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Resumen

Con el propésito de desarrollar un protocolo para la formacién de microtubéreulos en el clon de fiame Pacala
Duclos (Dioscorea alata 1..) en sistema de inmersion temporal, que pudiera ser usado como alternativa para
la propagacion de esta especie, se definieron como objetivos de trabajo determinar el efecto del tiempo y la
frecuencia de inmersion, asi como la influencia del volumen de medio de cultivo por planta cultivada 7 vitro.
Con el empleo de 15 min de inmersién y una frecuencia de inmersion cada 6 horas, se alcanzaron los mejores
resultados en cuanto al nimero de microtubérculos formados por planta. Con este tiempo y frecuencia de
inmersioén los microtubéreulos presentaron la mayor masa fresca y seca, asi como el mayor didmetro. Ade-
mas, a las 18 semanas de cultivo se obtuvo el mayor numero total de microtubérculos por sistema y el mayor
nimero de microtubéreulos aprovechables como material vegetal de propagacién. En cuanto al volumen de
medio de cultivo por planta, con 60 ml de medio de cultivo por planta iz vitro se alcanzé el mayor nimero
de microtubéreulos aprovechables, los cuales presentaron el contenido mas alto de materia seca. Los micro-
tubérculos obtenidos en este tipo de sistema de inmersién temporal presentaron una masa fresca superior a
2,40 gME, lo cual podria permitir su uso como material de plantacion directo a campo.

Palabras clave: microtubérculos, tiempo y frecuencia de inmersion, volumen de medio de cultivo.

Abreviaturas: sistema de inmersiéon temporal (SIT), gramos de masa fresca (gMF), recipiente de inmersioén
temporal automatizado (RITA).

Abstract

The following working objectives were defined for developing a protocol for Pacala Duclos” yam clone
(Dzoscorea alata 1..) microtuber formation in temporary immersion systems (TIS): time effect, immersion
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frequency and culture medium volume influence per 7z vitro cultivated plant. The results led to defining that
the highest performance regarding microtuber number formed per plant was achieved with a 15-minute
immersion time and six-houtly immersion frequency; the microtubers presented the greatest dry and fresh
weight and largest diameter at such immersion time and frequency. Furthermore, the highest total number
of microtubers per system and the largest number of microtubers usable for planting (vegetal propagation)
material were obtained after 18 weeks’ culture. Regarding culture medium volume per plant, the greatest
amount of usable microtubers was achieved with 60 ml per in vitro plant, microtubers presenting the highest
dry matter content. As microtubers obtained in this type of TIS had fresh weights higher than 2.40 gF'W they

could be used as direct planting material in field conditions.

Key words: microtuber, immersion and frequency time, culture medium volume.

Abbreviations: temporary immersion system (TIS), grams of fresh weight (gFW), automated container for

temporary immersion (RITA).

Recibido: junio 10 de 2009

Introduccién

Los incrementos en la produccién de raf-
ces y tubérculos para el aflo 2020 se originaran
por la demanda de papa y fiame para alimento
humano, ademas de yuca y boniato como ali-
mento animal y para la produccién de almidén
(Scott et al., 2000).

Las tecnologias de produccién de micro-
tubérculos en el cultivo del flame tienen un
gran potencial como alternativa para la pro-
pagacion en esta especie (Ovono e7 al, 2007),
debido a que se pueden producir sin tener en
cuenta la época del afio y a que, a diferencia de
las plantas zz vitro, pueden ser almacenados por
un periodo mas prolongado de tiempo sin pet-
der su potencial de brotacion (Jasik y Mantell,
2000; Mbanaso e# al., 2007).

En la especie Dioscorea alata 1. los micro-
tubérculos desarrollados en medios de cultivo
en estado semisélido han presentado limitacio-
nes tanto para la produccién de minitubéreulos
en la fase de aclimatizacion, como para la plan-
tacion directa en condiciones de campo (Balo-
gun ez al., 2006; Chen ez al., 2007).

El empleo combinado de medios de culti-
vo en estado liquido y sistemas de cultivo semi-
automatizados han demostrado ser eficientes

Aprobado: noviembre 10 de 2009

en la propagacion 7 vitro de muchas especies de
plantas (Escalona, 2006; Mehrotra ez al., 2007).

Los Sistemas de Inmersién Temporal
(SIT) basados en el contacto intermitente del
medio de cultivo con los explantes, y en la re-
novacién de la atmosfera interna del frasco de
cultivo (Berthouly y Etienne, 2005), han sido
utilizados por Jiménez (2005) para producir
microtubérculos de papa a gran escala.

Salazar y Hoyos (2007), utilizaron los re-
cipientes de inmersion temporal automatizados
(RITA) de 1,0 L de capacidad para la multiplica-
cién y tuberizacion /i vitro de fiame clon “Pico
de Botella”, y aunque alcanzaron mayores tasas
de multiplicacion y tuberizacion i vitro compa-
radas con el sistema de cultivo convencional en
medio de cultivo semisélido, s6lo lograron ob-
tener 0,85 microtubérculos por planta y estos
presentaron una masa fresca promedio de 0,24
gMF, probablemente debido a la capacidad de
los frascos de cultivo y a la falta de manejo de
los parametros del sistema de cultivo que regu-
lan las condiciones del mismo.

El objetivo del presente trabajo fue eva-
luar el efecto del tiempo y la frecuencia de in-
mersion en la formacién de los microtubérculos
de flame en el Sistema de inmersién temporal,
asi como determinar la influencia del volumen
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de medio de cultivo por planta cultivada 7 v/-
tro para establecer un protocolo en este tipo de
sistema de cultivo.

Materiales y métodos

La investigacién se realizé en el laborato-
rio de cultivo de tejidos de plantas del Instituto
de Investigaciones en Viandas Tropicales (Ini-
vit), ubicado en Santo Domingo, Villa Clara,
Cuba, durante el periodo comprendido entre
septiembre del 2006 y diciembre del 2008.

Material vegetal

Se emplearon como explantes segmentos
nodales de flame clon Pacala Duclos con una
yema axilar en tercer subcultivo, previamente
multiplicados en un medio de cultivo compuesto
por las sales inorganicas y vitaminas propuestas
por Murashige y Skoog (1962) (MS), suplemen-
tadas con cisteina (20 mg.LL"); 30,0 g " de saca-
rosay 5,0 gL' de Agar-E (Biocen).

Sistema de Inmersion Temporal (SIT)

Este tipo de sistema de cultivo estuvo
compuesto por dos frascos de cultivo tipo
Clearboys (Compaiia Nalgene, EE.UU)) de 10,0
L de capacidad, uno para el crecimiento de los
segmentos nodales y el otro como reservorio
de medio de cultivo. Estos frascos de cultivo
se conectaron entre si por una manguera de si-
licona de seis milimetros de didmetro mediante
conectores que atravesaron la tapa. En la parte
interna se colocd una manguera, la cual des-
cendio hasta el fondo en ambos recipientes. El
medio de cultivo circulé de un frasco de cultivo
a otro en dependencia de la apertura o cierre
de dos electrovalvulas de tres vias, las cuales
estaban conectadas a un temporizador progra-
mable para determinar el tiempo y la frecuencia
de la inmersion. A la entrada de los frascos de
cultivo se colocaron filtros hidrofébicos (0,22
um, Midisart 2000, de la compafia Sartorius)
para garantizar la esterilidad del aire. La presion
del aire de 1,0 kg.cm™ proveniente de un com-
presor, fue regulada por un manémetro.

Para la formacion de los microtubérculos
fueron establecidas dos fases de cultivo:

En la fase de crecimiento de las plantas,
a partir de los segmentos nodales, se utilizé el
medio de cultivo basal MS con 30,0 gL'! de
sacarosa y un régimen de fotoperiodo de 16
horas luz a una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (FFF) de 42,0-48,0 umolm™s!y
a una temperatura de 25+2,0 °C. Los segmen-
tos nodales para el crecimiento de las plantas
fueron cultivados en el SIT, en cada uno de
ellos fueron colocados 100 segmentos nodales
y un volumen de 30 mL de medio de cultivo
por segmento nodal, y se utiliz6 un tiempo de
inmersién de 10 min y una frecuencia de in-
mersion cada 3 horas (8 inmersiones por dia)
segun resultados previos no mostrados en este
trabajo. Esta fase tuvo un periodo de duracién
de 6 semanas de cultivo.

En la fase de formacién de los microtubér-
culos se utilizé el medio de cultivo basal MS con
100 gL' de sacarosa, y se cultivé en la oscuridad
a temperatura de 23£2,0 °C. Cada SIT tenfa 100
plantas 2z vitro y se colocd un volumen de 30 mL
de medio de cultivo por planta i vitro, para un
volumen total de 3000 ml. de medio de cultivo
(excepto en el experimento donde se realizé ese
estudio). Esta fase se desarrollé durante un pe-
riodo de 18 semanas de cultivo.

Efecto del tiempo de inmersion en la
Jformacion de los microtubérculos

Con el objetivo de evaluar el efecto del
tiempo de inmersion en la fase de formacion
de los microtubérculos de fiame se evaluaron
cuatro tiempos de inmersion: 10,0, 15,0, 20,0 y
25,0 min cada 3 horas (8 inmersiones por dia).

Efecto de la frecuencia de
inmersion en la formacion de los
microtubérculos

Con el objetivo de evaluar el efecto de la
frecuencia de inmersion en la fase de formacion
de los microtubérculos de name se estudiaron
4 frecuencias de inmersion, cada 3,0; 6,0; 12,0
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y 24 horas por dfa, con el mejor tiempo de in-
mersion obtenido como resultado en las varia-
bles del experimento anterior.

Influencia del volumen del medio
de cultivo por planta cultivada
in vitro en la formacion de los
microtubérculos

Hste experimento se desarrollé con el ob-
jetivo de determinar el efecto del volumen de
medio de cultivo en la fase de formacioén de los
microtubéreulos. Para el desarrollo del experi-
mento se evalud el efecto de cuatro volimenes
15, 30, 60 y 90 mL de medio de cultivo por
planta cultivada 7 vitro.

Se utiliz6 el mejor tiempo y frecuencia de
inmersién obtenidos como resultado para las
variables evaluadas en los experimentos ante-
riores.

Al finalizar la fase de formacién de los
microtubérculos (18 semanas de cultivo), se
seleccionaron al azar 50 plantas por trata-
miento, y al momento de la cosecha se conté
el nimero de microtubérculos formados por
planta, se determiné la masa fresca (gMF) y
la masa seca (gMS) de los microtubérculos
en una balanza analitica (Sartorius); antes de
determinar la masa seca, los microtubérculos
fueron colocados en una estufa (SUTJESKA)
a 70 oC durante 48 horas, también se midio
el didmetro de los microtubérculos (mm) con
un pie de rey.

Ademas, se contd por tratamiento el nd-
mero total de microtubérculos formados por
frasco de cultivo, el nimero de microtubér-
culos aprovechables como material vegetal de
propagacion (aquellos que presentaron una
masa fresca superior a 0,5 ¢MFE, un didametro
superior a los 5,0 mm y no mostraron aparien-
cia acuosa). Se tomo una muestra de 15 micro-
tubérculos aprovechables en cada una de las
repeticiones por tratamiento, y se le determiné
el contenido de materia seca (%) al multiplicar
la masa seca de los mismos por 100 y dividir
entre la masa fresca.

Los datos relativos al nimero de micro-
tubérculos formados por planta, masa fresca,
masa seca y diametro de los microtubérculos
fueron analizados estadisticamente mediante
una prueba no paramétrica de Kruskall Wallis.

La comparacion de las medias del nime-
ro de microtubérculos total aprovechables, y el
contenido de materia seca se realizaron por un
analisis de varianza simple y se empled la prue-
ba de Tukey.

Resultados y discusién

Efecto del tiempo de inmersion en la
Jformacion de los microtubérculos

El tiempo de inmersion en el SIT influyo
de forma significativa en la formacién de los
microtubérculos. Con un tiempo de inmersion
de 15 min se alcanzaron los mejores resultados
para las variables evaluadas, con diferencias sig-
nificativas respecto al resto de los tratamientos

(tabla 1).

Con un tiempo de inmersién de 15 min.
se obtuvo a las 18 semanas de cultivo el mayor
nimero total de microtubérculos por SIT y el
mayor nimero de microtubérculos aprovecha-
bles como material vegetal de plantacién con
diferencias significativas respecto al resto de
los tiempos de inmersion evaluados (figura 1).
Los microtubérculos aprovechables formados
en el tiempo de inmersién de 15 min. presen-
taron, ademds, el mayor contenido de materia
seca con diferencias estadisticas significativas
en comparaciéon con los formados en el resto
de los tiempos de inmersion (figura 2).

Como no fue posible encontrar referen-
cias respecto al efecto del tiempo de inmersion
en el SIT sobre la formacién de microtubércu-
los de fiame, los resultados se discuten con los
logrados por investigadores como Teisson y Al-
vard (1999) y Pérez (2001), quienes evaluaron
varios tiempos de inmersiéon en la produccion
de microtubéreulos de papa en SIT. Teisson
y Alvard (1999), en el sistema de cultivo tipo
RITA, obtuvieron los mejores resultados con
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Tabla 1. Efecto del tiempo de inmersion en la formacion de los microtubérculos de Aame clon Pacala
Duclos a las 18 semanas de cultivo

Namero de Masa fresca Masa seca de Diametro de los
. microtubérculos/ microtubérculos microtubérculos microtubérculos
Tiempo de planta (MF) (gMS) (mm)
inmersion
Rangos Rangos Rangos Rangos
Media g Media g Media g Media g
medios medios medios medios
10 min 2,83 56,00 b 2,00 57,95 b 0,18 57,40 b 9,23 56,27 b
15 min 3,20 75,00 a 2,18 85,82 a 0,21 92,28 a 10,05 83,25 a
20 min 2,86 57,83 b 1,98 54,97 b 0,18 52,37 b 9,13 52,92 b
25 min 2,76 52,67 b 1,91 43,27 b 0,17 39,95 b 9,05 49,57 b

Rangos medios con letras no comunes en una misma columna difieren significativamente por prueba no paramétrica
de Kruskall Wallis para p<0,05.

Medias con letras no comunes en las barras difieren significativamente por prueba de Tukey para p<0,05.

Figura 1. Efecto del tiempo de inmersioén sobre el nimero de microtubérculos de flame

Medias con letras no comunes en un mismo tipo de barras difieren significativamente por prueba de Tukey para p<0,05.

clon Pacala Duclos formados a las 18 semanas de cultivo.

Figura 2. Efecto del tiempo de inmersién sobre el contenido de materia seca de los microtubérculos de fiame

clon Pacala Duclos formados a las 18 semanas de cultivo.
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un tiempo de inmersién de 60 min. Mientras,
Pérez (2001), en el SIT conformado por fras-
co de cultivo de 3500 mL de capacidad obtuvo
con 2 min de inmersién las mejores respuestas
en la formacion de los microtubérculos para las
variables evaluadas: nimero de microtubércu-
los por frasco de cultivo, peso freso y didme-
tro de los mismos. Segin estos investigadores,
con ese tiempo de inmersién se logré en cada
uno de los sistemas de cultivo en funcién de
los requerimientos de las plantas un ambiente
gaseoso favorable para el proceso de tuberiza-
cioén, debido a que fue posible mantener en el
interior del frasco de cultivo una concentracion
de oxigeno y diéxido de carbono cercana a la
concentracion atmosférica, y se logré remover
completamente la acumulacion de etileno de la
atmosfera interna del mismo. Estas condicio-
nes de cultivo que favorecieron el proceso de
microtuberizacién en el cultivo de la papa se
debieron haber presentado durante la forma-
cién de microtubéreulos de flame en el SIT con
un tiempo de inmersién de 15 min.

En cuanto al tiempo de contacto del
material vegetal con el medio de cultivo, con
un tiempo de inmersién de 15 min se obtuvo
también mayor posibilidad de que las plantas 7z
vitro asimilaran los nutrientes del medio de cul-
tivo, en comparaciéon con un tiempo de inmer-
sion de 10 min. Este mayor tiempo de contacto
de las plantas iz vitro con el medio de cultivo
propicié la mayor acumulacién de sustancias de
reserva en los microtubéreulos, reflejado en los
mas altos valores para la masa fresca y seca de
los mismos. Sin embargo, investigadores como
Martre et al. (2001) han descrito que prolonga-
dos periodos de inmersién inducen estrés res-
piratorio y oxidativo en el material vegetal. En
sus investigaciones consideraron que un tiem-
po de contacto del material vegetal con el me-
dio de cultivo de apenas un minuto por encima
del tiempo de inmersién, en el cual se logtd la
mayor tasa de crecimiento relativo de Hevea bra-
siliensis, fue suficiente como para causar una alta
actividad de la superoxidasa dismutasa y de la
peroxidacion de los lipidos de las membranas
provocando dafios celulares. Esto debié haber

ocurrido en las plantas de flame cultivadas du-
rante prolongados periodos de inmersion (20
y 25 min), y quizas esta fue la causa de los me-
nores resultados en la formacién de los micro-
tubérculos en comparaciéon con un tiempo de
inmersion de 15 min, en el cual se obtuvieron
la mayor formacién de los microtubérculos de
flame y la formacién de un mayor numero de
microtubérculos aprovechables como material
vegetal de plantacién en comparacion con los
obtenidos en el resto de los tiempos de inmer-
sién evaluados. Lo anterior demuestra la ne-
cesidad de determinar el tiempo de inmersién
para cada una de las especies y fases de culti-
vo en la micropropagacién, pues del ajuste del
tiempo de inmersiéon depende en gran medida
la eficiencia del empleo de los SIT (Berthouly y
Etienne, 2005; Escalona, 2000).

Efecto de la frecuencia de inmersion
en la formacion
de los microtubérculos

En la formacion de los microtubéreulos,
cuando se empled en el SIT la frecuencia de in-
mersion cada 6 horas, se obtuvieron los mejo-
res resultados para las variables evaluadas, con
diferencias significativas respecto al resto de las
frecuencias de inmersion (tabla 2).

McAlister e al. (2005) y Mehrotra e/ al.
(2007) han descrito que la frecuencia de inmer-
sion influye en la renovacion de la atmosfera
interna del frasco de cultivo, asi como en la dis-
ponibilidad y asimilacién por el material vegetal
del medio de cultivo, segin el estado de desarro-
llo del mismo. Por lo anterior, se hace necesario
determinar la frecuencia de inmersién segtn la
fase de cultivo para satisfacer los requetimientos
del material vegetal (Escalona, 2000).

Con relacion al numero total de mictro-
tubérculos formados por SIT, y al nimero de
microtubérculos aprovechables como material
vegetal de plantacion, también se obtuvieron
con una frecuencia de inmersion cada 6 horas
los mejores resultados, con diferencias signi-
ficativas respecto al resto de las frecuencias
de inmersion evaluadas (figura 3). Los micro-
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Tabla 2. Efecto de la frecuencia de inmersién en la formacién de los microtubérculos de hame clon
Pacala Duclos a las 18 semanas de cultivo.

Ndmero de Masa fresca de Masa seca de Diametro de los
. microtubérculo/ microtubérculos microtubérculos microtubérculos
Erecuencia planta (gMF) (8MF) (mm)
de inmersion
Rangos Rangos Rangos Rangos
Media g Media g Media g Media g
medios medios medios medios
3 horas 3,13 89,00 b 2,16 93,80 b 0,20 101,00 b 10,00 85,20 b
6 horas 3,40 113,00 a 2,25 127,70 a 0,21 128,35 a 10,60 | 126,40 a
12 horas 3,06 83,00 b 2,11 72,70 ¢ 0,19 69,30 c 9,86 79,60 b
24 horas 3,00 77,00 b 2,10 67,80 c 0,19 63,40 c 9,73 70,80 b

Rangos medios con letras no comunes en una misma columna difieren significativamente por prueba no paramétrica de Kruskall

Wallis para p<0,05.

Medias con letras no comunes en un mismo tipo de barras difieren significativamente por prueba de Tukey para p<0,05.

Figura 3. Efecto de la frecuencia de inmersion sobre el nimero de microtubérculos de fiame clon Pacala

Duclos formados a las 18 semanas de cultivo.

tubérculos aprovechables formados con una
frecuencia de inmersion cada 6 horas presen-
taron, ademds, el mayor contenido de materia
seca con diferencias estadisticas significativas
en comparacién con los formados en otras fre-
cuencias de inmersion (figura 4).

Los mejores resultados en la formacién
de los microtubérculos con una frecuencia de
inmersion cada 6 horas en el SIT se deben a
que con esta frecuencia se logré una mejor re-
novacién en la composicion de los gases que
conforman la atmodsfera interna del frasco de
cultivo, y una disponibilidad de nutrientes en
funcién de los requerimientos de las plantas

cultivadas 7z vitro para la tuberizacién, mas
eficaz en comparacioén con las frecuencias de
inmersion cada 3, 12 y 24 horas. Segun Piao
et al. (2003), el frecuente contacto del medio
de cultivo con las plantas de papa indujo, lue-
go de finalizada la inmersién, un incremento
en la produccién de didxido de carbono, un
aumento en la formacién de microtubérculos
hiperhidratados, asi como una mayor actividad
de enzimas relacionadas con el estrés oxidativo,
lo cual provocé una menor asimilacién de los
nutrientes disponibles en el medio de cultivo.
Este estrés pudo haber ocurrido en las plan-
tas de flame cultivadas en una frecuencia de
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Medias con letras no comunes en las barras difieren significativamente por prueba de Tukey para p<0,05.

Figura 4. Efecto de la frecuencia de inmersion sobre el contenido de materia seca de los microtubérculos de

fame clon Pacala Duclos formados a las 18 semanas de cultivo.

inmersioén cada 3 horas, y haber sido la causa
por la cual se presentaron resultados inferiores
respecto a la frecuencia de inmersiéon cada 6
horas, en la cual se obtuvieron los microtubér-
culos de mayor calidad. En comparacién con
las frecuencias de inmersion cada 12 y 24 ho-
ras, al estar las plantas 7 vitro en contacto con
el medio de cultivo cada 6 horas, tuvieron ma-
yores posibilidades de asimilar los nutrientes de
éste, y acumular mayor cantidad de sustancias
de reservas, lo que se ve reflejado en los mas
altos valores para la masa fresca, seca y porcen-
taje de materia seca de los microtubérculos.

Salazar y Hoyos (2007) emplearon, para
tuberizacion de fiame en el sistema de inmer-
siéon temporal tipo RITA, una frecuencia de
inmersion cada ocho horas obtenida como re-
sultado de la multiplicaciéon de los segmentos
nodales. Jiménez (2005), para la produccion
de microtubérculos de papa en SIT a gran es-
cala, utilizando frasco de cultivo tipo Clearboys
de 10,0 L de capacidad, emple6 una frecuencia
de inmersiéon cada 3 horas. Con esa frecuen-
cia de inmersion obtuvo el mayor numero to-
tal de microtubérculos por frasco de cultivo y
microtubérculos con didametro superior a 7,0
mm debido a las favorables condiciones crea-
das en el interior del recipiente de cultivo. Los
resultados del presente trabajo para la tuberiza-
cion en el cultivo del fiame clon Pacala Duclos

no concuerdan con los obtenidos por estos
investigadores, lo que demuestra la necesidad
de determinar la frecuencia de inmersién para
cada una de las especies y fases de cultivo en la
micropropagacion, pues del ajuste de la combi-
nacioén del tiempo y la frecuencia de inmersion
depende en gran medida la eficiencia del em-
pleo de los SIT (Berthouly y Etienne, 2005).

Influencia del volumen de medio
de cultivo por planta cultivada
in vitro en la formacion de los
microtubérculos

En la formacion de los microtubérculos
se alcanzaron los mejores resultados al emplear
un volumen de 60 6 90 mL de medio de cul-
tivo por planta cultivada 7z vitro en el SIT, sin
diferencias significativas entre ellos para las
variables evaluadas, excepto para la masa seca
de los microtubérculos, en la cual se presenta-
ron diferencias significativas entre ambos. Las
plantas cultivadas en estos volimenes de medio
de cultivo presentaron diferencias significativas
respecto a los demas volimenes empleados (ta-

bla 3).

En cuanto al mayor nimero de micro-
tubérculos formados por frasco de cultivo de
inmersién temporal, con un volumen de 60 6
90 mL de medio de cultivo por planta zz vitro
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Tabla 3. Efecto del volumen de medio de cultivo por planta in vitro cultivada en el sistema de
inmersion temporal sobre la formacién de los microtubérculos de name clon Pacala Duclos a las 18

semanas de cultivo.

Ndmero de Masa fresca de Masa seca de Diametro de los
V(.)Iumen d.e microtubérculos/ microtubérculos microtubérculos microtubérculos
medio de cultivo/ planta (MF) (gMS) (mm)
planta in vitro

Rangos Rangos Rangos Rangos

(mL) Media g Media g Media g Media g
medios medios medios medios
15 2,60 28,10 c 1,93 21,50 c 0,16 19,55 ¢ 10,05 37,10 b
30 3,30 57,80 b 2,26 52,50 b 0,21 56,90 b 10,15 40,10 b

101,15

60 3,80 80,60 a 2,42 87,95 a 0,24 a 11,50 81,50 a
90 3,70 75,50 a 2,40 80,00 a 0,21 64,55 b 11,60 83,30 a

Rangos medios con letras no comunes en una misma columna difieren significativamente por prueba no paramétrica de Kruskall

Wallis para p<0,05.

se obtuvieron los mejores resultados a las 18
semanas de cultivo sin diferencias significativas
entre ellos, pero si con respecto al resto de los
volimenes de medio de cultivo por planta 7
vitro evaluados. El mayor numero de microtu-
bérculos aprovechables como material vegetal
de plantacion se alcanz6 con 60 mL de medio
de cultivo por planta 7z vitro cultivada en el SIT,
con diferencias significativas respecto al resto
de los volimenes de medio de cultivo evalua-

dos (figura 5).

Los microtubérculos aprovechables obte-
nidos con el empleo de un volumen de 60,0

mL de medio de cultivo por planta » vitro pre-
sentaron el mayor contenido de materia seca
con diferencias significativas respecto al resto
de los volumenes evaluados por planta z vitro

(figura 0).

La formacioén de los microtubérculos y la
calidad de los mismos en el SIT estuvieron in-
fluenciados por el efecto del volumen de medio
de cultivo por planta 7z vitro. Con 60 y 90 mL
de medio de cultivo se les propicio a las plantas
mayor disponibilidad de nutrientes para la tu-
berizacién en comparacion con los volimenes
de 15 y 30 ml de medio de cultivo por planta,

Medias con letras no comunes en un mismo tipo de barras difieren significativamente por prueba de Tukey para p<0,05.
Figura 5. Efecto del volumen de medio de cultivo sobre el nimero de microtubérculos de fiame clon Pacala
Duclos formados a las 18 semanas de cultivo.
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Medias con letras no comunes en las barras difieren significativamente por prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para p<0,05.

Figura 6. Efecto del volumen de medio de cultivo sobre el contenido de materia seca de los microtubérculos de

fame clon Pacala Duclos formados a las 18 semanas de cultivo.

aspecto que se reflejé en los mas altos valores
de masa fresca logrados en los microtubérculos
formados con 60 y 90 mL de medio de cultivo
port planta 7z vitro. Ademas, al disponerse de un
mayor volumen total de medio de cultivo, exis-
ti6 mas posibilidad de que un mayor nimero
de yemas axilares recibieran el estimulo induc-
tor para la formacién de los microtubéreulos.
Las afectaciones provocadas con 90 mL de
medio de cultivo por planta iz vitro, en cuanto
a una menor masa seca de los microtubérculos
y al nimero de microtubérculos aprovechables,
pudo estar relacionada a mds del 50% de los
microtubérculos formados en el SIT con este
volumen de medio de cultivo permanecieron
mayor tiempo de contacto con el mismo, en
comparacion con el volumen de 60 mL de me-
dio de cultivo por planta iz vitro. Martre et al.
(2001) y Piao ez al. (2003) refirieron que un pro-
longado tiempo de contacto del medio de culti-
vo con el material vegetal puede crear estrés en
el material vegetal, lo cual se reflej6 en menor
masa seca y porcentaje de contenido de materia
seca en comparacioén con el volumen de 60 mL
de medio de cultivo por planta z vitro.

Berthouly y Etienne (2005) han sefialado
que el volumen de medio de cultivo por explante
utilizado en los frascos de cultivo de inmersion
temporal es uno de los principales factores por
evaluar para utilizar eficientemente este tipo de

sistema de cultivo. Esto se evidencia en los re-
sultados del presente trabajo para la formacion
de microtubérculos de fiame en SIT.

Salazar y Hoyos (2007) evaluaron un vo-
lumen de 13,3; 20 y 40 ml de medio de cultivo
por explante para la tuberizacién de fiame en
el SIT tipo RITA. Ellos obtuvieron los mejo-
res resultados en cuanto al nimero total y peso
fresco promedio de los microtubérculos por
frasco de cultivo con 20 y 40 ml de medio de
cultivo por explante sin diferencias significati-
vas entre ellos. Aunque dicha investigacion se
desarrollé en frasco de cultivo de inmersién
temporal tipo RITA, apoya los resultados del
presente trabajo en cuanto a la necesidad de
manejar el volumen de medio de cultivo para
la tuberizacion de fiame en sistemas de cultivo
semi-automatizados.

Segun Pérez et al. (2001), el volumen de
medio de cultivo por planta cultivada influyo
en la produccién de microtubérculos de papa
en SIT. Estos investigadores, con un volumen
de 50 mL de medio de cultivo por planta cul-
tivada, propiciaron que en cada inmersién un
mayor numero de yemas axilares recibieran el
estimulo inductor del medio de cultivo. Con
ese volumen de medio de cultivo obtuvieron
como resultado la formaciéon de 280 microtu-
bérculos por frasco de cultivo.
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Piao et al. (2003) también estudiaron cin-
co diferentes volumenes de medio de cultivo
para la tuberizacion de la papa en un biorreac-
tor de inmersion temporal y obtuvieron, igual-
mente, con un volumen de 50 ml. de medio
de cultivo por planta 7z vitro, un incremento
en la masa fresca de los microtubérculos. Con
ese volumen de medio de cultivo por planta
cultivada 7z vitro lograron obtener de los mi-
crotubérculos formados un 55% de microtu-
bérculos con una masa fresca superior a 1,0 g.
Estos investigadores, cuando emplearon vo-
limenes superiores de medio de cultivo por
explante, evidenciaron la formacién de micro-
tubérculos con apariencia acuosa debido a la
carencia de oxigeno. Estos resultados apoyan
los del presente trabajo para la tuberizacion i
vitro en el cultivo del flame.

El volumen de medio de cultivo que se
debe emplear por esqueje en la tuberizacion de
la papa en inmersion temporal estd determina-
do, segun Jiménez (2005), por el volumen del
frasco de cultivo, asi como por el tiempo y la
frecuencia de inmersién empleados. Este in-
vestigador emple6 un volumen de 75,0 mL de
medio de cultivo por esqueje y produjo micro-
tubérculos de papa a gran escala en frasco de
cultivo tipo Clearboys de 10,0 L. de capacidad.

Conclusiones

Se desarrollé por primera vez un proto-
colo para la formacién de microtubérculos de
fiame clon Pacala Duclos en sistema de inmet-
sién temporal conformado por frasco de cul-
tivo de 10 L de capacidad. Se logré la mayor
formaciéon de microtubérculos aprovechables
como material vegetal de propagacioén con un
tiempo de inmersion de 15 min cada 6 horas
y con el empleo de un volumen de 60 ml de
medio de cultivo por planta 7 vitro.
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