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RESUMEN

La oxidacion fenodlica puede ocasionar serios problemas en el establecimiento, multiplicacion y supervivencia
de los explantes de la mayoria de las especies vegetales. El presente trabajo de investigacion se desarrollo
con el objetivo de evaluar el efecto de la adicién de diferentes concentraciones de carbén activado en el
medio de cultivo sobre la multiplicacion in vitro de segmentos uninodales de fiame (Dioscorea alata L) clon
Caraqueiio. Se utilizé el medio de cultivo MS al 75% con vitaminas MS y sacarosa 30 g.I* y la adicién de
distintas concentraciones de carbén activado (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 g.I''). Se determin6 a las 4, 5y 6 semanas de
cultivo el nimero de nudos de novo, el nimero de hojas y la longitud del vastago. Los resultados demostraron
que la adicion de carbén activado tuvo un efecto positivo sobre nimero de nudos, pero no afecté el nUmero de
hojas y longitud del vastago.
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ABSTRACT

Phenolic oxidation can cause serious problems in the establishment, multiplication and survival of explants
on most of plant species. The present investigation was developed toevaluate the effect of adding different
concentrations of activated charcoal in the culture medium for the in vitro multiplication of uninodal segments
of yam (Dioscorea alata L) ‘caraquefio’ clone. Culture medium MS 75% with MS vitamins and sucrose 30 g.I*
was used. Different concentrations of activated charcoal (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 g.I'*) were also added to the culture
medium. Number of novo nodes, leaves and length of shoots were determined after 4, 5 and 6 weeks of
culture. Results demonstrated that the addition of activated coal had a positive effect to obtain higher number
of nodes. Activated charcoal did not affect the number of leaves and length of shoot.
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INTRODUCCION poderosa herramienta que permite la propagacion
de grandes volimenes de plantas en menor tiempo;
El fiame es oriundo de las regiones del sudeste ~ @si como su manejo en espacios reducidos. Por
asiatico, donde se conoce la mayor diversidad  Otro lado, la técnica es de gran utilidad en la
de especies. De alli se extendi6 hacia las zonas obtencién de plantas libres de patdgenos; plantas
tropicales de Africa y América donde constituye homocigéticas, en la produccion de plantas en
un importante renglon en la alimentacion de los ~ Peligro de extincion, en estudios de ingenieria
paises de esta region. Su cultivo se realiza a  9€netica, etc.
gran escala por muchos pueblos de Africa Tropical,
el Pacifico y las zonas del Caribe, debido a su Uno de los problemas mas comunes en el cultivo
abundante produccion, alto valor nutritivo, alto  In Vitro de tejidos vegetales es la emision de
contenido de almidén, aceptable contenido de sustancias fendlicas al medio de cultivo, la cual
vitaminas y su resistencia a la sequia, entre provoca afectaciones en el desarrollo del explante
otros. Dioscorea alata es una de las especies  (Silva et al., 1996). Una de las practicas mas
mas cultivadas de los trépicos por sus tubérculos ~ comunes para contrarrestar el efecto de la
comestibles (Malaurie y Trouslot, 1995). oxidacion fendlica, es agregar antioxidantes al
medio de cultivo los que son inhibidores de la

El fiame se utiliza en laindustria y la farmacologia, ~ Polifenoloxidasa o adsorbentes. Entre los mas
tiene un alto valor nutritivo y sabor exquisito. ~ €mpleados se pueden citar los acidos ascorbico,
Constituye un magnifico alimento, lo mismo que  Citrico, malico y el carbén activado.

la papa, ala cual puede sustituir sin inconveniente i o ~
alguno (Gonzalez, 1999). El cultivo in vitro del fiame, presenta la

fenolizacién como un inconveniente importante

A diferencia de las técnicas tradicionales de cultivo, ~ durante la fase de multiplicacion in vitro del
el cultivo in vitro de tejidos vegetales es una  Material vegetal.
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Tomando en consideracion lo antes expuesto esta
investigacion tuvo como objetivo evaluar la influencia
de la adicion de carbon activado en el medio de
cultivo sobre la multiplicacion in vitro de segmentos
uninodales de fiame (Dioscorea alata L) clon
Caraquefio.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 la especie Dioscorea alata L. clon
Caraquefio. Los fragmentos de tubérculos sanos
de 100 a 120 g fueron sembrados en condiciones
semicontroladas dando lugar a plantas completas
de las cuales se establecieron in vitro, a partir de
dos meses de cultivo, segmentos nodales de 12 a
15 mm de longitud segln la metodologia descrita
por De la Cruz etal. (1998). Para los experimentos
se emplearon segmentos uninodales (12 a 15 mm)
obtenidos de plantas cultivadas in vitro durante 5
semanas antes del segundo subcultivo.

El medio de cultivo utilizado estuvo compuesto por
las sales MS al 75% (Murashige y Skoog, 1962),
vitaminas MS, sacarosa 30 g.I'* y diferentes
concentraciones de carbén activado (0.5, 1.0,
1.5, 2.0 g.I'Y). Este se distribuy6 en frascos
biotecnoldgicos (6 cm de ancho x 9 cm de altura
con un diametro de 5.7 cm) que contenian 20 ml
de medio de cultivo. En cada frasco se colocaron
cuatro segmentos uninodales.

La temperatura de incubacion fue de 25 + 1°C,
humedad relativa del 70% e iluminacion solar
(fotoperiodo de aproximadamente 13 horas).

A las 4, 5 y 6 semanas se tomaron

aleatoriamentes 40 explantes por cada tratamiento

a los cuales se les determinaron las siguientes

variables:

o Longitud del vastago (mediante medicion

con una regla graduada, cm).

Numero de nudos de novo por explante.

° NUumero de hojas por explantes (hojas
extendidas totalmente)
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El tiempo de transferencia se determiné cuando
el nimero de nudos de novo fue igual o superior a
2.5, que es el informado previamente para la
multiplicacion in vitro del fiame (Borges et al.,
2004).

Disefio y andlisis estadistico

Se aplicé un disefio experimental completamente
aleatorizado con andlisis de varianza de
clasificacion simple y prueba de comparacion de
medias de Tukey. El paquete estadistico utilizado
fue el STATISTICA montado sobre plataforma
WINDOWS XP Profesional version 6.1 (StatSoft,
2003).

RESULTADOS Y DISCUSION
NUumero de nudos de novo

El efecto de la utilizacién de distintas
concentraciones de carbén activado en el medio
de cultivo de multiplicacién in vitro de fiame sobre
el nimero de nudos de novo alas 4,5y 6
semanas se muestra en latabla 1.

Los mejores resultados de la adicion de diferentes
concentraciones de carbén activado en el medio
MS al 75% sobre el nimero de nudos de novo al
cabo de 6 semanas, correspondieron a los
tratamientos 1 y 2, los cuales no difierieron
significativamente entre ellos pero si con los
demas tratamientos.

Estos resultados no coinciden con los logrados
por Borges et al. (1999) durante el estudio del
efecto de la adicion de diferentes antioxidantes
(cisteina 20 mg.I"%, &cido citrico, acido ascorbico
y polivinilpirrolidona 100 mg.I*) en el medio de
cultivo para la micropropagacion de fiame
(Dioscorea alata L) sobre el nimero de nudos,
donde mostraron la ausencia de diferencias
significativas entre los distintos tratamientos
evaluados.

Tabla 1. Efecto de la adicién de carb6n activado en el medio de cultivo de multiplicacion in vitro de fiame
(Dioscorea alata L.) sobre el nimero de nudos de novo alas 4,5y 6 semanas de cultivo.

Carbén activado (g.I™) Semana 4 Semana5 Semana 6
0.5 12 1.9a 2.7a
1.0 11 1.65ab 2.55a
1.5 12 1.66ab 2.5ab
2.0 1.15 1.35b 2.1b
Error estandar 0.06 0.08 0.08

Medias con letras distintas difieren significativamente para p<0.05 segun prueba de Tukey.
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Los valores del nimero de nudos de novo durante
el transcurso del tiempo demuestran una tendencia
a la disminucién a medida que aumenta la
incorporacion de carbon activado en el medio de
cultivo la que se hace significativa a partir de 2
g.I"* de esta sustancia. Ello puede ser debido a
que interfiere en la absorcién de nutrientes
esenciales para la formacién de yemas en el cultivo
in vitro de Aame clon Caraquefio, tales como el
nitrégeno (presente en las sales macronutrientes
o en las vitaminas) y hormonas endégenas. En
este aspecto, Pan y van Staden (1998) sefialan
que el carbén activado puede ser usado como
promotor o inhibidor de crecimiento in vitro, en
funcién de la especie y del tipo de explante,
establece condiciones de oscuridad, adsorbe
inhibidores, reguladores de crecimiento o libera
sustancias promotoras de crecimiento presentes
en el medio o adsorbidas.

También es importante sefialar que el indice de
multiplicaciéon adecuado para la transferencia del
material vegetal del iame, debe serigual o superior
a 2.5, el cual se alcanzé a las seis semanas de
cultivo en los tratamientos 1, 2 y 3 (medio de
cultivo MS al 75% con la adicion de carbdn
activado a razén de 0.5, 1 y 1.5 g.I*
respectivamente). Estos resultados no concuerdan
con los referidos por De la Cruz et al. (1998) y
Fernandez (2005) en la micropropagacion de
germoplasma de fiame en un medio de cultivo con
20 mg.I* de cisteina como agente antioxidante
donde lograron coeficientes de multiplicacién
iguales o superiores a 2.5 a las cuatro semanas
de establecidos. Tampoco coinciden con los
obtenidos por Borges et al. (2004) en la
multiplicacién in vitro de fiame clon Caraquefio en
un medio de cultivo con 20 mg.I* de cisteina donde
obtuvieron valores para el numero de nudos
superiores a 2.5 a las cinco semanas de cultivo
de las plantas in vitro a partir de segmentos
uninodales. Esto indica ademas, que la presencia
de carboén activado en el medio de cultivo de
multiplicacion de fiame clon Caraquefio retarda el
tiempo de transferencia del material vegetal hasta
seis semanas debido principalmente al poder de
absorcién del carbon activado no solo de
sustancias fendlicas toxicas liberadas por el
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material vegetal al medio de cultivo, sino también
posiblemente por la absorcién de determinados
nutrientes.

Numero de hojas

Se puede apreciar que los resultados alcanzados
no difierieron significativamente (p<0.05), para los
tratamientos estudiados. Las distintas
concentraciones de carbdn activado adicionadas
al medio de cultivo no tuvieron un efecto
significativo diferencial en el nimero de hojas
formadas en las plantas in vitro de flame clon
Caraquenio (Tabla 2).

Estos resultados coinciden alas cuatro semanas
de cultivo con los alcanzados por St-Luce (2005)
al comparar el medio de cultivo D-571 con el medio
de cultivo MS al 100% de sus sales en la
micropropagacion del fiame clon Caraquefio, donde
se demostré la ausencia de un efecto significativo
para el nimero de hojas a las cuatro semanas de
cultivo. No obstante, si obtuvieron diferencias
significativas a las cinco y seis semanas de
cultivo.

Sin embargo, estos resultados no coinciden para
estos mismos tiempos de cultivo con los logrados
por Fernandez (2005) al evaluar el efecto de la
utilizacion de distintas formulaciones de vitaminas
en el medio de cultivo de multiplicacién in vitro del
flame (Dioscorea alata L.) clon Caraquefio sobre
el nimero de hojas donde mostré diferencias
significativas para esta variable entre los distintos
tratamientos ensayados.

También se pudo notar que a medida que
transcurria el tiempo a cuatro, cinco y seis
semanas aumentaba la formacién de nuevas hojas.
Segln Borges et al. (2003) esto es debido a que
durante la propagacion in vitro del fiame se
presenta un crecimiento y desarrollo vegetativo
continuo de las hojas expresado en laformacion
de nuevas hojas y yemas, producto a una
importante actividad de crecimiento y
diferenciacién desplegada por los tejidos
meristematicos de las plantas in vitro en relacion
con el contenido nutritivo del medio de cultivo.

Tabla 2. Efecto de la adicién de carb6n activado en el medio de cultivo de multiplicacion in vitro de fiame
(Dioscorea alata L.) sobre el numero de hojas a las 4, 5y 6 semanas de cultivo.

Carbén activado (g.I™*) Semana 4 Semanab Semana 6
0.5 33 35 3.75
1.0 2.8 3 3.6
15 3.05 34 3.7
2.0 2.85 3.2 3.65
Error estandar 0.1 0.12 0.13
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Longitud del vastago

En esta investigacion la adicion de las distintas
concentraciones de carbon activado en el medio de
cultivo MS al 75% no tuvo un efecto significativo en la
longitud del vastago (Tabla 3). Se puede notar que no
existieron diferencias significativas para esta variable
entre los distintos tratamientos evaluados al igual
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que para el nimero de hojas. Estos resultados
coinciden con los logrados por Borges et al. (1999)
durante el estudio del efecto de la adicion de
diferentes antioxidantes en el medio de cultivo para
la micropropagacion de fiame (Dioscorea alata L)
sobre la longitud del vastago, donde demostraron la
ausencia de diferencias significativas entre los
distintos tratamientos evaluados.

Tabla 3. Efecto de la adicion de carbon activado en el medio de cultivo de multiplicacion in vitro de fiame
(Dioscorea alata L.) sobre la longitud del vastago a las 4, 5y 6 semanas de cultivo.

Carbon activado (g.I™*) Semana4 Semanab Semana 6
0.5 174 2.18 3.60
1.0 1.80 2.15 361
15 184 221 3.68
2.0 175 2.02 3.64
Error estandar 0.05 0.06 0.07
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