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RESUMEN

En el cultivo del fiame, la propagacién convencional presenta bajos indices de multiplicacién. Por ello,
ha sido necesario el uso de métodos biotecnoldgicos para garantizar la disponibilidad de material vegetal
de plantacion. La produccién de plantas in vitro y microtubérculos permite la obtener semillas con
calidad fisioldgica y sanitaria, pero los protocolos desarrollados han presentado limitaciones para su
empleo comercial. Los microtubérculos presentan numerosas ventajas en comparacion con las plantas
in vitro, pero estos se han obtenido en medios de cultivo en estado semisoélido y se han caracterizado
por una masa fresca promedio inferior a 0.5 g que ha limitado su utilizacién. El empleo de sistemas de
cultivo semi-automatizado puede constituir una alternativa de gran interés para la formacion de
microtubérculos de flame que permita emplearlos como material vegetal de plantacién directo en campo.
El presente trabajo presenta una revision de literatura cientifica sobre los aspectos anteriores.
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ABSTRACT

Conventional propagation of yam shows low rates of multiplication. Therefore, It has been necessary to
use biotechnological methods to ensure the plant material for planting. Production of in vitro plants and
microtubers allows obtaining seed with physiological quality and health, but protocols developed have
presented limitations for commercial use. Microtubers have many advantages compared to in vitro plants,
but these have been obtained in semisolid culture media. Besides, the average fresh mass has been less
than 0.5 g which has limited their use. The use of semi-automated culture systems can be a very interest
alternative for yams microtubers formation using them as plant material for field planting. This paper
presents a review of scientific literature on the above aspects.
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INTRODUCCION poblaciones en los paises en desarrollo (Perea,

2001; Tamiru et al., 2008). Por su amplia gama
El cultivo del fiame (Dioscorea spp.) ha  de usos y su eficiencia para producir energia
contribuido a los requerimientos energéticosy  digestible, se ha considerado junto al cultivo de
nutricionales de una gran parte de las la papa (Solanum tuberosum L.), como uno de
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los tubérculos que méas se produciran en los
proximos afos para la alimentacion humana
(Scott et al., 2006).

Dentro de las mas de 600 especies del
género Dioscorea, Dioscorea alata L. es una
de las mas cultivadas en el mundo. Desde
gue esta especie se comenzo6 a cultivar por
el hombre se ha propagado por tubérculos
enteros, secciones de tubérculos o bulbillos
aéreos. El uso continuado de este tipo de
material vegetal de plantacion tiene el
inconveniente de que al plantarse de un afio
para otro en campo, se puede infestar por
microorganismos patdgenos y perder calidad
fisiolégica y sanitaria (Amusa et al., 2003;
Ovono et al., 2007).

En Cuba, su produccién ha ayudado a la
diversidad y estabilidad alimentaria.
Tradicionalmente este cultivo ha constituido una
fuente importante de ingresos y empleo en las
regiones oriental y central del pais (Rodriguez,
2006). No obstante, su desarrollo extensivo, ha
estado limitado, entre otras causas, por la poca
disponibilidad de material vegetal de plantacion
con calidad fisiologica y sanitaria (Rodriguez,
2004). Esto se debe, fundamentalmente, a que
los tubérculos, que constituyen la parte Gtil de
la planta para la alimentacion, también tienen
que ser utilizados como material vegetal de
plantacion.

Diferentes métodos biotecnolégicos también
han sido empleados para la propagacién de
flame pero la produccion de plantas in vitro y
microtubérculos, tienen aln limitaciones para
su uso como material vegetal de plantacion
(Balogun et al., 2006; Chen et al., 2007).

En el pais, se han desarrollado protocolos de
propagacion in vitro de fame por
organogénesis, a partir de segmentos
nodales, en diferentes clones (Medero et al.,
1999; Borges et al., 2004). Estos han
presentado bajos coeficientes de
multiplicacion y supervivencia de las plantas
en la fase de aclimatizacién y en campo. Por
ello, se requiere continuar buscando
alternativas para la produccién de material
vegetal de plantacion.

Segun Balogun (2005) y Ovono et al. (2007) en
el cultivo del fiame, la producciéon de
microtubérculos tiene un gran potencial como
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alternativa para la propagacién. Pueden ser
utilizados en los programas de produccién de
material vegetal de plantacién, mejoramiento
genético y conservacion de germoplasma,
debido a que los microtubérculos se pueden
producir sin tener en cuenta la época del afio,
y a diferencia de las plantas in vitro, pueden
ser almacenados por un periodo mas
prolongado de tiempo, sin perder su potencial
de brotacion (Jasik y Mantell, 2000; Mbanaso
et al., 2007; Pathirana et al., 2008).

En Dioscorea alata L., la tuberizacion in vitro
se ha desarrollado principalmente en medios
de cultivo en estado semisélido y se ha
caracterizado por la formacion de pequefios
microtubérculos con una masa fresca promedio
inferior a 0,5 g (Garcia et al., 2004; Vaillant et
al., 2005; Balogun, 2009). Microtubérculos con
estas caracteristicas han presentado
limitaciones tanto para la produccidon de
minitubérculos en la fase de aclimatizacion,
como para su plantacién directa en campo
(ljoyah et al., 2006; Chen et al., 2007; Balogun,
2009).

Una de las alternativas para incrementar la
masa fresca de los microtubérculos en el
cultivo de la papa ha sido el empleo combinado
de medios de cultivo en estado liquido y
sistemas de cultivo semi-automatizados
(Teisson y Alvard, 1999; Pérez et al., 2001; Piao
et al., 2003; Jiménez, 2005). Dentro de estos se
han destacado los sistemas de inmersion
temporal (SIT) basados en el contacto
intermitente del medio de cultivo con los explantes
y en la renovacion periddica de la atmosfera del
frasco de cultivo (Escalona, 2006).

El presente trabajo se realizd con el objetivo
de presentar una revision de la literatura
cientifica sobre los aspectos anteriores y las
tendencias en la produccion de
microtubérculos de fiame en sistema de
inmersion temporal que pudieran ser
empleados como material vegetal para la
plantacién directa en campo.

EL CULTIVO DEL NAME. GENERALIDADES
Origen y distribucion
El género Dioscorea comprende varias

especies originarias de diferentes areas
geograficas. Dioscorea alata L. es nativa del
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sudeste Asiatico, de donde se extendié a
Indonesia, Africa y América Tropical. En los
trépicos ocupa las mayores areas cultivadas y
constituye una excelente fuente de carbohidratos
(Janssenns, 2001; Tamiru et al., 2008).

En Cuba esta representada por 87 clones 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 también algunos clones se
plantan y consumen en otras areas del territorio
nacional (Milian et al., 2005).

Sisteméticay botéanica

El Aiame (Dioscorea) es un cultivo tropical y
subtropical. Pertenecen a este género mas de
600 especies de plantas monocotiled6neas
anuales, dioicas, de flores pequefias rosadas
o crema (Perea, 2001). Su ubicacion
taxonoémica, segln Janssenns (2001) es la
siguiente:

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Dioscoreales

Familia: Dioscoreaceae

Género: Dioscorea

Especie: Dioscorea alata L.

Dioscorea alata L. es poliploide en grado
avanzado y presenta un niUmero de cromosomas
2n=(3x a 8x).

Esta especie se caracteriza por presentar
tallos alados de color verde o morados, sin
espinas, la torsion es en sentido contrario al
movimiento de las manecillas del reloj y
pueden alcanzar una longitud de dos a seis
metros. Las flores en las plantas masculinas
pueden encontrarse en forma de panicula,
mientras que en las plantas femeninas estan
en solitario en forma de espigas. Obtener
semillas fértiles en esta especie es muy dificil.
Los tubérculos pueden ser simples o
compuestos y pueden llegar a pesar hasta 20
kg (Rodriguez, 2000; Scarcelli et al., 2006).

Importancia econdmica del cultivo
Los incrementos en la produccion de raices y

tubérculos para el afio 2020 se originaran por
la demanda de papa (Solanum tuberosum L.)
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y fiame para alimento humano, asi como, de
yuca y boniato para alimento animal y
produccion de almiddn (Scott et al., 2006).

La produccion mundial de iame en los dltimos
cinco afios se estima en mas 253.5 millones
de toneladas y se siembran méas de 5.5
millones de hectareas anualmente (FAOSTAT,
2009). Debido a que este cultivo tiene una
amplia gama de usos: alimentos basicos
(consumo fresco y en forma procesada),
alimento animal y como materia prima para
fines industriales, éste cultivo se ha convertido
en una fuente cada vez mas importante de
alimento, empleo rural y de ingreso para la
creciente poblacion de los paises en desarrollo
(Tamiru et al., 2008).

El iame proporciona alrededor de 200 calorias
en la dieta diaria de mas de 300 millones de
personas del tropico (Balogun, 2009). Tiene una
composicion similar a la papa, pero con un
mayor contenido de proteinas, por esa razén
es mas 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 ascorbico 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 iame es rico en minerales como el
calcio, el hierro y el fésforo (Perea, 2001; Lowell
etal., 2007).

En Cuba, el fiame se ha convertido en un
excelente cultivo de ecosistemas
montafiosos, 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
sé6lo en las regiones que tradicionalmente han
plantado fiame, sino también en el occidente
del pais, debido a la constante migracién de
personas de una regién a otra. lgualmente,
ha existido una fuerte demanda para la
exportacion hacia Islas del Caribe, Norte
América y Europa, que no pueden ser
satisfechas por las bajas producciones
actuales de este cultivo, debido entre otras
causas a la falta de material vegetal de
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plantacion de calidad, para incrementar los
voliumenes de plantacion y produccién
(Rodriguez, 2004).

Métodos de propagacion

El desarrollo extensivo del cultivo del iame en
el sector estatal y por los campesinos
encargados de la produccién de raices y
tubérculos en el pais, esta limitado por la poca
disponibilidad de material vegetal de plantacion
de calidad. De los tubérculos cosechados, un
tercio debe ser conservado por los agricultores
para ser empleado como semilla. 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).

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

La antracnosis es considerada como la
enfermedad fdngica 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 al cultivo, 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
50.0% de la materia fresca, debido a las
pudriciones. Estas son provocadas por el
ataque de diferentes microorganismos
patégenos, 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
por nematodos, dentro los cuales se encuentra
Scutellonema bradys y Pratylenchus coffeae.
Estas 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

Biotecnologia Vegetal Vol. 9, No. 4, 2009

material vegetal de plantacion de calidad
(Amusa et al., 2003).

El Alame se propaga convencionalmente a
través de tubérculos enteros, secciones de
tubérculos con una masa fresca que oscile
entre 50 a 150 g o bulbillos aéreos (MINAG,
2008). Su principal limitante es el bajo indice
de multiplicacién (1:10) comparado con los
cereales (1:300). ElI material vegetal de
plantacién en ocasiones constituye el 50.0%
del costo de produccién total del cultivo
(Balogun, 2009). Para dar solucién 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. Presenta
como desventaja la poca homogeneidad en la
brotacion de éstos.

Otra via de propagacion utilizada ha sido la
multiplicacién de secciones del tallo con dos
yemas, en los Centros de Reproduccién
Acelerada de Semillas (CRAS), la cual se
caracterizé por una limitada supervivencia y
enraizamiento de dichas secciones de tallos
(Filipiay Algora, 1996).

Las técnicas de propagacion convencional en
este cultivo no garantizan producir volimenes
de material vegetal de plantacién 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 produccién de
plantas in vitro y microtubérculos (Perea, 2001;
Balogun, 2005; Tamiru et al., 2008).

El Programa Nacional de Produccion de
Semillas propuesto por el INIVIT, prevé aumentar
paulatinamente en los proximos afios la
produccioén in vitro y reproducir, bajo el sistema
oficial de certificacion de semillas con cuatro
categorias, hasta llegar a satisfacer las
necesidades de material vegetal de plantacion
con calidad (Rodriguez, 2004).

PROPAGACION IN VITRO DE NAME
Métodos de propagacion in vitro

La micropropagacion fue definida como
cualquier procedimiento aséptico que
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comprenda la manipulacién en plantas,
organos, tejidos o células que produzcan
poblaciones de plantas y permitan el desvio
tanto del proceso sexual normal, como de la
propagacion vegetativa no aséptica que se
practica convencionalmente (Krikorian, 1991).

Establecimiento de plantas in Vitro

La produccién de plantas in vitro en este cultivo
ha alcanzado auge en los principales paises
productores (Nigeria, Costa de Marfily Republica
Democrética del Congo) y es empleado en sus
programas nacionales de semillas para la
produccion inicial del material vegetal de partida
(Perea, 2001; Acha et al., 2004).

Ademas, 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 iame, ha estado dirigida a
nivel mundial, badsicamente, a solucionar
problemas de enfermedades virales (Lebas,
2002; Gonzalez, 2006).

Sin embargo, la propagacién 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 formacién de
brotes a partir de las yemas que se
encuentran en las axilas o primordios de las
hojas, los cuales son divididos vy
subcultivados repetidamente.

Ha sido demostrado para muchas especies
gue la micropropagacién via organogénesis,
mediante el cultivo de yemas axilares, es el
método mas empleado en la propagacion
comercial y el mas confiable para lograr una
multiplicacién repetible, sin alteraciones
genéticas y libre de microorganismos
contaminantes de caracter patégeno 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
multiplicaciéon en comparacion con otros
sistemas de regeneraciéon y la escasa
posibilidad de automatizar el proceso
productivo (Kozai y Kubota, 2005; Kim et al.,
2005).
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Ziv (2005) plante6 que la micropropagacion es
unaindustria joven con un excelente futuro, pero
segun Read (2007) su incremento dependera
del desarrollo de nuevos sistemas de
regeneraciéon de plantas y técnicas para la
automatizacion de los procesos, asi como del
mejoramiento de los sistemas de
aclimatizacion de las plantas.

En la micropropagacioén del cultivo del fiame,
la fase 0, comprende la seleccion 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 iluminacion y
riego, y se plantan en bolsas de polietileno que
contengan compost como sustrato. En esta
fase de cultivo se realiza un diagnéstico de los
principales patdégenos virales y solo se emplean
en la fase de establecimiento los segmentos
nodales procedentes de las plantas
certificadas como libres de éstos.

En la fase de iniciacion (I) 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 se le
adicionan citoquininas. Dentro de las mas
empleadas se encuentran Kinetina y 6-
Bencilaminopurina (6-BAP), cuya
concentracién puede variar desde 0.05 hasta
2.0 mg.I*. El objetivo de esta fase de cultivo
es lograr el establecimiento del material vegetal
libre de contaminacion microbiana y
fisiolégicamente vigoroso con el cual poder
iniciar la posterior multiplicacion.

La fase de multiplicacién (Fase Il) comprende
la multiplicacién 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 semisélido 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
concentracién de sacarosa de 30 g.I'y se
pueden emplear o no, reguladores de
crecimiento. Los més utilizados son el acido
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giberelico (AG,), acido naftalenacético (ANA),
6-bencilaminopurina (6-BAP), kinetina (Kin),
ancimidol (ANC) y paclobutrazol (PBZ) (Garcia
etal., 2004).

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

La micropropagacion concluye con la fase de
aclimatizacién (IV). En esta las plantas 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).

Balogun et al. (2004) y Chen et al. (2007)
comprobaron que las plantas in vitro de
flame, al ser colocadas en un medio de
cultivo con altas concentraciones de
sacarosa y cultivarse bajo un fotoperiodo
favorable a la tuberizacién, segln la especie
y el genotipo en cuestién, producen
microtubérculos, los cuales segun
investigaciones, son considerados
propagulos ideales para la produccion de
material vegetal de plantacion de alta calidad.

Produccién de tubérculos in Vitro

La produccion de tubérculos in vitro, es una
alternativa novedosa para la produccion de
material vegetal de plantacion. (Ng y Ng, 1997;
Jasik y Mantell, 2000; Balogun et al., 2006).

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

Con el empleo de microtubérculos como
material vegetal de plantacién es posible lograr
un escalonamiento de la produccién, pues
pueden ser utilizados en plantaciones
tempranas en campo. Borges et al. (2004) y
Balogun (2005) consideraron que los
microtubérculos se han 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 que a
las plantas in vitro, pues los primeros han
permitido mayor facilidad de manejo,
almacenamiento y factibilidad para la plantacion
mecanizada.

La tuberizacidn in vitro o microtuberizacion 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 la tuberizacion in vitro en Dioscorea
fue publicada por Forsyth y Van Staden
(1984), quienes usaron brotes etiolados para
inducir la tuberizacion en un medio de cultivo
con 80 g.I'* de sacarosa. Desde entonces, la
utilizacion de reguladores del crecimiento para
propiciar la tuberizacion in vitro ha sido objeto
de varias investigaciones (Jean y Cappadocia,
1992; Ngy Ng, 1997).

Para inducir la tuberizacién in vitro en fiame se
han utilizado varios medios de cultivo, en su
mayoria basados en modificaciones realizadas
a partir del medio de cultivo propuesto por
Murashige y Skoog (1962). Sin embargo, en
todos ha sido un requisito fundamental el
incremento de la concentracién de sacarosa
en el medio de cultivo de entre 60 y 120 g.I%.
Se plantea en muchos casos que la sacarosa
es el factor inductor mas importante que influye
en este suceso (Yu et al., 2000; Balogun,
2005).

En numerosos trabajos sobre fiame se ha
tratado de alterar el balance interno de los
reguladores de crecimiento en la planta para
favorecer la tuberizacién, modificando las
concentraciones de estos en el medio de
cultivo. Se ha trabajado principalmente con 6-BAP,
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Kin y Zeatina (Mantell y Hugo, 1989; Jean y
Cappadocia, 1992); brasinoesteroides (Labrada
etal., 1997); &cido jasmonico (Bazabakana et
al., 2003) y retardadores del crecimiento como
ancimidol y paclobutrazol (Garcia et al., 2004).

Con la finalidad de favorecer el proceso de
tuberizacion in vitro, también ha sido utilizado
el medio de cultivo libre de reguladores del
crecimiento (Ng, 1992; Balogun et al., 2004),
asi como el fotoperiodo (Salazar y Beltran,
2003). El manejo de todos estos factores han
dado por resultado la formacién de
microtubérculos en flame, los cuales varian en
cuanto al numero por planta, asi como en la
masa fresca.

Bazabakana et al. (2003) describieron las
modificaciones morfolégicas en los segmentos
nodales de fiame durante la tuberizacién y las
dividieron en cuatro fases de cultivo principales:
- La fase de cultivo I, correspondi6 a la
presencia de al menos de una yema axilar en
el segmento nodal.

- Lafase de cultivo I, se desarroll6 durante las
dos primeras semanas de cultivo. Esta se
caracteriza por la elongacion de la yema axilar,
precedida por un engrosamiento y alargamiento
en su base, resultando la formacién de una
protuberancia axilar. Histolégicamente, esta
protuberancia resulté de la actividad de
cambium extrafascicular que es el responsable
del crecimiento del tubérculo. Esta fase de
cultivo esté referida como la primera evidencia
morfolégica de la formacion de un
microtubérculo.

- La fase de cultivo lll, se caracteriza por el
desarrollo de la protuberancia axilar, de la cual
se forma una estructura de forma esférica
similar a un microtubérculo joven. De esa
protuberancia emergen raices.

- En la Fase de cultivo 1V, ocurre el
engrosamiento, desarrollo y elongacion de los
jévenes microtubérculos formados, y comienza
la formacién de una epidermis parda
multiestratificada.

Aungue se han desarrollado protocolos para
la produccion de microtubérculos de fiame,
aun no se ha podido implementar la
utilizacién de estos como alternativa para la
conservacion e intercambio internacional de
germoplasma, asi como para la propagacion
masiva, debido a la baja eficiencia en cuanto
al nimero de microtubérculos formados por
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plantay a la baja masa fresca (Balogun, 2009).
Takayama y Akita (2005) han considerado que
los sistemas de cultivo semi-automatizados
pueden ayudar a resolver estas limitantes.

AUTOMATIZACION DE LA
MICROPROPAGACION

Empleo de medios de cultivo liquidos.
Ventajas y desventajas

Para la micropropagacion del iame se han
empleado los medios de cultivo en estado
semisolido y liquido (Medero et al., 1999).
Este ultimo, presenta varias ventajas, como:
facilidad de preparacion, esterilizacion y
manipulacién, mayor rapidez en la absorcién
de sustancias nutritivas y en la difusién de
sustancias tdoxicas producidas por el
metabolismo de las plantas. El empleo del
medio de cultivo en estado liquido aumenta
la productividad de los operarios de cabinas
de flujo laminar, debido a que los explantes
so6lo deben ser colocados en contacto con el
medio de cultivo sin necesidad de
manipularlos de forma individual. Los medios
de cultivo liquidos brindan grandes
posibilidades para la automatizacién y pueden
reducir los costos de produccién (Preil,
2005). Sin embargo, el medio de cultivo
liquido en condiciones estéaticas en el cultivo
in vitro provoca un efecto depresivo sobre el
crecimiento de los tejidos, ya sea por hipoxia
o por hiperhidricidad (Ziv, 2005; Preil, 2005).

La hipoxia es causada por una baja
disponibilidad de oxigeno, necesario para el
desarrollo de los tejidos (Jackson, 2005). La
hiperhidricidad es el término empleado para
caracterizar las malformaciones
hiperhidricas que afectan tanto a las plantas
herbaceas como a las lefiosas durante su
propagacion vegetativa in vitro. Es descrita
como un desorden fisiolégico severo causado
por la presencia de grandes cantidades de
agua residual en los espacios apoplasticos
de los tejidos. Las hojas y los tallos de las
plantas hiperhidricas muestran una
apariencia turgente y superficie acuosa, sus
O6rganos se muestran translicidos, menos
verdes y se quiebran con facilidad (Ziv, 2005).
Todo esto afecta el crecimiento de los
explantes y han sido observados en varias
especies de plantas (Berthouly y Etienne,
2005).
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Para evitar este problema, se han desarrollado
diferentes propuestas, dentro de las cuales se
encuentran sistemas de control para alterar
factores fisicos — ambientales cerca del tejido,
para la produccion de menor nimero de
plantas anormales, asi como el aumento de la
aeracion mediante agitacion o burbujeo en el
medio de cultivo liquido. También, se han
creado nuevos tipos de biorreactores y
sistemas semi-automatizados de cultivo
liquido, basados en la inmersion parcial y
temporal de los explantes (Takayama y Akita
2005; Ziv, 2005; Berthouly y Etienne, 2005).

El empleo de los biorreactores fue sefialado
por primera vez por Takayamay Mizawa (1981)
en la produccién masiva de brotes de Begonia
(Begonia hiemalis L.) Desde entonces, se han
empleado para la produccion de brotes, bulbos,
microtubérculos y cormos de varias especies
(Curtis, 2005).

Uno de los problemas a resolver en la
propagacion masiva es el alto costo de
produccion de plantas mediante el cultivo de
tejidos (Ziv et al., 2005). Ha sido sefialado por
Savangikar et al. (2005) que el empleo de la
automatizacion reduce los costos, al disminuir
el trabajo manual e incrementar los ritmos de
produccién. Estos autores, también han
sefialado que es posible, en estos tipos de
sistemas de cultivo, producir plantas y
microtubérculos con una mejor respuesta en
la fase de aclimatizacion y en campo.

Sistemas de Inmersiéon Temporal

Desde el empleo por primera vez, de los
biorreactores se ha trabajado en la basqueda
de otros sistemas de cultivo semi-
automatizados mas baratos y eficientes para
el cultivo de materiales vegetales (Mehrotra et
al., 2007).

Los sistemas de cultivo de inmersion temporal,
basados en la adiciéon y remocién del medio de
cultivo liquido, evitan los problemas de asfixia
e hiperhidricidad, los dafios mecanicos y utilizan
equipamiento menos complejos (Escalona et
al., 2003; Jiménez, 2005). Con este tipo de
sistema de cultivo también es posible lograr un
aumento en la eficiencia de la
micropropagacion, dado por el incremento de
los ritmos de produccion y la calidad de los
propagulos (Berthouly y Etienne, 2005). El
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sistema de inmersién temporal provee a todos
los explantes de un contacto con el medio de
cultivo durante un periodo de tiempo muy corto,
con una determinada frecuencia diaria.
Ademas, estos tipos de sistemas de cultivo en
comparacion con los biorreactores son de facil
manejo y uso (Escalona, 2006).

A partir del principio de la inmersion temporal,
han sido desarrollados numerosos sistemas
de cultivo (Berthouly y Etienne, 2005). En el
laboratorio Biotrop del CIRAD en Montpellier,
Francia, fueron disefiados los recipientes de
inmersion temporal denominados
comercialmente RITA® (Teisson et al., 1996),
los que se han utilizado con éxito en la
regeneracion via organogénesis Yy
embriogénesis somatica de numerosas
especies de plantas (Berthouly y Etienne,
2005). En ellos ha sido posible multiplicar yemas
axilares, segmentos nodales y microestacas,
ademas, se han empleado para la formacion
de embriones a partir de callos, multiplicar
embriones somaticos, asi como, para lograr
germinacion y conversién, en especies como
bananos y platanos (Musa spp.), citricos
(Citrus deliciosa L.), café (Coffea arabica L.),
pifia (Ananas comosus L.) y arbol de caucho
(Hevea brasiliensis L.). Estos recipientes de
inmersion temporal han resultado ser mas
Utiles para los procesos embriogénicos, pues
para la organogénesis se requiere de
recipientes de mayor tamafio (Escalona, 2006).

En los SIT intervienen una serie de factores
fisicos, mecanicos y ambientales que posibilitan
obtener una mejor respuesta fisioldgica y lograr
una mayor eficiencia en el cultivo con respecto
a los medios de cultivo liquidos estaticos
(Escalona et al., 2007). El tiempo y frecuencia
de inmersion tienen gran importancia, tanto
para la asimilacion de los nutrientes por los
explantes, como en la renovacion de la
atmosfera interna del recipiente de cultivo. Un
manejo correcto del tiempo y frecuencia de
inmersion en los SIT, ha ayudado a controlar la
hiperhidricidad que puede aparecer en los
explantes desarrollados en inmersién constante
con el medio de cultivo liquido estético
(Escalona, 2003; McAlister et al., 2005).

La densidad de explantes por frasco de cultivo,
asi como el volumen de medio de cultivo por
explante, son otros de los factores a tener
presente para lograr la eficacia con el uso de
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los SIT (Berthouly y Etienne, 2005; Hempfling y
Preil, 2005). El numero de explantes que se
coloca por cada frasco de cultivo tiene efecto
sobre el desarrollo morfofisiolégico de los
materiales vegetales. El manejo de la densidad
de explantes permite definir el aprovechamiento
del volumen del frasco de cultivo, asi como la
capacidad productiva en las camaras de
crecimiento (Tisserat y Silman, 2000; Jiménez,
2005).

El control del medio de cultivo por explante
permite establecer un equilibrio entre la
asimilacion de nutrientes por el explante y la
secrecion de compuestos al medio de cultivo
provenientes de éstos (Hahn y Paek, 2005).

En cada protocolo que se desarrolle con los
SIT es necesario ajustar cada uno de estos
parametros, pues pueden variar en
dependencia del cultivo, variedad y sistema de
regeneracion que se emplee (Berthouly y
Etienne, 2005).

Produccién de microtubérculos en
sistemas de cultivo automatizados

Los sistemas de cultivo automatizados
presentan ventajas en comparaciéon con el
sistema de cultivo donde se emplea medio de
cultivo liquido estético, tradicionalmente usado
para la produccion de microtubérculos. Estas
se pueden resumir en mayor facilidad de
escalado en este tipo de sistema de cultivo, el
contacto del material vegetal con el medio de
cultivo y la aeracion forzada del medio de cultivo
estimula la tasa de crecimiento e incrementa
la biomasa de los microtubérculos. Ademas,
es posible en los sistemas automatizados de
cultivo realizar un control mas preciso del
suministro de nutrientes y de otros factores
asociados con la tuberizacion (Takayama y
Akita, 2005).

En el cultivo de la papa se han empleado
diversos sistemas de cultivo automatizados y
se han desarrollado varios protocolos de
trabajo para la produccién de microtubérculos.
Por ejemplo, Akita y Takayama (1994) crearon
un biorreactor simple con agitacion en el medio
de cultivo para la formacién de microtubérculos
de papa. Estos autores describieron la
formacion de los microtubérculos en dos fases
de cultivo: primero ocurri6 el crecimiento de los
brotes, y luego la induccion y formacion de
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microtubérculos, mediante la manipulacion de
factores fisicos, microambientales y quimicos.
En esta fase emplearon un sistema de control
semicontinuo del nivel del medio de cultivo y
transfirieron el medio de cultivo del vaso de
reserva al vaso de cultivo cada seis horas y lo
retiraron a la hora, lo que permitié que todos
los explantes fueran sumergidos
completamente a intervalos. De esta forma se
logré6 incrementar el numero de
microtubérculos formados por brotes. Estos
ensayos les permitieron determinar que la
respuesta en relacion con la tuberizacion, es
diferente en cultivos con el biorreactor en
comparacion con el cultivo en medios liquidos
estaticos.

Mas adelante, Akita y Ohta (1998)
desarrollaron un sistema de cultivo simple y
barato con el empleo de un biorreactor sin
aeracion forzada. Los explantes fueron
colocados sobre un soporte de poliuretano
para su cultivo durante la fase de crecimiento.
Luego de un mes, el medio de cultivo fue
reemplazado por el medio de cultivo inductor
de la tuberizacién, con 90.0 g.I"* de sacarosa.
El vaso de cultivo fue colocado en un cilindro
plastico, el cual fue continuamente rotado a 1.0
rpm durante el periodo de duracién de esta
segunda fase de cultivo (tres meses). El
numero y masa fresca total de los
microtubérculos se increment6 en 1.45y 2.43
unidades comparado con el cultivo sin rotacion.

Por su parte, Teisson y Alvard (1999), evaluaron
la producciéon de microtubérculos en tres
cultivares de papa (Bintje, Ostara y Desirée),
en un sistema nombrado “Doble RITA®”, que
consistia en dos frascos de cultivo tipo RITA®
de un litro de capacidad, uno como reservorio
de medio de cultivo y otro para el cultivo de los
explantes, en ellos obtuvieron a las 10 semanas
de cultivo 1.5, 2.3 y 1.4 microtubérculos por
planta en cada genotipo. ElI 50.0% de los
microtubérculos obtenidos en este tipo de
sistema de cultivo presentaron una masa
fresca superior a 0.5 g.

Por su parte, Jiménez et al. (1999) desarrollaron
un protocolo para la produccién de
microtubérculos de papa en SIT con un frasco
de cultivo de cuatro litros de capacidad. En el
SIT con un tiempo de inmersion de cinco
minutos cada tres horas la tuberizacion in vitro
ocurrié en un mayor nimero de yemas axilares
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de la planta y se obtuvo un promedio de
microtubérculos por explante para la variedad
‘Dessiré’ de 2.8y para ‘Atlantic’ de 3.1 después
de nueve semanas de cultivo. El tamafio y la
masa fresca de los microtubérculos fueron
superiores a los obtenidos en medio de cultivo
semisdlido.

En este mismo cultivo, Ziv (2000) empled un
biorreactor muy barato para la proliferaciéon de
brotes y para obtener microtubérculos. Estuvo
disefiado con una configuracién cénica con un
puerto de inoculacién y cosecha, y con
accesorios de usos multiples. La agitacion
del medio de cultivo se realiz6 mediante flujo
de aire y los brotes obtenidos después de 30
dias de cultivo desarrollaron hasta 30 y 32
yemas axilares. Luego se sustituy6 el medio
de cultivo de crecimiento por el medio de
cultivo de induccidn de la tuberizaciéon y a las
diez semanas de cultivo, se obtuvo por cada
10.0 gMF colocada, hasta 36 microtubérculos.
Estos presentaron una masa fresca que oscilo
entre 0.392 - 0.672 g.

Igualmente, Yu et al. (2000) informaron la
produccion de microtubérculos de papa en un
biorreactor rotatorio. Al reemplazar el 75.0% del
medio de cultivo cada dos semanas de cultivo,
lograron aumentar el nUmero de
microtubérculos con una masa fresca superior
a 1.0 g en comparacion con el tratamiento
donde no se reemplaz6 el medio de cultivo.
Estos investigadores demostraron que
mantener la concentracion de sacarosa en el
medio de cultivo es el principal factor a tener
en consideracion para obtener, en el biorreactor,
microtubérculos de papa de mayor masa
fresca.

Con el uso de SIT, Pérez (2001), obtuvo los
mejores resultados para la tuberizacion in vitro
de la papa, con el empleo de un tiempo de
inmersion de dos minutos y con una frecuencia
cada seis horas. Los microtubérculos se
caracterizaron por presentar una masa fresca
de 0.98 g y diez milimetros de didmetro.

En el SIT se conjugan factores que permiten la
renovacion de la atmésfera, un aporte mas
eficiente de elementos nutritivos, la eliminacion
de sustancias toéxicas, asi como un mejor
intercambio gaseoso (Teisson et al., 1996;
Berthouly y Etienne, 2005). Estas condiciones
provocan en las plantas de papa un mayor
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desarrollo de yemas axilares durante el
crecimiento, requisito indispensable para la
formacion posterior de microtubérculos,
ademas de cambios fisioldgicos favorables al
proceso de tuberizacién in vitro. La
estimulacién en las yemas axilares inducidas
por el SIT, provoca una mayor formacién de
microtubérculos, asi como un aumento
considerable en la calidad, expresada en masa
fresca en relacidon con sistema de cultivo de
propagacion in vitro convencional (Jiménez,
2005).

Segun Preil (2005) los nuevos desarrollos en
andlisis de imagen, robot, biorreactores,
maquinas de encapsulaciény un mejor control
de la atmésfera interna en los recipientes de
cultivo, pueden contribuir a mejorar los sistemas
automatizados para el cultivo de tejidos de
plantas en el futuro.

En el cultivo del iame, Salazar y Hoyos (2007),
informaron la multiplicacion y tuberizacion en
SIT tipo RITA®. Ellos se limitaron a evaluar el
efecto del tiempo y la frecuencia de inmersion,
asi como, la densidad de explantes por frasco
de cultivo sobre la tasa de multiplicacién. Estos
investigadores obtuvieron como resultados que
con un tiempo de inmersién de 10 minutos cada
ocho horas se obtenia la formacién de mayor
namero de entrenudos y mayor tamafio de las
plantas a las cuatro semanas de cultivo. Sin
previo estudio utilizaron ese mismo tiempo y
frecuencia de inmersion para la formacion de
los microtubérculos. En cuanto a la densidad
de explantes que evaluaron no se detectaron
diferencias significativas para la multiplicacion
de los segmentos nodales y la formacion de
los microtubérculos, solo lograron obtener como
promedio 0.85 microtubérculos por planta, con
una masa fresca promedio de 0.24 g que no
pudieron ser empleados como material vegetal
de plantacion en campo.

Por todo ello, se hace necesario trabajar en el
desarrollo de protocolos para la formacion de
microtubérculos de fiame en sistemas de
inmersién temporal que utilicen frascos de
cultivo de mayor capacidad, en los cuales
mediante la evaluacion de variables fisioldgicas
y el conocimiento del contenido de los
nutrientes del medio de cultivo por fase de
cultivo, sea posible incrementar el nimero de
microtubérculos formados por planta, asi como
producir microtubérculos con una masa fresca
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gue permita su plantacion directamente en
condiciones de campo.

Cabrera (2009) desarrollaron un protocolo para
la formacién de microtubérculos de flame clon
‘Pacala Duclos’ en sistema de inmersion
temporal conformado por frasco de cultivo de
10 L de capacidad. Ellos lograron la mayor
formacion de microtubérculos aprovechables
como material vegetal de propagacién con un
tiempo de inmersion de 15 minutos cada seis
horas y con el empleo de un volumen de 60 ml
de medio de cultivo por planta in vitro.

EMPLEO DE MICROTUBERCULOS COMO
MATERIAL VEGETAL DE PLANTACION EN
CAMPO

Balogun (2009), sefial6 que para el uso de los
microtubérculos de fiame en la conservacion
e intercambio de germoplasma, asi como para
la propagacion, es necesario desarrollar
protocolos que permitan la produccion de
microtubérculos con una masa fresca que
posibilite reducir el periodo de dormancia, y
permita el desarrollo post-brotacién. Este
investigador se refirié, a que las futuras
investigaciones deben estar dirigidas a conocer
la posible variacion genética en las plantas
obtenidas de los microtubérculos, en términos
de conocer su aplicabilidad para la
conservacion de germoplasma y para la
propagacién. También, sefial6 que es
necesario conocer sobre el vigor de las plantas
en campo Yy sus posibilidades para la plantacion
directa en estas condiciones. Ademas, se debe
investigar sobre el nimero de generaciones
gue se necesitarian para que los
microtubérculos produzcan tubérculos
comparables a los tubérculos ‘semillas’. Otro
aspecto sera, conocer la supervivencia de las
plantas de los microtubérculos en comparacion
con las plantas in vitro. Asi como, los beneficios
econdmicos de la conservacion y de la
propagacion a partir de los microtubérculos. Hasta
el presente existen escasas investigaciones
sobre la respuesta de los microtubérculos de
flame en condiciones de campo.

En relacion con el cultivo de la papa, Ranalli
(1997) ha sefialado que el tamafio y masa
fresca de los microtubérculos esta
correlacionado con la duracion del periodo de
dormancia. Segun este investigador, los
tubérculos pequefios, menores de 0.5 gMF,

205

experimentaron deshidratacién cuando fueron
almacenados por un periodo de tiempo
prolongado. En la investigacion realizada por
este autor se plantaron en campo,
microtubérculos con una masa fresca superior
a 0.25 g, los que brotaron lentamente debido a
la poca cantidad de sustancias de reservas.
En ellos s6lo emergié un tallo por planta, el cual
luego se ramificd. Las plantas de estos
microtubérculos desarrollaron un escaso
sistema radicular. El poco desarrollo foliar de
las plantas de los microtubérculos, limité la
cantidad de radiacion solar que puede ser
interceptada y disminuyé el crecimiento y la
produccion de materia seca. Esto provocé la
obtencion de bajos rendimientos en las plantas
procedentes de microtubérculos en comparacion
con los tubérculos ‘semillas’, aspecto que limitd
su incorporacién en los programas de produccion
de semillas por métodos biotecnoldgicos
(Kawakami et al., 2005).

El tamafio y la masa fresca de los
microtubérculos destinados para la plantacion
en campo determina en gran medida la
respuesta de los mismos bajo esas
condiciones de cultivo. Yu et al. (2000) han
sefialado que se requieren protocolos que
produzcan microtubérculos que presenten
como minimo una masa fresca de 0.5 g para
que puedan ser utilizados en los programas de
produccion de semillas de papa.

Peréz (2001), plant6é directo a campo los
microtubérculos de papa provenientes del SIT.
Estos presentaban una masa fresca promedio
de 1.26 g y un didmetro promedio de 11.40
mm. Las plantas que se obtuvieron de los
microtubérculos mostraron una mayor altura y
numero de tallos por planta en comparacion
con las plantas procedentes de Ila
micropropagacion. Luego de cosechados
ambos tratamientos, no se observaron
diferencias significativas en cuanto al nimero
de minitubérculos por planta. Sin embargo, las
plantas procedentes de los microtubérculos
presentaron valores superiores en cuanto al
peso y diametro de los tubérculos producidos.

La formacién de microtubérculos en el cultivo
del iame constituye una valiosa alternativa para
la propagacioén de esta especie. Sin embargo,
los protocolos desarrollados hasta el presente
no pueden ser aplicados a escala comercial,
debido fundamentalmente al bajo nimero de
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microtubérculos formados por brote, asi como
porgue los microtubérculos formados se han
caracterizado por una masa fresca inferior a
0.5 g, lo cual ha limitado el empleo de estos
para la plantacion directa en condiciones de
campo, por lo que se hace necesaria la
busqueda de nuevas alternativas.

El empleo de sistemas de cultivo semi-
automatizado puede constituir una alternativa de
gran interés para la formacion de microtubérculos
de fiame que permita emplearlos como material
vegetal de plantacion directo en campo.
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