sustrato
formado por una mezcla de tierra, arena de rio lavada y materia organica en una
proporcion 2:1:1 o materia organica y zeolita en una proporcién 2:1, depositada sobre
un cantero bajo tunel, bolsas de polietileno, bolsas biodegradables, cajas de
poliespumas u otro recipiente, pero siempre debe desinfectarse con bromuro de
metilo o una solucién de formalina al 5 % a razén de 5 L. Mantener con riegos ligeros
la humedad 6ptima en las plantas producidas in vitro y limpiar de malezas hasta el

trasplante final al campo.
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3. MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizd en la Biofabrica de Cienfuegos, ubicada en
Carretera a Palmira Km 4, perteneciente a la UEB Semiillas, provincia de Cienfuegos
y en el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en el
municipio Santo Domingo de la provincia Villa Clara, durante el periodo comprendido
entre septiembre 2013 a mayo 2014.

3.1. Material Vegetativo
Se selecciond el genotipo de ‘Name Blanco o Guinea’, teniendo en cuenta su

potencial de rendimiento y su calidad para el consumo humano.

Descripcion del clon

El clon de fiame ‘Blanco o Guinea’, presenta las siguientes caracteristicas:

La planta presenta hojas acorazonadas-abarquilladas, enteras, paralelinervias,
opuestas, verdes, la relacion longitud-anchura oscila entre 1: 0,5-0,6, peciolos
cilindricos, el punto de insercion limbo-peciolo y el punto de insercion peciolo-tallo
son de color verde, tanto en las hojas jovenes como adultas. Posee tallos cilindricos
con espinas, verdes y se enrollan en sentido del puntero del reloj. Los tubérculos
cilindricos, castafo, piel rugosa, subepidermis crema, masa blanca, susceptible a la

antracnosis. Requiere de tutor para la plantacion.

Implantacion y micropropagacion del material vegetativo

Las plantas donantes para la propagacion in vitro fueron seleccionadas del Banco de
Germoplasma del INIVIT. Los tubérculos de cada planta tipica fueron previamente
caracterizados morfolégicamente, segun la lista de descriptores para la especie
(IPGRI/NITA., 1997) y sanidad. Estos se seccionaron en fracciones de 120 a 150 g.
Las fracciones de los tubérculos se plantaron en bolsas de polietileno que contenian
compost como sustrato y posteriormente se cultivaron en un aislador (casa de cristal)
por nueve meses. Después de cuatro semanas se realizo el corte de los tallos, los
cuales se dividieron en segmentos nodales de aproximadamente tres centimetros de

longitud, de forma tal que la yema axilar quedara en el centro. Luego los segmentos
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nodales se lavaron con detergente comercial al 1% (1,0 g.L™"), se enjugaron con
abundante agua y posteriormente, en la cabina de flujo laminar se sumergieron en
una solucion de Hipoclorito de sodio (NaOCl) al 2,5% (v/v) por 10 minutos.
Transcurrido ese tiempo se enjuagaron con agua desionizada estéril por cinco veces
(Medero et al, 1999).

En la fase de establecimiento se utilizo el medio de cultivo basal MS que contiene,
KIN (1,0 mg.L™), ANA (0,01 mg.L™") y 30,0 g.L™* de sacarosa (Medero et al., 1999).
Esta fase de cultivo se desarrollé por un periodo de 30 dias.

En la siguiente fase de multiplicacion se empleo el medio de cultivo basal MS con
30,0 g.L™* de sacarosa y el cultivo se realizo cada 35 dias, seccionando la planta in
vitro en segmentos nodales con una yema axilar segun la metodologia propuesta por
(Medero et al., 1999).

En ambas fases de cultivo se colocé un segmento nodal con una yema axilar por
tubo de ensayo (didmetro 25 mm y longitud 150 mm) que contenia 10,0 mL de medio
de cultivo en estado semisoélido con 5,0g.L™ de agar-E (BIOCEN).

Las condiciones de cultivo empleadas para el establecimiento y la multiplicaciéon de
los segmentos nodales fueron las siguientes: camaras de cultivo a 25+2,5°C con una
iluminacion artificial mediante lamparas blancas fluorescentes (Sylvania, Daylight F
40T12/D 40 W) que proporciona una intensidad de 60 umol.m™?.s™. El fotoperiodo fue
de 16 horas luz y ocho horas de oscuridad.

Para la entrega del clon seleccionado a la Biofabrica fueron utilizados tubos de
cultivo con una microestaca de 1,5 a 2,0 cm de longitud, procedentes de plantas

desarrolladas in vitro.

3.2. Procedimientos generales

El medio de cultivo se esterilizd en autoclave a 121°C de temperatura y una presion
de 1,2 Kg/cmz?; el tiempo de esterilizacion vario en dependencia del volumen de
medio de cultivo, segun informacién técnica de SIGMA (1991). Las placas Petri de 80
x 15mm para la manipulacion del material desinfectado se esterilizaron por aire seco
a 180°C durante 2 horas, empleando para este proceso una estufa (WS 200). La
manipulacion del material vegetal desinfectado, se realizé dentro de una cabina de

flujo laminar horizontal.
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Para la propagacion in vitro en la Biofabrica, se utilizé el medio de cultivo basal "MS"
propuesto por (Medero et al.,, 1999). Estos materiales se sembraron en medio de
cultivo gelificado con agar E (6,5 g.L™). En cada experimento se sembraron un total
de 20 frascos por cada tratamiento y cada frasco contenia cinco explantes, los que
se incubaron en condiciones de luz natural, con fotoperiodo de 14 horas luz y 10 de

oscuridad, a una temperatura de 28+2 °C.

3.3. Evaluacioén de la micropropagacién del genotipo de ilame en la Biofabrica

Los explantes del clon propagado in vitro y en tercer subcultivo fueron recibidos
desde el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del INIVIT (Figura 1). En condiciones
de Biofabrica estos materiales se sembraron en un medio de cultivo semisélido
gelificado con agar E, se colocaron cinco explantes por frasco biotecnolégico (pomos
de 250 mL de volumen y magentas de 500 mL de volumen), los explantes se

cortaron a 2,5 cm de altura, con dos yemas cada explante.

Figura 1. Material recibido desde el laboratorio del INIVIT, en tercer subcultivo.

3.3.1. Evaluacion del efecto del tipo de esterilizacion sobre la propagacion in

vitro de Alame

Tipo de Esterilizacion:
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1. Quimica: Se utilizé el Vitrofural (G1) a razén de 0,114 g.L™* de medio de
cultivo, segun se recomienda en instructivo técnico suministrado por el
fabricante. Para adicionar el Vitrofural se esperé a que el medio de cultivo
tuviera una temperatura aproximada entre 80-85 °C, se disolvidé primeramente
el vitrofural en 70 mL del medio de cultivo, y luego se incorpord al resto del
medio agitando vigorosamente para lograr homogenizacion total y evitar
sedimentacion del producto.

El Vitrofural (G-1) es un compuesto vinilfuranico que se obtiene de los residuos
de la cafa de azucar, y esta considerado una sustancia antimicrobiana con un
amplio espectro de actividad (Quintana et al., 2006).

2. Fisica: Se emple6d una autoclave vertical J.P. Selecta, durante 20 minutos a
una temperatura de 121 °C y una presion de 1,2 atm.

La evaluacion se realizé a los 35 dias de cultivo y se tuvo en cuenta las siguientes
variables:

» Altura de las plantas in vitro (cm)

» Numero de hojas de las plantas in vitro

» Coeficiente de multiplicacion

» Porcentaje de contaminacion

3.3.2. Evaluacion del efecto del tipo de frasco sobre la propagacién in vitro de

fiame, durante tres subcultivos

Tipos de frascos de cultivo:
1. Frascos biotecnolégicos (pomos de vidrio de 250 mL de volumen)
2. Magentas de 500 mL de volumen.
Se realizaron tres subcultivos cada 35 dias y para la evaluacion se tuvieron en
cuenta las siguientes variables:
» Altura de las plantas in vitro (cm)
» Numero de hojas de las plantas in vitro
» Coeficiente de multiplicacion

» Porcentaje de contaminacion
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3.3.3. Aclimatizacién de plantas producidas in vitro
Para evaluar la respuesta de las plantas producidas in vitro durante la fase de
aclimatizacion, se utilizaron las procedentes del sexto subcultivo. La plantacion se
realizé sobre un sustrato formado por cachaza bien descompuesta. Se emplearon
dos tipos de contenedores:

» Bandejas de polieturano de 70 arviolos

> Bolsas de polietileno de 10x10cm

Se evaluo el porcentaje de supervivencia a los 15 dias de la plantacion.

Procesamiento estadistico

Los datos obtenidos fueron procesados estadisticamente segun el disefio
experimental utilizado, el cual consistié en la aplicacion de una prueba de hipétesis
para muestras independientes en los casos que se compararon dos tratamientos. Se
utilizé el paquete estadistico SPSS para Windows version 15.0 y se aplicaron las

pruebas no paramétricas clasicas de Mann- Whitney para la comparacion de medias.

22



e
=
Resultados y Discusion =’

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Evaluacion del efecto del tipo de esterilizacion sobre la propagacion in

vitro del hame

Para evaluar la metodologia de micropropagacion del fiame en la Biofabrica de

Cienfuegos los explantes fueron transferidos en cabina de flujo laminar (Figura 2) al

medio de cultivo de multiplicacion, segun el manejo establecido. Como resultado se

obtuvo que a los 35 dias de cultivo, los explantes colocados en el medio esterilizado

con Vitrofural (G1) y en autoclave alcanzaron una altura promedio sin diferencias

significativas entre ellos (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados obtenidos para la variable altura de la planta producida in vitro

de fiame con dos métodos de esterilizacidon del medio de cultivo.

Métodos de esterilizacion

Altura promedio (cm)

Media de rango

Esterilizacién en autoclave 41 14,67
Esterilizacion con Vitrofural 4.2 16,33
U de Mann-Whitney 100 ns

Figura 2. Secuencia del manejo del explante de fiame en el cuarto subcultivo.
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Respecto a la variable nimero de hojas promedio, a los 35 dias de cultivo se obtuvo
como resultado que los explantes colocados en el medio esterilizado en autoclave
alcanzaron un mayor numero de hojas que los colocados el medio de cultivo

esterilizado con Vitrofural, pero sin diferencias significativas (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos para la variable numero de hojas de la planta

producida in vitro de fiame con dos métodos de esterilizacion del medio de cultivo.

) o Numero de hojas _
Métodos de esterilizacion _ Media de rango
promedio
Esterilizacion en autoclave 3,6 17,60
Esterilizacion con Vitrofural 29 13,40
U de Mann-Whitney 81,00 ns

Otra de las variables evaluadas fue el coeficiente de multiplicacién, donde para
ambos métodos de esterilizacion se obtuvo el mismo coeficiente (3,1), sin diferencias

significativas entre ellos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados obtenidos para la variable coeficiente de multiplicacion del fiame

con dos métodos de esterilizacion del medio de cultivo.

, . . Coeficiente de _
Métodos de esterilizacion o Media de rango
multiplicacion

Esterilizacion en autoclave 3,1 5,30
Esterilizacion con Vitrofural 3,1 5,70
U de Mann-Whitney 11,50 ns

Los resultados alcanzados en este experimento demostraron que puede utilizarse en
el proceso de la micropropagacion del flame la esterilizacion quimica y/o fisica
indistintamente con un buen desarrollo de los explantes y un coeficiente de
multiplicacién dentro del rango establecido para las biofabricas (Pérez et al., 1998).
Sin embargo, para el cultivo de la yuca no resulto factible el empleo del Vitrofural

para la esterilizacion de los medios de cultivos (Garcia, 2012).
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Resulta meritorio sefalar que se utilizara la esterilizacion quimica con Vitrofural para
la micropropagacion del fiame porque con la aplicacion del producto en la
esterilizaciéon de los medios de cultivo se logré la eliminaciéon del proceso de
esterilizacion por calor humedo con las autoclaves, lo cual trae consigo una
disminucion de los costos por ahorro de energia eléctrica y mano de obra.

Otros autores han obtenidos incrementos en el desarrollo de los cultivos de especies
vegetales propagadas in vitro a las que se le aplica esterilizacion quimica con
Vitrofural en sustitucion de la esterilizacion con autoclave (Agramonte et al., 2006,
Quiala et al., 2002, Quintana et al., 2006). Dicha respuesta in vitro debe tener su
explicacion porque muchos de los componentes del medio de cultivo son afectados
por las altas temperaturas que se emplean para la esterilizacion (Pérez et al., 1998).
Ademas, los resultados alcanzados mostraron que el Vitrofural brinda la proteccion
necesaria al cultivo in vitro, sin presentarse sintomas de fitotoxicidad, lo cual ha sido
observado también en estudios realizados por Jiménez et al. (2003) mediante el

empleo del G1 como esterilizante quimico.

4.3.2. Evaluacion del efecto del tipo de frasco sobre la propagacion in vitro de

fiame, durante tres subcultivos

En todo proceso de micropropagacion resulta de elevada importancia definir los

requerimientos tecnoldgicos donde mejor responde el cultivo a propagar.

Durante el cuarto subcultivo, al evaluar las variables definidas, se obtuvo como
resultado un incremento de la altura promedio (3,3) al utilizar los pomos de vidrio sin
diferencias significativas con las plantas desarrolladas en las magentas de plastico
(2,8) (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados obtenidos para la variable altura de la planta producida in vitro

de fiame con dos tipos de frascos de cultivo, cuarto subcultivo.

Frascos de cultivo Altura promedio (cm) Media de rango
Magenta 2,8 10,58
Pomos de vidrio 3,3 14,42
U de Mann-Whitney 49,00 ns
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Para la variable nimero de hojas, fue encontrada una respuesta similar (Tabla 5),
donde se puede observar que cuando se utilizé el frasco de cultivo (Pomos de vidrio
de 250 ml de volumen) se alcanzé el mayor numero promedio por planta in vitro
(3,3), sin diferencias estadisticas respecto a los resultados obtenidos con las

magentas de 500 ml de volumen.

Tabla 5. Respuesta de la variable nimero de hojas de la planta producida in vitro de

flame con dos tipos de frascos de cultivo, cuarto subcultivo.

_ Numero de hojas _
Frascos de cultivo _ Media de rango
promedio
Magenta 2,3 9,75
Pomos de vidrio 3,3 15,25
U de Mann-Whitney 39,00 ns

Durante este subcultivo, no se encontraron diferencias estadisticas para el
coeficiente de multiplicacion (Tabla 6). Se puede observar que el mejor resultado se
obtuvo con los explantes propagados en los pomos de vidrio de 250 ml de volumen
con el mayor valor numérico (3,4) con mayores valores medios respecto al material

propagado en las magentas (2,0).

Tabla 6. Resultados obtenidos para la variable coeficiente de multiplicacion del fiame

con dos tipos de frascos de cultivo, cuarto subcultivo.

_ Coeficiente de _
Frascos de cultivo o Media de rango
multiplicacion
Magenta 2,0 3,40
Pomos de vidrio 3,4 7,60
U de Mann-Whitney 2,00 ns

En el quinto subcultivo de micropropagacion, la respuesta obtenida fue diferente a
la observada hasta el momento. Respecto a variable altura de la planta in vitro el
mejor resultado se obtuvo al utilizar los pomos de vidrio con diferencias altamente

significativas respecto a las magentas utilizadas (Tabla 7).
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Tabla 7. Resultados obtenidos para la variable altura de la planta producida in vitro

de fiame con dos tipos de frascos de cultivo, quinto subcultivo.

Frascos de cultivo Altura promedio (cm) Media de rango
Magenta 0,4 6,88
Pomos de vidrio 4,7 18,13
U de Mann-Whitney 4,50**

En cuanto a la variable nimero de hojas, el mejor resultado y con diferencias
altamente significativas se obtuvo al utilizar los pomos de vidrio de 250 ml de
volumen con un valor promedio de 4,3 hojas por planta in vitro en comparaciéon con

las plantas desarrolladas en las magentas (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados obtenidos para la variable nimero de hojas de la planta
producida in vitro de fiame con dos tipos de frascos de cultivo, quinto subcultivo.

_ Numero de hojas _
Frascos de cultivo _ Media de rango
promedio
Magenta 0,2 6,58
Pomos de vidrio 4,3 18,42
U de Mann-Whitney 1,00**

Al evaluar el coeficiente de multiplicacion, el mejor resultado se obtuvo al utilizar los
pomos de vidrio (3,5) con diferencias altamente significativas con respecto al otro tipo
de frasco estudiado (Tabla 9).

Tabla 9. Resultados obtenidos para la variable coeficiente de multiplicacion del fiame

con dos tipos de frascos de cultivo, quinto subcultivo.

_ Coeficiente de _
Frascos de cultivo o Media de rango
multiplicacion
Magenta 0,2 3,00
Pomos de vidrio 3,5 8,00
U de Mann-Whitney 0,00**
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En la Figura 3, se puede observar el desarrollo in vitro de las plantas propagadas en

ambos tipos de frascos hasta el quinto subcultivo.
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A. Plantas propagadas en magentas de B. Plantas propagadas en pomos de vidrio
500 ml de volumen de 250 ml de volumen

Figura 3. Efecto del tipo de frasco en la micropropagacion del clon fiame ‘Blanco de

Guinea’.

Las evaluaciones realizadas durante el sexto subcultivo, se encontrd6 que las
plantas in vitro propagadas en las magentas no desarrollaron y el proceso de
micropropagacion del fiame solo se logré cuando se utilizaron pomos de vidrio de
250 ml de volumen. En la Tabla 10, se presentan los resultados obtenidos para las
variables evaluadas, donde se alcanzé un coeficiente de multiplicacion de 3,0 con
plantas vigorosas que se caracterizaron por alcanzar una altura promedio de 3,2 cm

y un nimero de hojas de 3,6 por plantas in vitro.
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Tabla 10. Resultados obtenidos para las variables evaluadas durante el sexto
subcultivo en la micropropagacion del iame.

Altura Numero de o
_ _ ) Coeficiente de
Frascos de cultivo promedio hojas o
_ multiplicacion
(cm) promedio
Pomos de vidrio 3,2 3,6 3,0

Otro aspecto a tener en cuenta durante la puesta a punto de una metodologia de
micropropagacion lo constituye el porcentaje de perdida por contaminacion.

En la Figura 4, se puede observar que cuando se utilizaron pomos de vidrio como
frascos de cultivo los porcentajes de contaminacién oscilaron entre 1,0 y 2,5%,
mientras que en las magentas las perdidas por contaminacion se incrementaron
desde un 50% en el cuarto subcultivo hasta el 100% en el sexto.

Pomos de vidri Magent
% omos de 0 % agenta
3,0 120
100

100 - 90

2,5
1,9

1,5 60 -+ 50

1,0
10 | w -
- D i
0,0 - 0

4to Sto 6to

4to Sto 6to

2,5

Figura 4. Porcentaje de contaminacion en la micropropagacion del iame ‘Blanco de
Guinea’ durante tres subcultivos en dos tipos de frascos.

Los porcentajes de contaminacion cuando se utilizaron los pomos de vidrio se
mantuvieron dentro del rango permisible para la implementacion de una metodologia
de micropropagacion a escala productiva en biofabricas, el cual no debe superar el
10% (Pérez et al., 1998).

De forma general, en este experimento la mejor respuesta se obtuvo al utilizar los

pomos de vidrio de 250 ml de volumen con relacion a las magentas plasticas. Esta
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respuesta puede estar muy relacionada con la transparencia y las longitudes de onda
gue dejan pasar ambos frascos. Al respecto, Freshney (1995), planteé que los
frascos tanto de vidrio como plastico proveen condiciones favorables para el
crecimiento y anclaje celular, sin embargo los resultados obtenidos mostraron para el

cultivo del fiame una respuesta diferente en el tiempo durante subcultivos sucesivos.

4.3.3. Aclimatizacion de las plantas producidas in vitro de fiame

El porcentaje de supervivencia de las plantas producidas in vitro del clon de fiame
‘Blanco de Guinea’ con los tipos de contenedores (bandejas de polieturano de 70
arviolos y bolsas de polietileno) en fase de aclimatizacién, se presentan en las

Figuras 5y 6.

105 %

100
95
90
85

80

75

Bandejas de polieturano Bolsa de politeleno

Figura 5. Porcentaje de supervivencia en dos tipos de contenedores, a los 15 dias de
la aclimatizacion.

Como se puede observar el mayor porcentaje de supervivencia se alcanzé cuando
se utilizaron bolsas de polietileno (100%), mientras que al utilizar las bandejas de

polieturano fue de un 85%.
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Figura 6. Plantas producidas in vitro del clon ‘Blanco o Guinea’, a los 15 dias de

aclimatizacion en la Biofabrica de Cienfuegos.

Como se conoce, alcanzar un alto porcentaje de supervivencia durante la fase de
aclimatizacion es importante para reducir el costo de la produccion de las plantas in
vitro y ademds, es necesario para garantizar el éxito en la adopcion de la
metodologia por las Biofabricas.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demostraron que para la
aclimatizacion del iame se requiere mantener una alta humedad relativa durante los
primeros diez dias después del trasplante para lograr mayor éxito en esta fase. Otro
factor importante lo constituye el desarrollo de la planta producida in vitro al momento
del trasplante ya que la calidad del material vegetal in vitro tiene gran influencia en el
porcentaje de supervivencia ex vitro.

Estos resultados demuestran que los primeros 15 dias representan el periodo critico
en el proceso de aclimatizacion de las plantas producidas in vitro de fiame, en ellos
debe tomarse las medidas que eviten la transpiracion descontrolada caracteristica
del material que entra a la fase de aclimatizacion y proveniente de condiciones in
vitro (Cabrera et al., 1999, Medero, 2006 y Paz, 2012), para lo cual es determinante
lograr que mantenga una alta humedad relativa y garantizar su reduccion gradual
para favorecer la formacion, adaptacion y funcionalidad de las estructuras
involucradas en el control de la relacion hidrica y en el incremento de la actividad
metabdlica conducente al fotoautotrofismo (Desjardins, 1995). Es conocido, que el
estrés del trasplante es fundamentalmente por el estrés hidrico, el poco desarrollo de
la cera cuticular y estoméatico lo que provocan la deshidratacion de las plantas

llevadas a fase de aclimatizacion (Moran, 2008). Finalmente, se puede afirmar que
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lograr las condiciones de luz, temperatura y humedad para alcanzar porcentajes altos
de supervivencia durante el trasplante del material in vitro a condiciones ex vitro
constituye un factor primario que debe garantizase en el establecimiento de una

metodologia de aclimatizacion (Preece y Sutter, 1991).
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5. CONCLUSIONES

1. Se implemento la micropropagacion del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ en la
Biofabrica de Cienfuegos, donde se logro el adiestramiento de los técnicos en el
manejo de los explantes y permiti6 alcanzar coeficientes de multiplicacion
aceptables con pérdidas por contaminaciones dentro del rango permisible para
estas entidades.

2. El uso de la esterilizacién quimica con Vitrofural (G1) del medio de cultivo fue
factible para la micropropagacion del fiame.

3. Se determind que los pomos de vidrio de 250 mL de volumen constituyen el
mejor frasco de cultivo para la propagacion in vitro del iame.

4. Se lograron porcentajes de supervivencia superiores al 85% en los contenedores

estudiados.
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6. RECOMENDACIONES

> Aplicar los resultados obtenidos en la Biofabrica de Cienfuegos para producir el
material de plantacion de alta calidad genética y fitosanitaria que la provincia
necesita para la produccion de semillas de este cultivo.

> Implementar la experiencia adquirida en otras entidades de su tipo a nivel

nacional.
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