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RESUMEN

Existen protocolos para la propagacion in vitro del fiame ‘Blanco de Guinea’, sin
embargo, la supervivencia en campo de las plantas in vitro y la produccion de
minitubérculos como material vegetal de plantacion, son problematicas pendientes de
solucion. Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la produccion de
minitubérculos de este clon de fiame en camaras de umbraculo y su respuesta en
condiciones de campo, para la produccién de “semilla”. Se evalu6 el efecto de cuatro
distancias de plantacion entre plantas in vitro previamente aclimatizadas sobre la
produccién de minitubérculos. Los minitubérculos se clasificaron segin su masa
fresca (g) en cinco categorias y se evalu6 su respuesta agronémica en campo para
la produccion de “semilla”. Se estudio la influencia de la cantidad de minitubérculos
por monticulos (uno, dos, tres y cuatro) con una masa fresca superior a 16,0 g MF,
sobre la produccién de “semilla” en campo. Con la distancia de plantacion de 0,10 x
0,10 m se logr6 el mayor nimero de minitubérculos por metro cuadrado (248) y con
una masa fresca superior a 26,0 g, los cuales mostraron las mejores respuestas en
campo en cuanto a brotacion, supervivencia y masa fresca de los tubérculos
producidos. Cuando se plantaron tres minitubérculos por monticulo se obtuvo la
mayor cantidad de tubérculos y con un mayor peso total. La metodologia
desarrollada permitié la obtenciéon de material de plantacion de calidad, lo cual
contribuye a complementar el programa de produccién de “semilla”’ del iame ‘Blanco

de Guinea’ y al desarrollo del cultivo.
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1. INTRODUCCION

En Cuba, la produccién de fiame ha contribuido a la diversidad y estabilidad
alimentaria, ya que tradicionalmente ha constituido una fuente importante de ingresos
y empleos 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 material vegetal de plantacién con adecuada calidad fisiolégica y
sanitaria (Rodriguez, 2004). Esto se debe, fundamentalmente, a que los tubérculos,
gue constituyen la parte util de la planta para la alimentacion, también tienen que ser
utilizados como material vegetal de plantacion.

La produccion mundial de fiame en el afio 2013 fue de 63,05 millones de toneladas
con un rendimiento de 11 753,4 Kg.ha' (11,7 t.hal) (FAOSTAT, 2015). Debido a que
tiene una amplia gama de usos: alimentos basicos (consumo fresco y en forma
procesada), alimento animal y como materia prima para fines industriales, se ha
convertido en una fuente cada vez mas importante de alimento, empleo rural y de
ingresos para la creciente poblacién de los paises en desarrollo (Tamiru et al., 2008).
Dentro de los genotipos comerciales, el clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ se
caracteriza por su adaptabilidad a las condiciones edafoclimaticas de las principales
areas agricolas en el pais, tiene alto valor nutritivo y aceptacion por la poblacion para
su consumo fresco y en forma procesada. A diferencia de los clones comerciales de
la especie Dioscorea alata L, este clon de la especie Dioscorea rotundata Poir. no
produce bulbillos aéreos, por lo que entre el 35 y 40% de los tubérculos producidos

deben ser utilizados como “semilla” para la plantacién (MINAG, 2008).
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De esta manera, la poca disponibilidad de “semilla” de fiame se presenta como la
principal problemética a solucionar hacia un mayor desarrollo del fiame (Yan et al.
2011), y el cultivo de tejidos es una opcion viable para resolverla. En ese sentido, en
el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), se han desarrollado
protocolos para la propagacion in vitro de algunos clones de fame por
organogénesis a partir de segmentos nodales (Medero et al., 1999; Cabrera, 2010).
En el caso del clon ‘Blanco de Guinea’, los bajos indices de multiplicacion que
presenta mediante la propagacion convencional motivaron el desarrollo de protocolos
especificos para su propagacién in vitro, con vistas a su introduccion en las
biofabricas del pais y asi, ofrecer material de partida para desarrollar programas de
produccién de “semilla” de calidad en este cultivo (Cabrera et al.,, 2012). Sin
embargo, el fame es un cultivo estacional con una época muy limitada para su
plantacién desde el 15 de marzo al 15 de abril (MINAG, 2008). Esta situacion, junto a
la existencia de condiciones desfavorables en la produccién para el trasplante directo
a campo de plantas in vitro, etapa en la que se producen elevados porcentajes de
pérdidas (superiores al 80%), entre otras causas, influye negativamente sobre el
nivel de adopcién de la metodologia de micropropagacion a escala comercial y limita
el alcance practico de esos protocolos.

La produccién de minitubérculos como material de plantacién directo a campo ofrece
ventajas en comparacion con las plantas in vitro bajo las condiciones de produccién y
existen experiencias positivas en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum L)
(Jiménez et al.,, 2010; Sharma et al., 2013). Los minitubérculos, como los

microtubérculos, se pueden producir en cualquier época del afio, pueden ser
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almacenados en pequefios espacios durante un periodo determinado de tiempo, sin

perder su potencial de brotacion y ser utilizados como material vegetal de partida, en

programas de produccion de “semilla” para el desarrollo del cultivo en territorios que
carecen de una infraestructura adecuada y de experiencia en el cultivo de tejidos

(Cabrera et al., 2011a).

Por tanto, es imprescindible disponer de una metodologia que garantice la

produccion eficiente de minitubérculos de fiame y a la vez, que éstos expresen altos

niveles de brotacion y supervivencia bajo las condiciones de campo.

Por tal motivo, se planted la siguiente hipétesis de trabajo:

Si se logra producir minitubérculos de fiame en umbraculos a partir de plantas in

vitro, que garanticen mas del 90% de supervivencia durante la plantacion en campo,

entonces, se dispondra de un material de plantacién de calidad para la produccion de

“semilla” en el cultivo.

Para verificar esta hip6tesis de trabajo, se propusieron los siguientes objetivos:

Objetivo General:

e Evaluar la formacion de minitubérculos del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ en
camaras de umbraculo y su respuesta en condiciones de campo, para la
produccion de “semilla”.

Objetivos especificos:

e Lograr la formacion de minitubérculos de fiame a partir de plantas in vitro en las

camaras de umbraculo.
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e Evaluar la respuesta agronémica en campo de los minitubérculos producidos en
camaras de umbraculo y la influencia de la cantidad de ellos por monticulo, sobre

la produccién de “semilla”.

Novedad cientifica

Por primera vez, hasta el momento, se logro la formacion de minitubérculos de fiame
en condiciones de camaras de umbréaculo a partir de plantas in vitro, especificamente
para el clon ‘Blanco de Guinea’, lo cual posibilita utilizarlos como material de

plantacién.

Importancia préactica

El desarrollo de una metodologia para la produccion de minitubérculos de fiame
‘Blanco de Guinea’ a partir de plantas in vitro, garantiza la obtencién de “semilla” de
calidad para plantar directo en campo, con porcentajes de supervivencia superior al
90%. Ademas, la estrategia de plantar tres minitubérculos por monticulo permite
obtener una mayor cantidad de “semilla” en campo por unidad de éarea, con el

consiguiente ahorro de recursos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del cultivo del iame
2.1.1. Origen y distribucién
El género Dioscorea comprende mas de 600 especies originarias de diferentes areas
geograficas (Deepika et al., 2013). La especie Dioscorea rotundata Poir es originaria
de Africa Occidental; en muchos pueblos africanos del Pacifico y las zonas del
Caribe, el iame se cultiva en gran escala. En los trépicos ocupa las mayores areas
cultivadas y constituye una excelente fuente de carbohidratos (Tamiru et al., 2008),
también de proteinas y grasas, y en una menor proporcion de minerales y vitaminas
(Pacheco-Delahaye et al., 2008; Jiang et al., 2013).
En Cuba este género esta representado por 120 accesiones en el Banco de
Germoplasma que conserva el Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales
(INIVIT), en condiciones de campo e in vitro. De ellos, un gran numero ha sido
cultivado tradicionalmente en las regiones oriental y central del pais, aunque se
plantan y consumen en otras areas del territorio nacional (Milian et al., 2005).
2.1.2. Sistematica y botanica
Su ubicacién taxondémica, segun Janssenns (2001), es la siguiente:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden: Dioscoreales
Familia: Dioscoreaceae

Género: Dioscorea
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Especie: Dioscorea rotundata Poir.

2.2. Importancia econdmica y nutricional del cultivo

Los incrementos en la produccién de raices y tubérculos para el afio 2020 se
originaran por la demanda de papa (Solanum tuberosum L.) y fiame para alimento
humano, asi como, de yuca (Manihot esculenta Crantz) y boniato (Ipomoea batatas
L.) para alimento animal y en la produccién de almidon (Scott et al., 2006).

El fiame proporciona alrededor de 200 calorias en la dieta diaria de mas de 300
millones de personas del trépico (Balogun, 2009). Tiene una composicién similar a la
papa, pero con un mayor contenido de proteinas, por esa razén es muy apreciado en
muchos paises. Es un alimento saludable, nutricional y con bajos contenidos de
grasa que suple muchos de los nutrientes importantes de la dieta. Sus tubérculos son
una excelente fuente de carbohidratos; contienen vitaminas como tiamina,
riboflavina, niacina, acido ascérbico y carotenos. Ademas, poseen la mayor parte de
los aminoacidos esenciales: arginina, leucina, isoleucina y valina; en menor cantidad
se encuentran histidina, metionina y triptéfano. También el fiame es rico en minerales
como el calcio, el hierro y el fosforo (Lowell et al., 2007).

Dentro de este género se encuentran varias especies (D. alata, D. bulbifera, D. trifida
y otras) que presentan excelente niveles nutricionales para la dieta alimenticia y
procesos sencillos de coccion para el consumo humano (Ahmed y Urooj, 2008).

Un grupo de metabolitos presentes en el fiame son de interés para la medicina,
algunos con efectos como antitrémbicos, mejoradores de enfermedades coronarias y
la angina pectoral en el caso de D. zingiberesis (Li et al., 2010; Gong et al., 2011).

También como anticancerigenos en el caso de D. collettii var. hypoglauca y D.

6
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bulbifera (Hu y Yao, 2002; Lu et al., 2009) y otros asociados a la gastritis (Pérez et
al., 2005). Igualmente, del iame pueden aislarse diosgeninas y diocinas utilizados
como expectorantes, antiinflamatorios, antifungicos y antibacterianos (Azcon-Bieto y
Talon, 2008; Jin et al., 2010; Cho et al., 2013). Se incluyen inmunoestimulantes y
antioxidantes como la dioscorina en D. alata y mucopolisacaridos de D. batata con
propiedades para terapias médicas con uso potencial para el bienestar humano (Choi
et al., 2004; Fu et al., 2006; Han et al., 2013).

A nivel industrial se emplea para la extraccibn de alcaloides y saponinas,
particularmente las diosgeninas sirven para la elaboracion de farmacos esteroidales,
como cortisona, hormonas sexuales y anticonceptivos (Waizel-Bucay, 2009). Se ha
incrementado la extraccién de compuestos para la obtencién de bioplastico como en
el caso de D. rotundata que brinda una alternativa de manejo idénea con el ambiente
(Tejeda et al., 2007).

En Cuba, el iame se ha convertido en un excelente cultivo de ecosistemas
montafosos, a partir del cual los campesinos satisfacen parte de sus requerimientos
energéticos y lo utilizan como alimento animal. La demanda en el mercado nacional
se ha incrementado en los Ultimos afios, no soOlo en las regiones que
tradicionalmente han plantado fiame, sino también en el occidente del pais, debido a
la constante migracion de personas de una region a otra. Igualmente, ha existido una
fuerte demanda para la exportacién hacia Islas del Caribe, Norte América y Europa,
gue no pueden ser satisfechas por las bajas producciones actuales, debido entre
otras causas, a la falta de material vegetal de plantacion de calidad, para incrementar

los volumenes de plantacion y produccion (Rodriguez, 2004).
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2.3. Caracteristicas del clon ‘Blanco de Guinea’

La especie Dioscorea rotundata Poir., es originaria de Africa y el clon ‘Blanco de
Guinea’ fue prospectado en la region oriental de Cuba. Por su adaptabilidad a las
condiciones climéticas del pais, su alto potencial productivo (superior a las 20 t.ha'l)
y la aceptacién por la poblacién, se encuentra distribuido en las principales regiones
productoras y constituye un clon comercial (INIVIT, 2012).

Se caracteriza por poseer hojas simples, abarquilladas, enteras y opuestas. Las
hojas jovenes son de color verde claro y las adultas de color verde. Presenta tallos
de color verde, cilindricos con abundantes espinas y se enrollan a la derecha, se
caracteriza por tener peciolos cilindricos sin espinas, con coloracion verde en el
punto de insercion con el tallo y el limbo, es caracteristico encontrar tubérculos
solitarios generalmente gruesos, cilindricos y de masa blanca. Este clon no emite
bulbillos aéreos, los cuales tienen importancia como material de plantacion en las

especies que los producen.

2.4. Material de plantacién en fiame

El desarrollo extensivo del cultivo del fiame en el sector estatal y los campesinos
encargados de la produccién de raices y tubérculos en el pais, esta limitado por la
poca disponibilidad de material de plantacion de calidad. De los tubérculos
cosechados, un tercio debe ser conservado por los agricultores para ser empleado
como “semilla”, lo que representa entre el 35 y 40% de la produccién comercial
(MINAG, 2008). En ocasiones, este alto volumen de tubérculos incluye aquellos sin
valor comercial y de baja calidad, lo cual puede comprometer las futuras

producciones (Rodriguez, 2004).



.“H

Revision bibliografica =’

El cultivo del iame es afectado por varias enfermedades, tanto durante su desarrollo
vegetativo en condiciones de campo, como en post-cosecha, las cuales limitan la
produccion de material vegetal de plantacion de calidad (Amusa et al., 2003).

La antracnosis (Colletotrichum gloesporoides Penz.) es considerada como la
enfermedad flngica mas ampliamente distribuida y de mayor impacto en los paises
productores (Ruiz, 2003; Rodriguez, 2004). Ademas, dentro de las enfermedades
virales, los miembros del grupo de los potivirus causan las mayores afectaciones,
donde se destaca el Virus del Mosaico del Name (VMN) como causante de las
pérdidas mas severas (Gonzalez, 2006). Durante el almacenamiento en post-
cosecha, los tubérculos pueden llegar a perder mas del 50% de la materia fresca,
debido a las pudriciones. Estas son provocadas por el ataque de microorganismos
patdgenos, entre ellos, Penicillium oxalicum Link, P. cyclopium Link, Aspergillus niger
P.E.L. Van Tieghem y Fusarium spp. que penetran a través de heridas en los
tubérculos, causadas por insectos como Planococcus citri Milliere, Aspidiella hartii
Boulenger y otros, asi como los nematodos, entre los cuales se encuentran
Scutellonema bradys (Steiner & LeHew) Andrassy y Pratylenchus coffeae Goodey.
Las pérdidas pueden ser también provocadas por inadecuada manipulacién durante
y después de la cosecha. Las enfermedades que afectan al cultivo, no sélo causan
pérdidas en los rendimientos, sino que reducen su calidad para el mercado y limitan

la disponibilidad de material vegetal de plantacién (Amusa et al., 2003).

2.4.1. Método convencional

El iame se propaga convencionalmente a través de tubérculos enteros o secciones

de ellos con una masa fresca que oscile de 50 a 150 g, y también por bulbillos
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aéreos (MINAG, 2012). Su principal limitante es el bajo indice de multiplicacion (1:10)
comparado con otros cultivos, por ejemplo, la papa (1:55) o los cereales (1:300). El
material vegetal de plantacion en ocasiones constituye el 50% del costo de
produccion total (Balogun, 2009). Para dar solucion a esta problematica se han
estudiado varios métodos. Wilson (1989) propuso el método de minifracciones que
consistia en fraccionar los tubérculos en secciones de 25 g, pero presentd como
principal desventaja la poca homogeneidad en la brotacion.

Otra via de propagacion utilizada ha sido la multiplicacion por secciones del tallo con
dos yemas, en los Centros de Reproduccion Acelerada de Semillas (CRAS), la cual
se caracterizd por una limitada supervivencia y enraizamiento (Filipia y Pino, 1996).
Las técnicas de propagacion convencional del fiame no garantizan producir
volimenes de material vegetal de plantacion con calidad fisiolégica, sanitaria y
genética en cortos periodos de tiempo. Por este motivo, en algunos de los principales
paises productores, ha sido necesario recurrir al uso de los métodos biotecnoldgicos,
a través de la produccion de plantas in vitro y de microtubérculos (Balogun, 2005;
Tamiru et al., 2008, Cabrera et al., 2012).

Sin embargo las técnica de cultivo de tejidos vegetales a través de la propagacion in
vitro permite la produccién masiva de plantas, libre de patdégenos, a bajo costo, en un
espacio reducido, en menor tiempo y bajo condiciones controladas (Calva y Pérez,
2005) con enfoques comerciales y agroindustriales, en cuanto a la produccion de
material vegetal para el establecimiento de cultivos y la generacion de metabolitos

secundarios. Ademas, constituye una alternativa para la conservacion in vitro de

10
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germoplasma y el intercambio de recursos fitogenéticos que involucran especies de
Dioscorea (FAO, 2010).

El programa de produccion de “semillas” propuesto por el Instituto de Investigaciones
de Viandas Tropicales (INIVIT), pretende aumentar paulatinamente en los proximos
afos el uso de técnicas in vitro para reproducir cultivares de interés productivo, bajo
el sistema oficial de certificacibn de semillas, hasta llegar a satisfacer las
necesidades de material vegetal de plantacion con calidad (Rodriguez, 2010).

2.4.2. Métodos biotecnoldgicos

El cultivo in vitro representa una alternativa eficiente para superar los problemas de
calidad de “semilla” en la propagacion convencional del Aiame (Behera et al., 2009).
Las técnicas de cultivo in vitro se usan rutinariamente en el cultivo del iame (Vaillant
et al., 2005), ya sea para la produccién de plantulas (micropropagacion) (Salazar y
Hoyos, 2007; Cabrera et al., 2011a; Yan et al., 2011), conservacion de germoplasma
(Rayas et al., 2008; Engelmann, 2011) la eliminacién de bacterias contaminantes
(Mbah y Wakil, 2012) o la produccion de microtubérculos (Cabrera et al., 2012; Li et
al., 2014). Los sistemas de inmersion temporal también han resultado utiles en la
multiplicacion del fiame (Polzin et al., 2014).

2.4.2.1. Organogénesis

La produccion de plantas in vitro en este cultivo ha alcanzado auge en los principales
paises productores (Nigeria, Costa de Marfil, Ghana) y es empleado en sus
programas nacionales de semillas para la produccion inicial del material vegetal de

partida (Acha et al., 2004, Vaillant et al., 2005).

11
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El cultivo de meristemos ha sido utilizado para la limpieza y saneamiento del material
vegetal inicial que se quiere propagar (Malaurie et al., 1995). La micropropagacion en
el cultivo del fiame, ha estado dirigida a nivel mundial, basicamente, a solucionar
problemas de enfermedades virales (Lebas, 2002; Gonzalez, 2006). Sin embargo, la
propagacion in vitro mas generalizada, es a partir de segmentos nodales,
procedentes de plantas certificadas como libres de enfermedades virales (Medero et
al.,, 1999; Chen et al.,, 2007). Esta fue descrita por Mitchel et al. (1995) como la
técnica que se basa en la formacion de brotes a partir de las yemas que se
encuentran en las axilas o primordios de las hojas, los cuales son divididos y
subcultivados repetidamente.

Ha sido demostrado para muchas especies que la micropropagacion via
organogénesis, mediante el cultivo de yemas axilares, es el método mas empleado
en la propagacién comercial y el mas confiable para lograr una multiplicaciéon
repetible, sin alteraciones genéticas y libre de microorganismos contaminantes de
caracter patdgeno o endofitico (Pérez, 2001; Kikuno et al., 2002). Su principal
desventaja radica en la laboriosidad del proceso, lo cual implica altos costos por
mano de obra, bajos coeficientes de multiplicacion en comparacion con otros
sistemas de regeneracion y la escasa posibilidad de automatizar el proceso
productivo (Kim et al., 2005; Kozai y Kubota, 2005).

Ziv (2005) plante6 que la micropropagacion es una industria joven con un excelente
futuro, pero segun Read (2007) su incremento dependera del desarrollo de nuevos
sistemas de regeneracion de plantas y técnicas para la automatizacion de los

procesos y del mejoramiento de los sistemas de aclimatizacion de las plantas.
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En la micropropagacion del cultivo del fiame, la fase 0, comprende la seleccién de las
plantas madre de acuerdo con sus caracteristicas fenotipicas y de sanidad del clon a
propagar. Los tubérculos seleccionados se trasladan a un aislador (casa de vidrio)
donde existen condiciones semicontroladas de riego e iluminacion y se plantan en
bolsas de polietileno que contienen compost como sustrato. En esta fase se realiza
un diagndstico de los principales patdgenos virales y solo se emplean en la fase de
establecimiento los segmentos nodales procedentes de las plantas certificadas.

En la fase | se realiza el establecimiento in vitro de segmentos nodales.
Tradicionalmente se ha empleado como medio de cultivo basal el compuesto por las
sales inorganicas y vitaminas propuestas por Murashige y Skoog (1962) (MS). A este
medio de cultivo se le adicionan citoquininas. Entre las mas empleadas se
encuentran kinetina y 6-bencilaminopurina (6-BAP), cuya concentracion puede variar
desde 0,05 hasta 2,0 mg.L . El objetivo de esta fase es lograr el establecimiento del
material vegetal libre de contaminacion microbiana y fisiologicamente vigoroso con el
cual iniciar la posterior multiplicacion.

La fase de multiplicacion (Fase Il) comprende la propagacién de las plantas in vitro a
través de segmentos nodales, en medio de cultivo MS. Se han desarrollado varios
protocolos en los cuales varia el estado fisico del medio de cultivo. Por ejemplo,
Mitchell et al. (1995), lo han empleado en estado semisdlido y Malaurie et al. (1995),
en el liquido estatico. El crecimiento de los explantes ocurre bajo condiciones de
fotoperiodo de 16 horas luz y 25+2,0°C (Medero et al., 1999; Borges et al., 2004). En
esta fase de cultivo se utiliza una concentracion de sacarosa de 30 g.L' y se pueden

emplear o no, reguladores de crecimiento. Los mas utilizados son el acido giberélico
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(AG3), acido naftalenacético (ANA), 6-BAP, kinetina (KIN), ancimidol (ANC) vy
paclobutrazol (PBZ) (Garcia et al., 2004).

Para el enraizamiento (Fase Ill), el manejo de los explantes es similar a la fase de
multiplicacion. Medero et al. (1999), recomiendan incrementar la intensidad luminosa
con el objetivo de estimular el fortalecimiento de las plantas in vitro, que
posteriormente seran trasplantadas a condiciones ex vitro.

La micropropagacion concluye con la fase de aclimatizacién (IV), en esta etapa las
plantas in vitro se colocan en contenedores con compost como sustrato y son
cultivadas en condiciones semicontroladas de iluminacion (70% de la radiacion solar)
y riego (cuatro veces al dia para mantener una humedad relativa superior al 85%),
hasta que puedan ser plantadas en campo (Saborio et al., 2002).

Segun Primitiva et al. (2010), la etapa ex vitro es en la cual ocurre el mayor niamero
de pérdidas de material vegetal, debido a que las condiciones de invernadero como
la humedad, temperatura, luminosidad, no son adecuadas o el tipo de sustrato no es
aséptico o la nutricion no es la apropiada, lo cual causa directamente la mortalidad
de las plantulas.

2.4.2.2 Produccion de minitubérculos por via biotecnoldgica

La biotecnologia ofrece alternativas eficientes para apoyar los programas de
produccion de “semilla” en cultivos de propagacion asexual. Asi, se crea un puente
entre la rapida multiplicacion in vitro y la proliferacion en campo de los tubérculos, en
lo cual la produccién de minitubérculos en umbrédculos o durante la fase de
aclimatizacién, previa a su plantacion en campo, es decisiva (Sharma y Pandey,

2013).
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Este proceso es bien conocido en papa, en el cual pueden producirse los
minitubérculos por muchas vias, incluida la plantacion de plantas in vitro en alta
densidad en cAmaras de umbréculo o invernaderos (Wiersema et al., 1987).

Por otra parte los microtubérculos ofrecen ventajas en comparacién con otros tipos
de material vegetal de plantaciébn (Salazar y Beltran, 2003). Estos pueden ser
producidos en cualquier época del afio y pueden ser almacenados en pequefos
espacios durante un periodo determinado de tiempo sin perder su potencial de
brotacién. Ademas, pueden ser utilizados como materiales vegetales de partida, en
programas de produccién de material de plantacién para el desarrollo del cultivo en
paises que carecen de infraestructura adecuada y de experiencia en cultivo de
tejidos.

También pueden producirse minitubérculos a partir de plantas in vitro (Struik, 2007) o
de los propios microtubérculos. De estas dos variantes, la primera, tiene varias
ventajas sobre la segunda (Sharma y Pandey, 2013). Los minitubérculos, tienen la
ventaja adicional por tener una mayor masa fresca, lo cual incide en lograr mejores
niveles de brotacién y de supervivencia en condiciones de campo (Carrasco et al.,
2004; Ozkaynak y Samaci, 2005).

Balogun et al. (2004) y Chen et al. (2007) comprobaron que las plantas in vitro de
fame, al ser colocadas en un medio de cultivo con altas concentraciones de
sacarosa Yy cultivarse bajo un fotoperiodo favorable a la tuberizacion, segun la
especie y el genotipo en cuestién, producen microtubérculos, los cuales se
consideran propagulos ideales para la produccion de material vegetal de plantacién

de alta calidad.
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Con el empleo de microtubérculos como material vegetal de plantacién es posible
lograr un escalonamiento de la produccion, pues pueden ser utilizados en
plantaciones tempranas en campo. Borges et al. (2004) y Balogun (2005)
consideraron que los microtubérculos se habian convertido en el material vegetal de
mayores perspectivas para el intercambio internacional de germoplasma. Por su
parte, Paulo y Ribeiro (2002) y Balogun (2009) les atribuyeron mayor fortaleza a
estos que a las plantas in vitro, pues los primeros han permitido mayor facilidad de
manejo, almacenamiento y factibilidad para la plantacion mecanizada.

La tuberizacién in vitro o microtuberizacién en el cultivo del iame es un proceso de
desarrollo muy complejo, influenciado por factores genéticos, fisioldgicos y
ambientales (Jasik y Mantell, 2000; Balogun, 2009). La primera referencia en la
literatura cientifica sobre tuberizacion in vitro en Dioscorea fue publicada por Forsyth
y Van Staden (1984), quienes usaron brotes etiolados para inducir la tuberizacién en
un medio de cultivo con 80,0 g.L! de sacarosa. Desde entonces, la utilizacion de
reguladores del crecimiento para propiciar la tuberizacion in vitro ha sido objeto de
varias investigaciones (Medero et al., 1997; Ng y Ng, 1997); otras modificaciones
también han resultado Utiles (Salazar y Beltran, 2003; Balogun et al., 2004).

Sin embargo, la supervivencia en condiciones de campo de los microtubérculos de
flame puede ser muy baja, al igual que en condiciones de umbréaculos (Olivier et al.,
2012), resultado de un proceso largo (mas de 32 semanas), lento y tedioso. Asiedu
et al. (2003) y Donnelly et al. (2003) aseguraron que el uso de microtubérculos en la
propagacion del fiame tiene dos limitaciones principales: su largo periodo de

dormancia y la falta de uniformidad en su brotacion o germinacion.
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Una alternativa con mayores posibilidades seria desarrollar un protocolo que permita
producir minitubérculos a partir de plantas in vitro en condiciones de umbraculo y
luego, llevarlos a campo como material vegetal de plantacion. En el caso de la papa,
la produccién de minitubérculos ha sido exitosa y de gran importancia para los
esquemas de produccion de “semilla” (Muthoni et al., 2011; dos Santos et al., 2012).
2.4.2.3. Produccién de minitubérculos en condiciones semicontroladas

En flame la produccién de minitubérculos como material vegetal de plantacién es
casi nula pero existen otros cultivos como la papa donde este tema estd muy bien
documentado con resultados importantes y aplicacién practica en los esquemas
nacionales de produccion de “semilla”. En Espafia Carrasco et al. (2008) en un
estudio sobre la produccion de minitubérculos de papa en comparacién con el
sistema convencional de produccién, lograron: incrementar los indices de
multiplicacion y mejorar la sanidad de los minitubérculos, realizar una cosecha
secuencial, optimizando el rendimiento por calibres y la homogeneidad de los lotes.
Ademas, redujo el impacto ambiental de la produccién al disminuir los gastos de
agua, fertilizantes, productos fitosanitarios y de sustrato. Investigaciones anteriores
en México, también afirman que ese sistema de propagacion redujo los costos de
produccion e increment6 los rendimientos en un 25% (Maldonado, 1996).

Ranalli (1997) sefialé que el tamafio y masa fresca de los minitubérculos en papa,
esta correlacionado con la duracion del periodo de dormancia, un aspecto que influye
en la utilidad de ellos en los esquemas de “semilla”. Segun este investigador, los
tubérculos pequefios, menores de 0,5 g, experimentaron deshidratacion cuando

fueron almacenados por un periodo de tiempo prolongado. Ademas, agrega que
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cuando se plantaron en campo minitubérculos con una masa fresca superior a 25 g
brotaron lentamente debido a la poca cantidad de sustancias de reservas y solo
emergidé un tallo por planta, el cual luego se ramificé y las plantas desarrollaron un
escaso sistema radicular.

Segun Kawakami et al. (2005), el tamafio y la masa fresca de los minitubérculos
destinados para la plantacion en campo determinan, en gran medida, su respuesta a
las condiciones de cultivo. En experiencia de esos investigadores en papa, el poco
desarrollo foliar de las plantas de los minitubérculos, disminuy6 la cantidad de
radiacion solar que podia utilizarse, lo que disminuy6 el crecimiento y la produccién
de materia seca. Esto provoco la obtencidon de bajos rendimientos en las plantas
procedentes de minitubérculos en comparacion con “semilla” tradicional, aspecto que
limitdé su incorporacién en los programas de produccion de “semillas” por métodos
biotecnoldgicos.

Sin embargo, la mayoria de las investigaciones sobre la utilizacion de minitubérculos
como material vegetal de plantaciébn en papa muestran resultados muy positivos. Si
bien la produccién de “semilla” pre-basica de minitubérculos, a partir de plantulas in
vitro de este cultivo, puede ser lenta y conducir a dificultades en la cadena de
produccion de semillas certificadas (Muthoni et al., 2010), definitivamente es una
alternativa eficiente para producir “semilla” de calidad en condiciones de campo
(Muthoni et al., 2011).

En el caso del filame, Balogun (2009) sefalé que para el uso de los minitubérculos
para la propagacion, en la conservacion e intercambio de germoplasma, seria

necesario desarrollar protocolos que permitieran la produccion de minitubérculos con
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una masa fresca que posibilitara reducir el periodo de dormancia, y garantizara el
desarrollo post-brotacién. Este investigador sefialé que seria necesario conocer
sobre sus posibilidades para la plantacién directa en campo y el vigor de las plantas
en estas condiciones, asi como, conocer la supervivencia de las plantas procedentes
de los minitubérculos en comparaciéon con las plantas in vitro. También, se refirié a
gue las futuras investigaciones deberian estar dirigidas a conocer la posible variacion
genética en las plantas obtenidas de los minitubérculos, en términos de conocer su
nivel de aplicabilidad. Igualmente, sugirié la necesidad de investigar sobre el nimero
de generaciones que se necesitarian para que los minitubérculos produjeran
tubérculos comparables a los utilizados usualmente como “semilla”. No obstante,
sobre estos temas existen muy escasas investigaciones, en especial sobre la
produccion de los minitubérculos de fiame y su respuesta en condiciones de campo.

En general, la formacion de minitubérculos en el cultivo del fiame constituye una
valiosa alternativa para la propagaciéon de esta especie, en el sentido de que pueden
constituir una fuente importante de “semilla” de alta calidad. Sin embargo, los
protocolos desarrollados hasta el presente no tienen aplicacion a escala comercial,
debido fundamentalmente al bajo nimero de minitubérculos formados y a que los
mismos no han tenido una masa fresca que garantice su supervivencia en campo.
Esta situacion ha limitado su aplicacién para la plantacion directa, en condiciones de

campo, por lo que se hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas.
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3. MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del Instituto de
Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en Santo Domingo, Villa
Clara, Cuba, en los 22° 35’ de latitud norte y los 80° 18 de longitud oeste, a 40
metros sobre el nivel del mar (msnm), en camaras de umbraculo y en areas de
campo durante el periodo comprendido entre septiembre del 2011 y mayo del 2014.
Procedimientos generales

Material vegetal

Se utilizaron tubérculos del clon de flame ‘Blanco de Guinea’ (Dioscorea rotundata
Poir.) procedente del Banco de Germoplasma del INIVIT. Estos fueron previamente
seleccionados por sus caracteristicas morfoldgicas segun el listado de descriptores
para la especie (IPGRI/IITA, 1997) y se plantaron en bolsas de polietileno negro que
contenian materia organica (cachaza descompuesta) como sustrato y se cultivaron
en condiciones semicontroladas, durante 45-60 dias a partir del 15 de marzo de cada
afo.

Micropropagacion

Para el establecimiento in vitro se tomaron los tallos procedentes de tubérculos
previamente certificados como libres de patdgenos virales (Gonzalez, 2006). Estos
se dividieron en segmentos nodales de aproximadamente tres centimetros de
longitud, con una yema axilar, y se lavaron con detergente comercial (1,0 g.L?),
luego se enjuagaron con abundante agua y posteriormente, en la cabina de flujo

laminar, se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 2,5%
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(v/v) por 10 minutos. Transcurrido ese tiempo se enjuagaron con agua desionizada
estéril cinco veces (Medero et al., 1999).

En la fase de establecimiento se utilizé el medio de cultivo basal Murashige y Skoog
(1962) (MS) que contenia kinetina (KIN) (1,0 mg.L'), &cido naftalenacético (ANA)
(0,01 mg.L ) y 30,0 g.L! de sacarosa durante un periodo de 30 dias. En la fase de
multiplicacion se empled el medio de cultivo basal constituido por las sales y
vitaminas MS con 30,0 g.L! de sacarosa; los subcultivos se realizaron cada 35 dias
(Cabrera et al., 2008). Después de ocho subcultivos, las plantas se colocaron en un
medio de cultivo similar al descrito anteriormente para su enraizamiento. En todos los
casos se utilizaron como frasco de cultivo tubos de ensayo de 150 x15 mm.

Los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave a 121°C de temperatura y una

presiéon de 1,2 kg.cm'Z; el tiempo de esterilizacion varié en dependencia del volumen
de medio de cultivo. El instrumental (pinzas, espatulas y bisturies) se desinfectd en
un esterilizador eléctrico (DENT-EQ) que permanecio dentro del flujo laminar

horizontal.

Las condiciones de cultivo fueron: temperatura 27 + 2°C y régimen de 16 horas de
luz (lamparas fluorescentes) con un flujo de fotones fotosintéticos o FFF de 24-48

umol m2s) y ocho de oscuridad.

El manejo de los materiales bioldgicos (implantaciones, subcultivos y cambios de
medios de cultivo), se realiz6 en condiciones de esterilidad en una cadmara de flujo

laminar horizontal.
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La fase de aclimatizacion se desarroll6 en condiciones semicontroladas en una casa
de cultivo cubierta por una malla plastica (zaran), que permitia el paso de una
densidad de FFF de 600 mmol m?s?, seglin la metodologia propuesta por Pérez et
al. (1999). El riego se efectud por microaspersion mediante un sistema Microjet, con
una frecuencia de riego de 10 minutos cada 12 horas durante los primeros 30 dias
después de la plantacién, luego se aplicé un riego de 15 minutos por dia hasta dos
semanas antes de efectuarse la cosecha. Se garantizé una humedad relativa del 85-
90%.

Las camaras de umbraculo (Figura 1) utilizadas tenian una dimension de 20,0 m de
largo, 1,0 m ancho y 0,20 m de profundidad y contenian como sustrato cachaza
descompuesta. Las mismas se construyeron con bloques de hormigon de 20x50 cm

y tenian una altura de 1 m; estaban ubicadas dentro del umbraculo (en condiciones

semicontroladas cubiertas por una malla plastica o zaran).

Figura 1. Vista exterior del umbraculo (A) y de las camaras (B) utilizadas en los

experimentos realizados.
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3.1. Formacién de minitubérculos a partir de plantas in vitro en condiciones
semicontroladas
Con el objetivo de evaluar el efecto de la distancia de plantacion en la formacién de
minitubérculos a partir de plantas in vitro, se plantaron en el mes de junio aquellas
plantas con una longitud de 20 cm o0 mas y 3 6 4 hojas, previamente aclimatizadas,
segun Rodriguez (2012). Se evaluaron cuatro distancias de plantacion:

. 0,05X0,05m;

l. 0,10 X 0,10 m;

. 0,15X0,15my

V. 0,20 X 0,20 m.
En cada tratamiento se evaluaron todas plantas incluidas en un metro cuadrado; se
utilizaron tres réplicas de cada uno por afio. La cosecha de los minitubérculos se
realiz6 de forma manual en el mes de febrero (ocho meses después del trasplante) y
se evalud por cada tratamiento el nimero de minitubérculos por plantula y su masa
fresca (g MF). Se determind el nimero total de minitubérculos cosechados por planta
por metro cuadrado para cada distancia de plantacibn y su masa fresca. Los
minitubérculos obtenidos en cada distancia fueron clasificados segun su masa fresca
en cinco categorias:

l. de50gal59gq;

I. de 16,0 g a25,9¢;

1. de 26,0ga35,9g¢;

V. de 36,0ga50,0gy

V. mayores de 50,0 g.
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3.2. Respuesta en campo de los minitubérculos
Con el objetivo de determinar el efecto de la masa fresca de los minitubérculos
producidos en las camaras de umbraculo a la mejor distancia de plantacion
seleccionada. En campo se evalu6 el porcentaje de brotacion (%), la supervivencia
(%) y el desarrollo general de las plantas derivadas de ellos. Se emplearon cinco
tratamientos:

e Minitubérculos con una masa fresca de 16,0 — 25,9 g.

e Minitubérculos con una masa fresca de 26,0 — 35,9 g.

e Minitubérculos con una masa fresca de 36,0 — 50,0 g.

e Minitubérculos con una masa fresca superior a 50,0 g.

¢ Plantas in vitro aclimatizadas con una longitud del tallo de 20 cm y al menos

cuatro hojas (Control).

A las cuatro semanas de la plantacion en campo se determiné el numero de
minitubérculos que brotaron por parcela y se expreso en porcentaje (%). En la sexta
semana se cuantificd la supervivencia de las plantas brotadas de los minitubérculos y
se determiné el porcentaje (%).
A las 36 semanas de cultivo se realizd la cosecha y se seleccionaron 10 plantas de
los monticulos internos de cada parcela y se evalué: nimero de tubérculos/planta y
la masa fresca (kg MF) de los tubérculos/planta.
Este experimento se realizdé durante dos afios y se utilizé un disefio de bloques al
azar, con tres parcelas experimentales (réplicas) por tratamiento. Las parcelas
estuvieron formadas por cuatro hileras de monticulos, con diez monticulos por cada

hilera, para un total de 40 monticulos por parcela y 120 monticulos por tratamiento.
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Se analizaron estadisticamente los datos relativos al nUmero de tubérculos/planta y

masa fresca de los tubérculos/planta.

3.2.1. Efecto del numero de minitubérculos por monticulo sobre la produccién
de “semilla”

Con el objetivo de evaluar la influencia de la cantidad de minitubérculos por
monticulo, para la seleccion de los minitubérculos a plantar, se tuvo en cuenta los
resultados del experimento anterior (acapite 3.2.), segun los tratamientos siguientes:
I.  Un minitubérculo por monticulo

II. Dos minitubérculos por monticulo

[ll. Tres minitubérculos por monticulo

IV. Cuatro minitubérculos por monticulo

V. “Semilla” convencional (Coronas de tubérculos) (control)

Los experimentos se plantaron en un suelo Pardo mullido carbonatado (Hernandez et
al., 1999). Las plantaciones en campo se realizaron en el mes de Abril de 2012-2014.
La distancia de plantacion fue de 1,00 x 1,00 m.

En los experimentos de campo, el riego, las atenciones culturales y el control de
plagas se realizaron segun el Instructivo Técnico para la Produccion de “Semillas” de
Viandas (INIVIT, 2012).

A las 36 semanas (durante la cosecha) se seleccionaron 10 plantas de los
monticulos internos de cada parcela y se evaluaron las variables siguientes: nimero

de tubérculos/planta y masa fresca (kg) de los tubérculos/planta.
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Los datos relativos al porcentaje de brotacién de los minitubérculos, porcentaje de
supervivencia de las plantas, nimero de tubérculos/planta y masa fresca de los
tubérculos/planta fueron procesados estadisticamente.

Andlisis estadisticos

Para los andlisis estadisticos se utilizO el paquete de programas SPSS para
Windows® de 2012. La normalidad de las variables se determind mediante la prueba
de Shapiro-Wilk, la comparacion entre medias se realiz6 con la alternativa no
paramétrica de anadlisis de varianza o prueba de Kruskall Wallis y para la
comparacion entre parejas de grupo la prueba de Mann-Whitney. En todos los casos

las diferencias significativas se establecieron para p <0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Formacion de minitubérculos a partir de plantas in vitro en condiciones
semicontroladas

En la formacion de minitubérculos a partir de las plantas in vitro en las camaras de
umbraculo, se obtuvo que la distancia de plantacion influyé en el nimero y en la
masa fresca de los minitubérculos producidos por planta. Cuando se plantaron a
distancias de 0,10 X 0,10 my 0,15 X 0,15 m se obtuvieron los mejores resultados en
cuanto al nimero de minitubérculos por planta (3,83 y 3,12 respectivamente) sin
diferencias significativas entre ellas, pero si con el resto de las distancias de

plantacion utilizadas (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la distancia de plantacion de las plantas in vitro del clon de fiame ‘Blanco

de Guinea’ sobre la formacién de minitubérculos.

Tratamientos Numero de minitubérculos Masa fresca de los
por planta Minitubérculos

Media Media de rango (9)

0,05 X 0,05m 1,42 45,67 b 20,30d

0,10 X 0,10 m 3,83 73,12 a 45,56 c

0,15X 0,15 m 3,12 67,89 a 75,34 b

0,20 X 0,20 m 1,23 41,23 b 100,12 a

ES + 0,17

Rangos medios con letras no comunes para el nimero de minitubérculos por planta difieren segun la
prueba no paramétrica de Kruskall Wallis/Mann Whitney para p<0,05. Medias de rango con letras no

comunes para la masa fresca de los minitubérculos difieren segun prueba de Tukey para p<0,05.
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En cuanto a la masa fresca de los minitubérculos por planta, cuando se sembraron
las plantas in vitro a la mayor distancia estudiada (0,20 X 0,20 m), se obtuvieron los
mas altos valores (100,12 g), con diferencias significativas respecto al resto de los
tratamientos utilizados.

No se han encontrado experiencias de estudios similares en fiame en la literatura
consultada, sin embargo, en papa, varios autores refieren haber obtenido entre 5,0 y
7,4 minitubérculos.planta! (Andriolo et al., 2005; Favoretto, 2005). Sharma et al.
(2013), al estudiar la formacion de minitubérculos en siete variedades de papa de la
India en condiciones de umbraculo, también concluyeron que al aumentar la
distancia entre las plantas in vitro, aumenté la masa fresca de los tubérculos al
tiempo que disminuy6 su cantidad por planta.

La distancia de plantacion de las plantas in vitro influyé en el namero total de
minitubérculos por metro cuadrado (m?). En la menor distancia de plantacion
empleada (0,05 X 0,05 m) se obtuvo el mayor nimero de minitubérculos por m?y en
la medida que se fue espaciando la distancia de plantacién disminuyé el nimero de
ellos por m? (Figura 2).

En el cultivo de la papa, segun Wiersema (1987), los tubérculos producidos con alta
densidad de tallos (mas plantas por unidad de area o mas tallos por planta) fueron
mas pequefios que los producidos con baja densidad (mayor proporcion de
tubérculos pequefos). Al mismo tiempo, cuando se incrementé la densidad de tallos
disminuyo la cantidad de tubérculos producidos y se redujo la tasa de multiplicacién

debido a la aparicion de tubérculos de mayor masa fresca.
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Wallis/Mann Whitney para p<0,05.

Figura 2. Efecto de la distancia de plantacién sobre el nimero de minitubérculos por
metro cuadrado (m?) del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ a los 240 dias en

condiciones de umbraculo.

Factor et al. (2007), al estudiar la produccion de minitubérculos de papa en dos
sistemas hidropénicos obtuvieron entre 246,6 y 458,0 minitubérculos.m?; en ese
caso, las plantas in vitro se colocaron con un espaciamiento entre ellas de 0,15 x
0,15 m. Este resultado confirma que es posible obtener un alto nimero de
minitubérculos a partir de plantas in vitro en una pequefa area.

Aunque el objetivo del presente disefio fue determinar la distancia de plantacion de
las plantas in vitro para la cual se obtiene el mayor nimero de minitubérculos en las
camaras de umbraculo, fue necesario clasificar los minitubérculos por su masa fresca

como indicador de calidad. Segun el Instructivo Técnico del cultivo del Aame
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(MINAG, 2008), la masa fresca de la “semilla” de fiame a utilizar determina en gran

medida la repuesta de las mismas en campo (Figura 3).

400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 +
100 +

NUmero de minitubérculos/ni por
categoria

50 ~

aaa
0,05x0,05m 0,10x 0,10 m 0,15x 0,15 m 0,20x 0,20 m

Distancias de plantacién

B50-1599g B816,0-2599g @820-359g @36,0-50,0g O>50¢9

Medias con letras no comunes en las barras de una misma distancia de plantacion difieren segin

prueba no paramétrica de Kruskall Wallis para p<0,05.

Figura 3. Efecto de la distancia de plantaciéon sobre el nimero de minitubérculos por
metro cuadrado (m?) en el clon de fiame ‘Blanco de Guinea’, segln las categorias de

masa fresca.

La distancia de plantacion de las plantas in vitro aclimatizadas en umbraculos, no
solo determiné el nimero de minitubérculos por m?, sino que influyé en el nimero de
minitubérculos clasificados por cada categoria segun la masa fresca. Cuando se
empledé una distancia de plantacion de 0,05 X 0,05 m, se produjeron 514
minitubérculos por m? y el mayor nimero de ellos (434) se clasificaron en la

categoria de masa fresca entre 5,0 y 15,9 g para un 84,43%. Este resultado presentd

30



T

Resultados y Discusion ‘=’

diferencias significativas respecto al numero de minitubérculos clasificados en el
resto de las categorias. A esta distancia no se encontrd ningtn minitubérculo con una
masa fresca superior a 50,0 g.

En la distancia de plantacion de 0,10 X 0,10 m, del nimero total de minitubérculos
producidos por m? (383) se obtuvieron los mas altos niimeros de minitubérculos: 100,
110, 90 y 48 en las categorias con una masa fresca de: 16,0 a 25,9 g (26,10%), 26,0
a 35,9 g (28,72%), 36,0 a 50,0 g (23,49%) y mas de 50,0 g (12,43%) para un 90,86%
de minitubérculos con masa fresca superior a los 16,0 g, los cuales pudieron ser
plantados en campo como “semilla”. En cuanto al nimero de minitubérculos que se
obtuvo, en las tres primeras categorias no existieron diferencias significativas, pero si
respecto a las otras categorias avaluadas.

Cuando se empled una distancia de plantacién de 0,15 X 0,15 m del namero total de
minitubérculos producidos (138), 107 de ellos (77,53%) se clasificaron en las
categorias de masa fresca entre 16,0 a 25,9 g, entre 26,0 a 35,9 g y entre 36,0 a
50,0 g, ademas, se produjeron 20 minitubérculos con mas de 50,0g. Para esta
distancia de plantacién, no se presentaron diferencias significativas en el nUmero de
minitubérculos entre las primeras tres categorias mencionadas, pero si con respecto
al resto de las categorias.

En la distancia de plantacion de 0,20 X 0,20 m se obtuvieron muy pocos
minitubérculos por m? (31), pero todos ellos se clasificaron en las categorias de
mayor masa fresca, superior a 26,0 g, sin diferencias significativas en el nUmero que

se formaron por cada una de ellas.
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En la literatura consultada no se hallaron referencias similares en fiame, pero
Sharma et al. (2014), al evaluar las mismas variables utilizando el cultivar de papa
‘Kufri Himalini’, aunque a distancias de plantaciéon diferentes (0,30x0,10 m vy
0,20x0,10 m), encontraron 237,7 minitubérculos por m? en la mayor densidad de
plantas mientras que con la menor, solo obtuvieron 216,2 minitubérculos por m?. Sin
embargo, el rendimiento por m? fue de solo 1,96 y 2,12 kg por m?.

Varios investigadores se han referido, tanto para el cultivo del fiame como para el
cultivo de la papa, a la necesidad de producir minitubérculos a partir de los
materiales producidos in vitro (plantas in vitro o microtubérculos) (Balogun, 2009).
Esto se debe a que, hasta el presente, en la gran mayoria de los protocolos descritos
para la produccién de plantas in vitro, se obtienen plantas débiles y muy fragiles que
requieren de un periodo de aclimatizacion que en ocasiones puede ser prolongado, y
en la mayoria de las veces no se logran en las mismas los cambios fisiol6gicos
necesarios que le permitan lograr una alta supervivencia y expresar sus
potencialidades en las condiciones de campo (Cabrera et al., 2011b).

No fue posible encontrar trabajos publicados donde se hayan efectuado clasificacion
de los minitubérculos por su masa fresca. En una investigacion realizada por Balogun
(2009) se refirid a que las plantaciones se realizaron durante varias multiplicaciones
en umbraculos y solo se llevaron a campo “semillas” con similares caracteristicas a la
tradicionalmente plantada por los productores. Lo cual difiere del procedimiento
descrito en el presente trabajo.

En el cultivo de la papa, Pérez (2001) evalué la respuesta en campo de

minitubérculos de la variedad ‘Atlantic’ y obtuvo 89,0% de brotacién a los 15 dias de
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plantados en campo. Las plantas que se obtuvieron de los minitubérculos mostraron
una mayor altura y nimero de tallos por planta en comparacion con las plantas
procedentes de la micropropagacion. Al mismo tiempo, esas plantas presentaron
valores superiores en cuanto al peso y didmetro de los tubérculos producidos. Los
resultados del presente trabajo en cuanto a la evaluacién de la brotacion de los
minitubérculos de fiame son comparables con los obtenidos por este investigador en
el cultivo de la papa.

Segun Cabrera et al. (2010), durante la evaluacién en campo de microtubérculos del
flame (Dioscorea alata L.) formados mediante Sistemas de Inmersién Temporal, en
comparaciéon con plantas in vitro y tubérculos convencionales, permitieron identificar
gue el factor masa fresca fue determinante para el establecimiento de las plantulas:
aquellas con un peso de 3,0 g o mas alcanzaron un 91,30% de brotacién y un
96,50% de supervivencia. También Behera et al. (2009) encontraron un 90% de
supervivencia de ese tipo de plantulas en campo.

En Cuba la experiencia practica con este tipo de plantas de fiame en condiciones de
produccion es escasa y esta poco documentada. Por ejemplo, en la Biofabrica de la
provincia de Granma se produjeron en el afio 2011 mas de 100 mil plantas in vitro de
flame ‘Blanco de Guinea’ de las cuales, en fase de aclimatizacion se logré un 85% de
supervivencia y al llevarlas a campo las pérdidas superaron el 90%. Este resultado
se debid, probablemente, a las dificultades de las plantas para adaptarse a un
entorno hostil de altas temperaturas y la fuerte incidencia del sol durante los primeros

dias en campo (Destral, 2013; comunicacion personal).
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Aunque se determiné el efecto de la distancia de plantacion de las plantas in vitro en
las cAmaras de umbréculos sobre la produccion de minitubérculos y se obtuvo el
mayor numero de ellos a una distancia de plantacion de 0,05 X 0,05 m, es necesario
evaluar la repuesta en campo de los minitubérculos clasificados por categoria segun
su masa fresca para determinar cudl distancia de plantacion es la mas recomendable

a emplear en los umbraculos (Figura 4).

Figura 4. Minitubérculos de fame ‘Blanco de Guinea’ producidos en camaras de
umbraculos a partir de plantas in vitro previamente aclimatizadas, a los 240 dias en

condiciones de umbraculo.

Estos resultados tienen valor practico porque demuestran que es posible obtener
minitubérculos del flame ‘Blanco de Guinea’ a partir de plantas in vitro, en una
pequefia area bajo condiciones semicontroladas y durante una etapa previa a la
optima de siembra del cultivo, para luego llevarlos directamente a campo como

material de plantacion.
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4.2. Respuesta en campo de los minitubérculos

La masa fresca de los minitubérculos influyé en su brotacion y luego en la
supervivencia de las plantas en condiciones de campo (Tabla 2). Cuando se
plantaron directo a campo minitubérculos con una masa fresca en las categorias: de
26,0 a 35,9 g, de 36,0 a 50,0 g y superiores a 50,0 g se obtuvieron los mas altos
porcentajes de brotacion a las cuatro semanas de cultivo en campo, sin diferencias

significativas entre ellas y si con los minitubérculos de 16,0 - 25,9 g.

Tabla 2. Efecto de la masa fresca de los minitubérculos del fiame ‘Blanco de Guinea’,

sobre el porcentaje de brotacion y la supervivencia de las plantas en campo.

Brotacion Supervivencia
Masa fresca (g MF) Rangos Rangos
Media Media

medios medios

Minitubérculos (16— 25,9) 91 334 b 96 189 a
Minitubérculos (26— 35,9) 98 412 a 96 211 a
Minitubérculos (36— 50,0) 97 416 a 98 214 a
Minitubérculos (> 50,0) 98 122 a 98 223 a
Plantas in vitro - - 67 82Db

Rangos medios con letras no comunes difieren segun prueba no paramétrica de Kruskall

Walllis para p<0,05

La supervivencia de las plantas a las seis semanas de cultivo en campo también

estuvo influenciada por el tipo de material vegetal de plantacion y por la masa fresca
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de los minitubérculos. Los mas altos porcentajes de supervivencia se alcanzaron en
las plantas provenientes de los minitubérculos en comparacion con las plantas in
vitro, con diferencias significativas entre ellas. No obstante, los minitubérculos en la
categoria de 16,0 - 25,9 g, también mostraron buenos porcentajes de brotacion y
supervivencia.

El resultado en cuanto al mas alto porcentaje de supervivencia de las plantas
procedentes de los minitubérculos, con una masa fresca superior a 26,0 g, pudiera
deberse a que, segun ljoyah et al. (2006), este proceso y el posterior crecimiento de
los brotes hasta que las plantas comienzan a realizar fotosintesis depende de la
acumulacion de las sustancias de reservas del material vegetal de plantacion.

La ruptura del periodo de dormancia en fiame, que determina el porcentaje de
brotacién, esta influenciada por varios factores, uno de ellos es el fotoperiodo. Ondo
et al. (2009) informaron que existia una correspondencia entre el fotoperiodo mas
corto y el mayor periodo de dormancia; sin embargo, Olivier et al. (2012) encontraron
lo contrario: a menor fotoperiodo la germinacion fue mas rapida. Obviamente es una
situacion que amerita nuevos estudios fisioldgicos que permitan dilucidar o confirmar
el efecto del fotoperiodo sobre la dormancia en este cultivo.

El proceso de formacion de minitubérculos en fiame ha sido muy poco estudiado y no
fue posible encontrar trabajos publicados donde se hubiese evaluado su produccién
por categorias de masa fresca en umbraculos, a partir de plantas in vitro y
aclimatizadas. Por tales razones, estos resultados son novedosos para el desarrollo
del cultivo del fiame a partir de la utilizacion de la biotecnologia. No obstante, Ondo

et al. (2010a, b) informaron sobre la obtencién de microtubérculos (en condiciones in

36



T

Resultados y Discusion ‘=’

vitro) en un cultivar de D. rotundata Poir, los cuéles fueron utilizados para la
plantacion en campo sin dificultades. Destacan estos autores que hallaron una
relacion directa entre el tamafio de los microtubérculos y la brotacién: los
microtubérculos mas grandes, brotaron primero.

Por otra parte Naik y Karihaloo (2007) sefialaron que el tamafo, masa fresca y la
edad fisiol6gica de los minitubérculos de papa destinados para la plantacién directa
en campo, determinan el momento de la ruptura del periodo de dormancia y la
brotacion. El tamafio y masa fresca de los minitubérculos estan determinados en
gran medida por el contenido de sustancias de reserva, dentro de las cuales se
encuentra el almidon, el cual es movilizado durante la brotacién para ser utilizado en
el posterior crecimiento y desarrollo de los brotes (Claassens y Vreugdenhil, 2000;
Olivier et al., 2012). Ellos han presentado innumerables ventajas en comparacion con
la plantacion directa de plantas in vitro las cuales son fragiles y débiles (Ozkaynak y
Samaci, 2005).

El tipo de material vegetal de plantacién (minitubérculos y plantas in vitro) y la masa
fresca de los minitubérculos no influyeron en el nimero de tubérculos por planta a las
36 semanas de cultivo en campo (Tabla 3), pues no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre ellos. Sin embargo, la masa fresca de los tubérculos
por planta estuvo influenciada por el tipo de material vegetal de plantacion. Se
obtuvieron los mejores resultados al utilizar los minitubérculos en comparacién con
las plantas in vitro.

Con los minitubérculos de masa fresca superior a 26,0 g, se lograron las mejores

respuestas, sin diferencias significativas respecto al resto de los minitubérculos
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clasificados por categoria con una masa fresca superior a ésta. Los minitubérculos

de masa fresca entre 26,0 y 35,9 g tampoco presentaron diferencias significativas, en

cuanto a la masa fresca de los tubérculos por planta, en relacion a los de la categoria

entre 16,0y 25,9 g.

Tabla 3. Efecto de la masa fresca de los minitubérculos del clon de fiame ‘Blanco de

Guinea’ a las 36 semanas de cultivo en campo.

Masa fresca (g MF)

NUmero de

tubérculos/planta

Masa fresca de los

tubérculos/planta (kg)

Rangos Rangos
Media Media

medios medios
Minitubérculos (16,0— 25,9) 2,67 62,34 a 3,34 48,67 b
Minitubérculos (26,0— 35,9) 2,88 61,78 a 3,67 51,45 ab
Minitubérculos (36,0— 50,0) 2,64 60,56 a 3,90 55,70 a
Minitubérculos (> 50,0) 2,56 51,14 a 4,13 56,89 a
Plantas in vitro (control) 2,45 63,22 a 2,45 36,45 ¢

Rangos medios con letras no comunes difieren segun prueba no paramétrica de Kruskall

Wallis/Mann Whitney para p<0,05.

La respuesta que se obtuvo en las plantas procedentes de los minitubérculos de

flame con una masa fresca superior a 26,0 g, la cual es inferior a la descrita en el

Instructivo Técnico del cultivo del fiame (MINAG, 2008) en comparacion con las

plantas in vitro previamente aclimatizadas, se debié a que al provenir estas plantas

38



T

Resultados y Discusion ‘=’

de un material vegetal con mayor acumulacién de sustancias de reservas, estas
emergieron con mayor rapidez y uniformidad, y desarrollaron mas rapido el follaje.
Un mayor desarrollo de follaje le permite a las plantas interceptar mas radiacion
solar, realizar mas fotosintesis y sintetizar mayor cantidad de carbohidratos, lo que
unido a la absorcion de las sustancias minerales por las raices, repercute en el

desarrollo del cultivo (Bonilla, 2001).

Los minitubérculos han sido considerados como un material vegetal de plantacion
ideal para iniciar programas de produccion de “semillas” de alta calidad (Chen et al.,
2007). Segun Carrasco et al. (2008), mientras mas minitubérculos se produzcan por
planta, la produccién de “semilla” base sera mas efectiva, ya que se necesitara un
menor numero de afios de multiplicacion en campo hasta lograr la suficiente cantidad
de “semilla” y a su vez, la incidencia de enfermedades sera también menor al estar
un numero inferior de afios expuesta a los patdgenos y enfermedades en campo. Por
tanto, el procedimiento evaluado en este trabajo permitira reducir las areas
dedicadas a la produccion de “semilla”, con el consiguiente ahorro de recursos, la

disminucién de los costos, y una mayor eficiencia en el proceso productivo.

Los resultados de la presente investigacion para el cultivo del flame garantizan
insertar la metodologia desarrollada para producir minitubérculos como parte del
esquema nacional de produccién de “semilla” basica de fame en Cuba,
especificamente del clon ‘Blanco de Guinea’, que no produce bulbillos aéreos
(también utilizados como material de plantacion) y evitar las pérdidas que se
producen en condiciones de campo cuando se trasplantan directamente plantas in

vitro, previamente aclimatizadas.
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El vigor de las plantas procedentes de métodos biotecnolégicos puede estar dado,
segun Pagliano (2004), por el rejuvenecimiento fisioldgico, el no antagonismo con la
macro y la microbiota que afecta a la planta en su habitat natural y el saneamiento
gue se obtiene a través del cultivo de tejidos, siendo dificil separar las tres causas.
Por lo cual constituyen el material de plantacion ideal para iniciar los programas de

produccion de semilla en cualquier cultivo de propagacion vegetativa.

Finalmente, se puede plantear que en un cultivo de reproduccion asexual como el
flame, donde el material vegetal de plantacién envejece fisiolégicamente por las
reiteradas multiplicaciones en campo y se deteriora por la acumulacién de
microorganismos y otros factores adversos, que disminuyen de forma considerable el
potencial de rendimiento del cultivo, resulta imprescindible establecer un programa
de produccién de material vegetal de plantacion, para el cual es necesario producir
por métodos biotecnolégicos el material vegetal original. Estos aspectos validan la

aplicacion practica de los resultados de la presente investigacion.

4.2.1. Influencia del numero de minitubérculos por monticulo sobre la
produccion de “semilla”

Al plantar tres minitubérculos por monticulo se obtuvo el mayor nimero de tubérculos
y el mayor peso total de los tubérculos, con diferencias significativas con el resto de
los tratamientos estudiados (Tabla 4). Este resultado garantiza una mayor produccion
de “semilla” por area, pues se dispondria de mayor cantidad de tubérculos para
utilizar con ese fin. Incluso, en dependencia del tamafio y el peso, podrian

fraccionarse e incrementar la cantidad de material vegetal de plantacion.
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Tabla 4. Efecto del nimero de minitubérculos por monticulo en la produccién de

“semilla” del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ en campo.

Peso de
Numero de Numero de Rangos Rangos
tubérculos
minitubérculos/monticulo tubérculos medios medios
(Kg)
1 2,80 21,80 c 4,90 18,70 c
2 3,90 30,30 b 6,07 30,00 b
3 5,10 39,40 a 7,30 42,80 a
4 2,95 23,42 ¢ 4.50 17,21 d
“semilla” convencional 203 18.23 d 4.97 19.78 ¢

(control)

Rangos medios con letras desiguales difieren para p<0.05 segun prueba de Kruskal Wallis/Mann
Whitney.

En el caso de cuatro minitubérculos por monticulo se obtienen resultados inferiores,
lo cual puede deberse ala competencia por el area vital. Segun Cayon (1992) la alta
densidad en los cultivos ejerce una gran influencia sobre el crecimiento y desarrollo
de cada planta debido a la competencia por la luz y los nutrientes.

La produccién de minitubérculos en fiame ha sido muy poco abordado desde el
punto de vista investigativo (Olivier et al., 2012), a diferencia de otros cultivos como
la papa, donde si existen muchas investigaciones relacionadas con ese tema. En
consecuencia, existen pocas referencias en la literatura consultada, relacionados con
estos aspectos de obtenciébn y manejo de los minitubérculos de fAame como

alternativa en la produccion de “semilla” en este cultivo. Tampoco fue posible
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encontrar informacion sobre el uso de mas de una “semilla” (convencional o de
minitubérculos) por monticulo para tomar como referencia en este estudio, por lo que
este es un aporte novedoso de este trabajo.

Sin embargo, las siembras en alta densidad se han estudiado en otros cultivos de
importancia econdémica con resultados muy favorables. En el caso de los cultivos
permanentes, estos sistemas presentan una serie de ventajas de manejo agronémico
gue contribuyen a elevar la produccion, hacer un uso mas apropiado de la tierra y
lograr mayor rentabilidad de las plantaciones (Martinez 2006). Otro aspecto de esas
tecnologias, es que también se obtienen altos volimenes de ‘semilla’ para plantar
nuevas areas (Alvarez, 2011).

En el caso de la papa, segun Wirsema (1987) la densidad de tallos afecta el nimero
de tubérculos, el tamafio de los tubérculos y la tasa de multiplicacion; la densidad
recomendada de tallos depende del ambiente, propdésito del cultivo y de la variedad
de papa. El numero de tubérculos producidos depende de la competencia entre los
tallos par los factores de crecimiento, coma nutrientes, agua y luz. De otro lado,
cuando aumenta la densidad de tallos, disminuye el nUmero de tubérculos por tallo,
pero aumenta, generalmente, el nimero de tubérculos por unidad de area. En papa,
como sucede en el Aiame, en la produccién de semilla certificada se le da prioridad a
los tubérculos pequefios (Wirsema, 1987).

En el caso del boniato (I. batatas L.), se han utilizado alternativas incrementando la
cantidad de esquejes por area, lo cual ha permitido un aumento de la cantidad de
“semilla” por unidad de area, con una repercusion positiva en la reduccién de los

costos y la obtencion de mayores ingresos por concepto de ventas (Diaz, 2012).
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En un programa eficiente para producir “semilla” en cultivos de propagacién agamica
como el fiame, y en especial, en clones como ‘Blanco de Guinea’ que no produce
bulbillos aéreos, es esencial utilizar las técnicas de micropropagacién para
incrementar el material vegetal de plantacion. Por tales razones, los resultados de
esta investigacion son novedosos para este cultivo y ademas, tienen aplicacion
practica en el esquema de produccion de “semilla” de fiame en Cuba.

A partir de estos resultados fue posible establecer una estrategia para la produccion
de minitubérculos del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ a partir de plantas in vitro en
camaras de umbraculo, la cual ha resultado de gran utilidad en la toma de decisiones
por los especialistas de produccion de las Biofabricas para producir material de

plantacion de alta calidad.
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5. CONCLUSIONES

1. Con la distancia de plantacion de 0,10 x 0,10m se logré el mayor namero de
minitubérculos (248) por metro cuadrado con una masa fresca superior a 26,0 g
en el clon de name ‘Blanco de Guinea’, los cuales pueden ser utilizados como
material de plantacion directo a campo.

2. Fue posible con la siembra de tres minitubérculos por monticulo lograr una alta

produccion de tubérculos para “semilla” en campo.
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6. RECOMENDACIONES

1. Aplicar la estrategia desarrollada para la produccion de material vegetal de
plantacién del clon de fiame ‘Blanco de Guinea’ (Dioscorea rotundata Poir.), a
partir de plantas in vitro.

2. Evaluar las posibilidades de aplicacion de los resultados de esta investigacion en
otros clones de interés, como parte de la estrategia de produccién de “semilla” de

fiame en Cuba.
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