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ARTICULO DE INVESTIGACION

Medios de cultivo liquidos: un avance para la micropropagacion
comercial de zabila (Aloe barbadensis Mill.)

Liquid medium culture: an approach for the commercial
micropropagation of aloe (Aloe barbadensis Mill.)

Nilca Rosa Albany de Vilchez', Jorge Alberto Vilchez Perozo™, Silvia Ledn de Sierralta’,
Alba Ruth Nava Fereira""", Leonardo Javier Martinez Ferrer” y Miguel Angel Molina Pulgar*

DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v17n1.50669

Resumen

La micropropagacion es una alternativa para la produccién comercial de plantas de zébila (Aloe barbadensis Mill.) limitada
por los altos costos de produccién. Con el objetivo de prescindir de los agentes gelificantes, reduciendo costos, se compa-
r6 el medio de cultivo liquido con el medio de cultivo gelificado en las diferentes etapas de micropropagacion de la zébila.
En la etapa de establecimiento se observé mayor porcentaje de explantes contaminados en el medio de cultivo liquido
estatico (25.55 %) que en el medio gelificado (11.11 %); y aunque el resto de los explantes se establecieron independien-
temente de la condicion del medio de cultivo, en el medio liquido alcanzaron mayor altura (3.81 cm) que en el medio
gelificado (3.03 cm). En la etapa de multiplicacion, la altura de los explantes (entre 4.43 y 6.01 cm) fue superior en los re-
cipientes de inmersion temporal automatizado (RITA®) en comparacién con el medio gelificado (entre 3.24 y 3.42 cm); sin
diferencias significativas entre el nimero de brotes/explante. Todos los brotes enraizaron a los 30 dias independientemente
del medio de cultivo empleado (liquido estatico y gelificado), sin observar variaciones en la altura del brote y, nimero y
longitud de las raices. El empleo de los medios de cultivo liquidos y la implementacién de los sistemas de inmersion tem-
poral tipo RITA® permiten reducir los costos de produccién al prescindir de los agentes gelificantes, lo que representa un
avance para la micropropagacion comercial de zébila.

Palabras clave: Cultivo de tejidos, agentes gelificantes, RITA®, sistemas de inmersién temporal.

Abstract

Micropropagation is considered a successful alternative for aloe (Aloe barbadensis Mill.) plant production. However, it has
limited use due to the high production cost. Liquid media were compared to agar-gelled medium during all micropropagation
stages of aloe to reduce the cost for gelling agent used. In the establishment stage, there was a higher percentage of contami-
nated explants in static liquid medium (25.55%) than those cultured in agar-gelled medium (11.11%), although all the explants
were established independently of the culture medium used, higher height (3.81 cm) was observed in liquid medium than
those growing in agar-gelled medium (3.03 cm). In the multiplication stage, explant height was higher in the recipients used for
automated temporary immersion system (RITA®) (4.43 - 6.01 cm) than those cultured in agar-gelled medium (3.24 - 3.42 cm),
there was no significant difference for number of shoots/explant. All shoots had roots at 30 days independently of used culture
media (static liquid or agar-gelled media). Shoot height, number and root length had similar values in both culture media. The
implementation of liquid media and automated temporary Immersion system RITA® may allow to reduce production costs of
gelling agent used, it represents an approach for the commercial micropropagation of aloe.

Keys words: Tissue culture, gelling agents, RITA®, temporary immersion system.
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Introduccién

En los dltimos anos se ha demostrado cientificamen-
te que las plantas del género Aloe, poseen gran valor
nutricional, medicinal y cosmético (Pellizzoni et al.,
2012), siendo Aloe barbadensis Miller (zabila), la es-
pecie de mayor importancia para la industria por la
gran cantidad de acibar que producen sus hojas, cuyo
principio activo es la aloina que tiene mdltiples pro-
piedades medicinales (Ramachandra y Srinivasa 2008;
Afez y Vasquez 2005).

La propagacién convencional de zabila se realiza me-
diante la separacion de brotes o hijuelos de la base de
las plantas adultas, teniendo una tasa de reproduccién
estimada de 3 a 4 brotes por planta al afio (Aggarwal
y Barna 2004) por lo que se considera muy lenta e in-
suficiente para satisfacer la demanda a nivel comercial
(Meyer y Van Staden 1991).

Diversos métodos para la propagacion de zabila basa-
dos en las técnicas de cultivo de tejidos se han desa-
rrollado con resultados satisfactorios que incrementan
el nimero de plantas y aceleran la tasa de reproduc-
cion (Mukherjee y RoyChowdhury 2008; Supe 2007;
Hosseini y Parsa 2007; Matos 2007; Albany et al.,
2006; Aggarwal y Barna 2004; Liao et al., 2004; Matos
et al., 2000). Sin embargo, la implementacion de esta
tecnologia mediante la micropropagacion a escala co-
mercial esta seriamente limitada por los altos costos de
produccion (Savangikar 2004).

Entre los factores involucrados que incrementan los
costos en la micropropagacion de plantas, se desta-
can: el elevado ndmero de operaciones manuales que
implican un costo entre el 40 y 90 % por mano de obra
(Pérez et al., 2000; Etienne y Berthouly 2002; Satyahari
2005), el gasto por energia eléctrica estimado entre el
60 y 65 % de los costos de laboratorio (Ahloowalia
y Savangikar 2004; Kodym y Zapata 1999) y el uso
de agentes gelificantes en los medios de cultivo que
representan entre el 70 y 90 % de los costos del medio
de cultivo (Prakash et al., 2004; Orellana 1998).

La implementacion de metodologias de propagacion
basadas en el empleo de medios de cultivo liquidos
que prescinden del agente gelificante, definitivamen-
te reducen los costos de produccion (Preil 2005;
Aggarwal y Barna 2004). Ademas, éstos facilitan la
absorcion de nutrientes por parte de los tejidos, dis-
minuyen el tiempo requerido para el desarrollo de
los cultivos (Alcaraz-Meléndez et al., 2002); simplifi-
can las operaciones de preparacion y dispensado del
medio, permitiendo establecer métodos de control y
muestreo en cada etapa y sustentan el desarrollo pro-
puestas para la automatizacién de los procesos in vitro
(Satyahari 2005; Etienne y Berthouly 2002).

Los sistemas de inmersion temporal (SIT) fueron con-
cebidos para viabilizar la comercializacién de la micro-
propagacion, ya que éstos permiten la automatizacion
o semiautomatizacion de los sistemas de cultivo (Geor-

giev et al., 2014), ademas el principio someter al tejido
de la planta cultivada a ciclos alternos de inmersion
temporal (pocos minutos) en el medio liquido seguido
del drenaje y la exposicion del tejido a un medio am-
biente gaseoso renovado mejoran considerablemente
la produccion y calidad de los cultivos in vitro (Geor-
giev et al., 2014; Etienne y Berthouly 2005).

Aunque la mayoria de los métodos desarrollados para
la micropropagacion de zabila se basan en el uso de
medios de cultivo con diferentes agentes gelificantes
(Matos 2007; Liao et al., 2004; Matos et al., 2000; Roy
y Sakar 1991), se han obtenido resultados prometedo-
res con el uso de medios de cultivo liquidos emplean-
do diferentes sistemas como son: estaticos, agitados y
con inmersién temporal; todos ellos para la etapa de
multiplicacion in vitro de zabila (Vilchez et al., 2007;
Albany et al., 2006; Aggarwal y Barna 2004).

Con el propésito de prescindir del uso de agentes ge-
lificantes en los medios de cultivo que encarecen los
costos de produccién de las plantas y limitan la micro-
propagacion comercial de zabila, se comparé el uso
del medio de cultivo liquido estatico o de inmersion
temporal con el medio gelificado en la etapa de es-
tablecimiento, multiplicacién y enraizamiento in vitro
de zébila.

Materiales y métodos

Material vegetal

Para iniciar la investigacion se seleccionaron hijuelos
de zabila sanos de 20 a 30 cm de longitud, de un lote
de plantas adultas ubicadas en los canteros del propa-
gador del Vivero de la Universidad del Zulia, Venezue-
la (10°41’12”LN con 71°38’05”LO a 36 msnm).

Etapa de Establecimiento in vitro

Se disend un experimento totalmente al azar con un
arreglo aleatorizado para evaluar el efecto del medio
de cultivo liquido estatico con puente Heller (soporte
de filtro de papel) y compararlo con el medio gelifica-
do con 4 g L' de agargel (SIGMA).

Los hijuelos de zabila seleccionados del vivero universita-
rio se sometieron a un primer lavado con agua corriente
y jabén liquido comerecial, eliminandoles los restos de sus-
trato y raices. Seguidamente se realizé el procedimiento
de desinfeccion descrito por Albany et al. (2006) y en
condiciones asépticas los vastagos de 3 cm de longitud
fueron seccionados hasta obtener el explante, constitui-
do de la yema apical del vastago recubierta en la base
por 3 a 4 hojas, con una altura promedio de 1 cm y un
diametro de 0.5 cm, aproximadamente.

Los explantes fueron introducidos en tubos de en-
sayos de 150 x 20 mm (Bellco Glass) cubiertos con
tapones de polipropileno (Bellco Glass INC. Kaputs),
que contenian 15 mL de medio de cultivo MS (Mu-
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rashige & Skoog 1962) de pH 5.8, suplementado con
100 mg L' mioinositol, 100 mg L' de acido ascérbico,
25 mg L' de cisteinay 30 g L' de sacarosa; sin adicion
de reguladores de crecimiento.

Se establecieron 10 repeticiones de 3 unidades ex-
perimentales cada repeticion, para un total de 30
explantes en cada tratamiento (medio liquido y me-
dio gelificado). La unidad experimental estuvo repre-
sentada por un tubo de ensayo con un explante y las
variables evaluadas fueron el porcentaje de explantes
establecidos a los 7, 14 y 21 dias de cultivo y el por-
centaje de explantes contaminados y la altura del ex-
plante al finalizar el periodo de cultivo (21 dias).

Multiplicacion in vitro de zdbila en los Recipientes
de Inmersién Temporal Automatizado (RITA®)

Para evaluar el efecto del medio de cultivo liquido en
la multiplicacién in vitro de zabila se seleccionaron los
envases comerciales denominados RITA®y se comparé
con el medio gelificado, ya que éste es el comidnmente
utilizado en la multiplicacién in vitro de zabila (control).

Se realizaron dos experimentos, en el primero se evalué
la frecuencia de inmersion de cada 6, 8 y 12 h con 1
min de inmersion. En el segundo experimento se evaluo
el tiempo de inmersién de 1, 2, 3 y 4 min con la frecuen-
cia seleccionada del primer experimento de cada 8 h.

En cada experimento se utilizé un disefio experimen-
tal totalmente al azar con cuatro repeticiones por tra-
tamiento. Para los tratamientos liquidos se agregaron
200 mL de medio de cultivo a los RITA® y para el trata-
miento control se agregé 50 mL de medio de cultivo
gelificado con 4 g L' de agargel (SIGMA) en frascos de
vidrio de 1 L de capacidad.

Se seleccionaron brotes de zabila in vitro que poseian
entre 2 y 3 cm de longitud con un minimo de 3 hojas
desarrolladas, del cuarto ciclo de multiplicacion. En
condiciones asépticas se individualizé cada brote y se
decapité a una longitud promedio de 1 cm desde la
base hacia el extremo distal de las hojas y se sembra-
ron diez explantes en cada envase.

En los dos experimentos se utilizé el medio de culti-
vo MS (Murashige y Skoog 1962), suplementado con
100 mg L' mioinositol, 100 mg L' de acido ascorbico,
25 mg L' de cisteina, 1 mg L' de Bencilaminopurina
(BAP) y 30 g L' de sacarosa; a pH 5.8. Las variables
evaluadas fueron el ndmero de brotes/explante y la
altura del explante a los 30 dias de cultivo.

Enraizamiento in vitro de zdbila en medio liquido

y gelificado

Para comparar el efecto del medio liquido y gelificado
en el enraizamiento in vitro se seleccionaron brotes
de zabila de tamano comprendido entre 3 y 6 cm de
altura, procedentes de un séptimo subcultivo de pro-

pagacion in vitro. A estos brotes se les elimin6 toda
brotacién de yemas laterales y se les realizé un corte
transversal del follaje para reducir la altura de los pro-
pagulos a 3 cm aproximadamente.

Los explantes fueron colocados individualmente en
tubos de ensayo que contenian 15 mL de medio de
cultivo liquido estatico con puente Heller o gelifica-
do con 4 g L' de agargel (tratamientos). Se utilizé el
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog 1962) con
una reduccion del 50% de las sales, suplementado con
100 mg L' mioinositol, 100 mg L' de acido ascérbico,
25 mg L' de cisteinay 30 g L' de sacarosa; a pH 5.8.

A los 10, 20 y 30 dias de cultivo se evalu6 el porcen-
taje de brotes enraizados; y al finalizar el cultivo (30
dias) se evalud la altura de la vitroplanta, el nimero y
longitud de raices. Se utiliz6 un diseno experimental
completamente al azar, con ochenta repeticiones por
tratamiento.

Condiciones generales de crecimiento in vitro

Las etapas de establecimiento, multiplicacion y en-
raizamiento, se desarrollaron en un cuarto de cre-
cimiento in vitro con una temperatura promedio de
26°C£2°C con luz blanca fluorescente continua (40W)
y una intensidad de 150 pmol m? s™.

Para el analisis estadistico los valores porcentuales de
las variables dependientes en la etapa de estableci-
miento y enraizamiento, fueron transformados a través
de la ecuacion n'?+ 4, donde n es el valor porcentual.

Los datos de todas las variables dependientes fueron
evaluados mediante el andlisis de varianza simple y la
prueba de comparacion de medias por Tukey. Todos
los analisis estadisticos se realizaron con el programa
computarizado Statistix version 8.0 (2003) para am-
biente Windows de Microsoft®.

Resultados y discusién

Establecimiento in vitro en medio liquido y gelificado

El porcentaje de explantes contaminados, la altura del
explante y el porcentaje de explantes establecidos a
los 7 y 14 dias, fueron afectados por la condicién del
medio de cultivo en la etapa de establecimiento in vi-
tro de zabila. Sin embargo, todos los explantes que
sobrevivieron lograron establecerse independiente-
mente del medio de cultivo a los 21 dias (tabla 1).

El porcentaje de explantes contaminados observado
en el medio gelificado fue duplicado en el medio liqui-
do. La presencia de microorganismos en los medios
liquidos puede ser detectada facilmente por los colo-
res, texturas, turbidez uniforme o no, peliculas o sedi-
mentos de las sustancias que estos microorganismos
segregan en el medio (Alvarado 1998). En los medios
gelificados se observé oscurecimiento del medio pro-
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Tabla 1. Efecto del medio liquido estatico con puente Heller y gelificado con agargel sobre el porcentaje de explantes
contaminados, porcentaje de explantes establecidos y altura del explante en la etapa de establecimiento in vitro de zébila.

Condicion del Explantes contaminados Explantes establecidos (%) a los Altura del explante

medio (%) a los 21 dias 7 dias 14 dias 21dias (cm) a los 21 dias
Liquido 25.55a 48.45 a 87.75 a 100 a 3.81a
Gelificado 11.11b 24.67 b 71.56 b 100 a 3.03b

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.

bablemente por liberacion de fenoles que dificulto la
detecciéon de los contaminantes, incrementandose el
riesgo de obtener pérdidas en etapas posteriores a la
del establecimiento, como la multiplicacion. En tal sen-
tido, la necesidad de observar los contaminantes para
su eliminacion oportuna es un aspecto que debe to-
marse en cuenta incluso para elegir el agente gelifican-
te (Capote et al., 2002), los que brindan una apariencia
traslucida similar al medio de cultivo liquido (phytagel
y gellan gum) son los mas costos.

Se ha evaluado el porcentaje de explantes contamina-
dos en la etapa de establecimiento in vitro de zabila en
medios de cultivo gelificado; pero para demostrar la in-
fluencia del contenido de sacarosa (Tanabe y Horiuchi
2006) y el efecto del método de desinfeccion superfi-
cial empleado (Albany et al., 2006; Matos et al., 2000).
No obstante, el resultado obtenido en esta investiga-
cion de 11.11 % de explantes contaminados en el me-
dio gelificado fue similar al reportado por Albany et al.
(2006) de 9.09 % e inferior al obtenido por Matos et
al. (2000) con el 24 %. En cuanto al medio liquido no
hay precedentes para establecer comparaciones apro-
piadas; y aunque resulté estadisticamente superior al
medio gelificado en este estudio, permitié identificar
rapidamente el material contaminado y excluir de for-
ma temprana cualquier fuente de contaminacion.

El porcentaje de explantes establecidos a los 7 dias
de cultivo en el medio liquido fue superior que en el
medio gelificado (tabla 1), tendencia que se mantuvo
hasta los 14 dias de cultivo. Sin embargo, todos los
explantes lograron establecerse a los 21 dias, indepen-
dientemente de la condicion del medio de cultivo.

Estos resultados parecieran estar relacionados con la
facilidad que tienen los tejidos de absorber los nutrien-
tes de los medios liquidos y manifestar crecimiento en
poco tiempo; mientras que los medios de cultivo geli-
ficados limitan la absorcion de los nutrientes (Lorenzo
et al., 1998), ya que éstos pasan a formar parte de la
matriz del gel y los explantes requieren mayor tiempo
para manifestar crecimiento.

Por otra parte, durante los primeros 7 dias de cultivo
se observo la presencia de compuestos fendlicos en
la base de los explantes en ambos medios de cultivo

(liquido y gelificado); sin embargo, en el medio gelifi-
cado se evidencié mayor ennegrecimiento en la su-
perficie de contacto con el medio de cultivo debido
a la menor tasa de difusion. El alto contenido de estos
compuestos fendlicos causa oxidacion en el medio de
cultivo (Matos 2007), dificultando el establecimiento
de la zabila in vitro, ya que estas sustancias fendlicas
son reconocidas como inhibidores del crecimiento
(Roy y Sakar 1991). Estas razones pudieran estar re-
lacionadas con la disminucién del crecimiento de los
explantes en los medios de cultivo gelificado durante
las primeras semanas de cultivo; contrariamente los
explantes del medio liquido lograron contrarrestar los
efectos negativos de la oxidacion, ya que estos com-
puestos se diluyen con mayor facilidad en el medio
liquido; afectando en menor grado el crecimiento de
los explantes.

Hasta el momento, s6lo se ha utilizado medio gelifica-
do para el establecimiento in vitro de zabila con resul-
tados similares en cuanto al tiempo de crecimiento de
los explantes; reportandose después de 15 dias (Natali
et al,, 1990; Matos et al., 2000) y de 4 semanas de cul-
tivo (Liao et al., 2004). Los resultados de esta investiga-
cién ponen de manifiesto la eficiencia de los medios
de cultivo liquido para la etapa de establecimiento in
vitro de zabila.

Al cabo de 21 dias de cultivo se observé mayor altura
en los explantes establecidos en el medio de cultivo
liquido en comparacién con el medio gelificado (tabla
1). Esta respuesta esta directamente asociada a la ab-
sorcion de nutrientes sin mayores restricciones en los
explantes cultivados en medio liquido.

Resultados similares a esta investigacién fueron repor-
tados por Matos et al. (2000), Natali et al. (1990) y Ag-
garwal y Barna (2004) con valores que oscilaron entre
2 y 4 cm de altura de explantes de zabila en la etapa
de establecimiento, pero después de 30 dias de cultivo.

Multiplicacion in vitro de zdbila en los Recipientes de
Inmersion Temporal Automatizado (RITA®)

La frecuencia de inmersion durante la multiplicacion
in vitro de zabila, afecté el ndmero de brotes de los
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explantes crecidos en los RITA®; resultando mayor
cuando se increment6 la frecuencia a 8 y 6 h, sin dife-
renciarse del nimero de brotes obtenidos en el medio
gelificado. Entre tanto, la altura del explante siempre
fue mayor en todas las frecuencias de los RITA® que
en el medio gelificado (tabla 2).

El tiempo de inmersién en los RITA® s6lo afecto el nu-
mero de brotes por explante, obteniendo una mayor
brotacién en el menor tiempo con un valor promedio
similar al control (medio gelificado); mientras que la al-
tura del explante no varié entre los tratamientos en los
RITA®; pero todas fueron superiores a la alcanzada por
los explantes crecidos en el medio gelificado (tabla 3).

Los valores obtenidos para la altura del explante en
relacién al nimero de brotes en ambos experimentos
de los RITA®, parecieran indicar que los nutrientes del
medio liquido son asimilados rapidamente por los ex-
plantes, evidenciandose en mayor altura del explante
en detrimento de la formacién de brotes. Esta hipo-
tesis puede ser corroborada con el comportamiento
de los explantes en el medio gelificado (control) los
cuales mostraron mayor equilibrio entre el crecimiento
del explante y el nidmero de brotes emitidos por éstos;
como consecuencia de la absorcion de los nutrientes
s6lo por la base del explante y de forma paulatina, de-
bido a la retencién que ejerce la matriz del gelificante;

mientras que en los RITA® el contacto intermitente del
medio nutritivo con los explantes le proporciona una
capa delgada de medio que se adhiere en toda la su-
perficie del explante por cohesion y se renueva con
cada inmersion.

Al respecto se ha demostrado que las condiciones
de los sistemas de inmersion temporal (SIT) y de los
medios liquidos en agitacion orbital favorecen un ma-
yor crecimiento de tallos y hojas que no son aprove-
chables para la etapa de multiplicacion (Albany et al.,
2006 y 2005).

En la multiplicacion in vitro de zabila, se ha sefalado
una mayor altura del explante en medios de cultivo li-
quidos en agitacion orbital (50 rpm) en comparacion al
medio gelificado con 3.85 y 2.83 cm, respectivamente
y similar coeficiente de multiplicacion entre ambos ti-
pos de medio de cultivo con 3.75 brotes por explante
(Albany et al., 2006). Mientras que Aggarwal y Barna
(2004) compararon el medio de cultivo liquido estati-
co con el medio gelificado; obteniendo 5.1 brotes por
explante en los medios liquidos y 4.8 brotes/explante
en los medios gelificados.

Cabe destacar que el origen de las diferencias entre
el nimero de brotes obtenidos en esta investigacion y
los senalados con anterioridad, se debe principalmen-
te a las diferencias entre las formas de cultivo liquido

Tabla 2. Efecto de la frecuencia (6, 8, 12 h) con 1 min de inmersién en los RITA®sobre el nimero de los brotes/explante y la altura

del explante en la etapa de multiplicacién in vitro de zabila.

Frecuencia de inmersion (h) Ndmero de brotes/explante Altura del explante (cm)
12 2.12b 5.87 a
8 2.86a 6.01 a
6 2.99a 597 a
Medio gelificado (control) 3.02 a 3.42b

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.

Tabla 3. Efecto del tiempo de inmersién (1, 2, 3 y 4 min) con una frecuencia de cada 8 h en los RITA®sobre el niimero de los
brotes/explante y la altura del explante enla etapa de multiplicacién in vitro de zabila.

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.

Tiempo de inmersion (min) | Nuamero de brotes/explante Altura del explante (cm)
1 293 a 4.86 a
2 2.42b 50T a
3 2.33 b 4.43 a
4 2.16 b 4.56 a
Medio gelificado (control) 3.16 a 3.24b
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empleado, relacionadas con el RITA®, el medio liquido
estatico (Aggarwal y Barna 2004) y en agitacion orbital
(Albany et al., 2006). Ademas, la composicién de los
medios de cultivo utilizados y la manera de medir la
variable con seguridad afianzaron las diferencias.

Estudios realizados por Vilchez et al. (2007) en la
multiplicacion in vitro de zabila demuestran que una
frecuencia de 3 veces al dia durante 2 min, permite
obtener mayor nimero de brotes en los RITA® (2.75)
y al variar los tiempos de inmersion (1, 2 y 3 min) no
se reportaron diferencias para el nimero de brotes;
pero si mayor longitud del explante (5.01 cm) en los
RITA® con 1 min de inmersion tres veces al dia. Estos
resultados son similares a los mostrados en esta inves-
tigacion con las frecuencias de 8 y 6 h, que arrojaron
los mayores valores de brotes por explante con 2.86 y
2.99, respectivamente; y cuando se variaron los tiem-
pos de inmersion (1, 2, 3 y 4 min) se observé mayor
ndmero de brotes (2.93) en inmersiones de 1T min cada
8 h, con similar altura entre los explantes de los RITA®,

Enraizamiento in vitro de zdbila en medio liquido

y gelificado

Transcurridos 30 dias de cultivo en la etapa de enraiza-
miento, las variables altura de la vitroplanta, el nimero
y la longitud de las raices; no mostraron diferencias
estadisticas (P < 0.05) por efecto del medio liquido en
comparacién con el medio gelificado. El porcentaje de
explantes enraizados, mostr6 diferencias por efecto de
la condicién del medio de cultivo sélo a los 10 y 20
dias de cultivo (tabla 4).

Durante los primeros dias de cultivo fue notoria la di-
ferencia en el crecimiento de los brotes cultivados en
el medio liquido; corroborando de esta manera la faci-
lidad que tienen los explantes de absorber los nutrien-
tes del medio liquido en comparacion con el medio
gelificado.

A los 10 dias de cultivo, el porcentaje de brotes enrai-
zados en el medio liquido duplico el valor porcentual
alcanzado en el medio gelificado. Sin embargo, a los
20 dias de cultivo disminuyé esta diferencia; pero se
mantuvo mayor porcentaje de brotes enraizados en el

medio liquido. Treinta dias después, los brotes coloca-
dos en medios gelificados (figura 1a) y liquidos (figura
1b) enraizaron casi en su totalidad, eludiendo las dife-
rencias estadisticas existentes entre ellos.

Este comportamiento pudiera estar relacionado con la
mayor resistencia que proporciona la matriz del medio
gelificado a los brotes sin raices para absorber los com-
ponentes del medio de cultivo, en comparacion con el
medio liquido. Es evidente que durante los primeros
dias de cultivo, los brotes colocados en el medio liqui-
do comienzan a absorber rapidamente los nutrientes,
por lo que se agotan estos nutrientes del medio de
cultivo con la misma velocidad. Razén por la cual a
medida que transcurre el tiempo de cultivo, comienza
a disminuir la diferencia entre el porcentaje de brotes
enraizados en el medio liquido con respecto al medio
gelificado.

Al respecto, Tanabe y Horiuchi (2006), senalan que la
concentracion del gelificante influye en la capacidad
de las plantulas de zabila en absorber agua y otros
componentes del medio de cultivo. Estos investiga-
dores demostraron que el porcentaje de ganancia de
peso de las plantulas aumenté a medida que se dis-
minuyé la concentracion del gelificante, obteniendo
74 % de ganancia de peso con 4 g L' de gellan gum.

Por otra parte, Orellana (1998) sefala que el uso del
medio de cultivo liquido permite la difusion de los re-
siduos toxicos de las vitroplantas, principalmente los
compuestos fendlicos que son abundantes durante la
iniciacion de las raices en la etapa de enraizamiento y
disminuyen el periodo de las plantas para ser llevadas
a la etapa de aclimatacion. Ademas Gangopadhyay et
al. (2002), afirman que existe una alta frecuencia de
danar las raices al momento de extraerlas del medio
gelificado para el trasplante, y cuando quedan restos
del gelificante sobre las raices puede favorecer el cre-
cimiento de hongos y bacterias.

En los trabajos del género Aloe, se observa una alta
capacidad de enraizamiento por parte de los brotes in
vitro de zabila al utilizar diferentes agentes gelificantes
con la adicién o no de auxinas al medio de cultivo.
Al respecto Meyer y Van Staden (1991), reportaron el

Tabla 4. Efecto del medio liquido-estatico y gelificado con agargel sobre el porcentaje de brotes enraizados, altura de la
vitroplanta, nimero y longitud de las raices en la etapa de enraizamiento in vitro de zabila.

Brotes enraizados (%) a los A los 30 dias de cultivo
Condicion del ; -
—i 10 dfas 20 dias 30 dias ' Altura de la Numfero de Long.éltud de las
vitroplanta (cm) raices raices (cm)
Liquido 42.65 a 72.76 a 100 a 7.54 a 1.65a 3.73 a
Gelificado 21.34b 59.53 b 98.96 a 7.33 a 1.79 a 398 a

Valores seguidos de letras distintas difieren estadisticamente (P < 0.05) para la prueba de minima diferencia significativa de Tukey.
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Figura 1. Brotes enraizados in vitro de zébila obtenidos a los treinta dias de cultivo. En sistemas de medio gelificado con 4 g L' de

agargel (a). En medio liquido estdtico con puente Heller (b).

100 % de brotes de zabila enraizados con una altura
entre 5y 6 cm utilizando IBA como fuente auxinica y
el gelrite como agente gelificante. A diferencia de Na-
tali et al. (1990) quienes utilizaron un medio de cultivo
sin auxinas y gelificado con agar, pero igual obtienen
el 100 % de enraizamiento a los 7 y 10 dias de cultivo;
tiempo similar (10 dias aproximadamente) en el que
Matos et al. (2000) en un medio de cultivo sin hor-
monas y con gellan como agente gelificante lograron
el enraizamiento de zdbila, mientras que Aggarwal y
Barna (2004) después de 15 dias de cultivo obtienen
100 % de brotes enraizados de zabila en medios de
cultivo gelificados con agar y sin auxinas.

Los resultados anteriormente sefalados indican que
los brotes de zabila tienen un alto potencial de formar
raices adventicias, corroborandose en esta investiga-
cion tanto en los medios de cultivo liquido como en
los gelificados. Ahora bien, en funcién del objetivo de
esta investigacion en disminuir de los costos de pro-
duccién es pertinente destacar la eficiencia alcanzada
en esta etapa, al obtener el 100 % de los brotes de
zabila enraizados en un medio de cultivo sin agente
gelificante, reguladores de crecimiento y con una re-
duccion al 50 % de las sales de MS.

Esta investigacion constituye el primer aporte cientifi-
co del uso de medio de cultivo liquido en zabila para
la etapa de establecimiento in vitro y el segundo se-
nalamiento de empleo de RITA® en la etapa de mul-
tiplicacion y de medio liquido estatico en la etapa de

enraizamiento; con resultados satisfactorios en todos
los casos.

Conclusiones

La micropropagacion de Aloe barbadensis Mill. basada
en medio de cultivo liquido es mas sencilla y satisfacto-
ria que los medios gelificados, con altas posibilidades de
automatizar el proceso in vitro para fines comerciales.

El medio de cultivo liquido-estatico con puente Heller
empleado en la etapa de establecimiento y enraiza-
miento in vitro favorece el crecimiento y regeneracion
de los brotes de zabila, resaltando la reduccién de los
costos de los componentes del medio de cultivo que
conlleva la omisiéon del gelificante y la exclusion de
reguladores de crecimiento y reduccion del 50 % de
sales de MS en el medio de cultivo de enraizamiento
en ambas etapas.

La multiplicacion in vitro en los sistemas de inmersion
temporal tipo RITA® facilitan la absorciéon de los nu-
trientes por parte de los explantes de zabila traducién-
dose en mayor crecimiento, al tiempo que se reducen
los costos del medio de cultivo y abren la posibilidad
de estudiar otros factores para aumentar el nimero de
brotes en esta etapa.
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Resumen

El hame Criollo (Dioscorea alata) y el fiame Espino (Dioscorea rotundata) se constituyen como las dos especies mayormen-
te cultivadas en el departamento de Sucre, Colombia. Por esta razén en la Universidad de Sucre se han implementado
técnicas para lograr su conservaciéon mediante la propagacion in vitro, sin embargo esta metodologia conserva las acce-
siones por un periodo no mayor a los 4 meses, provocando continuos subcultivos, aumento de costos y mano de obra.
Por ello la presente investigacion tuvo como objetivo establecer medios de cultivo éptimos para la conservacion in vitro
por crecimiento minimo de diferentes accesiones (D. alata y D. rotundata) pertenecientes al banco de germoplasma de
la Universidad de Sucre, durante un periodo de 8 meses. Esto mediante la modificacién del medio de cultivo base MS;
con los siguientes osmolitos: sacarosa, manitol y sorbitol. Se avaluaron 8 tratamientos (T) en los siguientes porcentajes T,
(control) (3:0:0), T» (0:1,5:0), T5(0:0:2), T4 (0:1,5:2), T5 (0:0:1) y Te (0:0:3), T7(0:1,5:1) y Ts(0:1,5:3). Cada 30 dias se evalu6:
supervivencia (%), hojas expandidas (%), longitud del tallo y raiz, nimero de nudos y raices, oxidacion (%), senescencia
foliar (%) y callo (%). Los resultados mostraron que las especies D. alata y D. rotundata, se conservan de forma 6ptima, en
la combinacion T4(0:1,5:2), donde se evidencia un alto porcentaje de supervivencia, un minimo porcentaje de senescencia
foliar y un desarrollo restringido en el resto de variables. Garantizando asi la disponibilidad y el desarrollo normal de las
accesiones en un periodo superior a 4 meses.

Palabras clave: name, manitol, sorbitol, sacarosa.

Abstract

Dioscorea alata cv. “Criollo” and Dioscorea rotundata cv. “Espino” are constituted as the two cultivars mostly cultiva-
ted in the department of Sucre, Colombia. For this reason the University of Sucre has been implementing tissue culture
techniques for their multiplication throughout in vitro propagation. However, this methodology support accessions for a
period about 4 months, causing continuous subcultures, increased costs and labor. Therefore the objective of the present
investigation was to establish an optimal culture media for in vitro minimal growth conservation of different accessions (D.
alata and D. rotundata) from the University of Sucre yam”s genebank , for a period of 8 months by modifying the basic
MS culture medium. The following osmolytes were used: sucrose, mannitol and sorbitol in different percentages (S:M:S).
Eight treatments (T) in the following percentages were evaluated: T: (control) (3:0:0), T2 (0:1,5:0), T5(0:0:2), T4 (0:1,5:2), Ts
(0:0:1) y Te (0:0:3), T7 (0:1,5:1) y Ts (0:1,5:3). Every 30 days data was recorded for: survival (%), expanded leaves (%), length
of stem and roots, number of leaves and roots, phenolization (%), leaf senescence (%) and callus presence (%). The best
results for D. alata and D. rotundata, were observed in treatment T4 (0:1,5:2), where a high percentage of survival evidence,
a minimum percentage of leaf senescence and a limited response for the other variables. Therefore, these results indicate
the potential of this media, to increase 100% in vitro growth conservation over the conventional media, and ensuring the
viability and normal development of the accessions for more than four months period.

Key words: yam, mannitol, sorbitol, sucrose.
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Introduccién

Dioscorea es uno de los seis géneros pertenecientes
a la familia Dioscoreaceae que comprende mas de
650 especies distribuidas en las zonas tropicales de
alta pluviosidad (Thurston, 1998). El Rame Dioscorea
sp, es un tubérculo de gran importancia para los pe-
quenos productores de la region caribe colombiana,
de este cultivo dependen numerosas familias de agri-
cultores de esta region (Reina, 2012), y desarrollo de
mercados en el marco de los tratados de libre co-
mercio (TLC). Por lo cual desarrollar investigaciones
orientadas a la comprension de sus caracteristicas y
a buscar soluciones a los problemas presentados por
el cultivo es de vital relevancia.

En el departamento de Sucre las especies mas culti-
vadas son el Aame “Espino” (Dioscorea rotundata)
y el Rame “Criollo” (Dioscorea alata), con un 75%
de la cantidad total cultivada (Reina, 2012). En esta
zona del pais el hame se produce de forma vegeta-
tiva mediante el fraccionamiento de los tubérculos,
ocasionando, en algunos casos, la transferencia de
enfermedades de un ciclo a otro y de una localidad
a otra. (Rodriguez, et al., 2008). Por ello surgi6 la ini-
ciativa de implementar nuevas metodologias para la
conservacion de estas especies, tal como el cultivo
in vitro. A través de esta metodologia la Universidad
de Sucre establecié un banco de germoplasma en el
cual se resguardan las especies anteriormente men-
cionadas.

La conservacion de este cultivo en un banco de ger-
moplasma constituye la soluciéon a los problemas
presentados por el cultivo en campo. Existen repor-
tes sobre micropropagacién de algunos fames co-
mestibles como D. rotundata cv. “Espino” (Acosta y
Beltran, 2001); D. alata cv “Pico de Botella” (Rodri-
guez y Beltrdn, 2001); embriogénesis somdtica en
D. alata cv “Diamante 22" (Espitia y Quintero, 1999)
(citados en Salazar, 2002). Sin embargo, el cultivo
in vitro de Dioscorea spp presenta desventajas tales
como periodos cortos entre subcultivos (3 a 4 me-
ses), que traen como consecuencia el aumento de
costos y uso de mano de obra, afectando la estabi-
lidad genética de las accesiones y comprometiendo
la asepsia de las mismas (Acedo y Arradoza, 2006).

En este sentido fue necesario aplicar un nuevo mé-
todo de conservacién que permitiera extender los
periodos de subcultivo y asi evitar la pérdida del ma-
terial, el aumento de costos y mano de obra. Este mé-
todo es denominado conservacion bajo crecimiento
minimo, con el cual se logra restringir de forma direc-
ta el crecimiento y desarrollo de una planta mediante
el estrés osmético controlado que generan algunos
componentes del medio de cultivo, tales como los
azucares y azucares de alcohol en combinacién
con parametros ambientales controlados (Neiva y
Jiménez, 2010). Existen reportes de conservacion en
Dioscorea, spp como “Dioscorea alata L, clon “Cara-

queno” (Borges et al., 2009), en este estudio logra-
ron conservar y regenerar plantas in vitro a partir de
segmentos uninodales de D. alata L clon caraqueno
durante 9 y 12 meses, con diferentes concentracio-
nes de manitol, sacarosa y BAP, también se han rea-
lizado estudios en otras especies como “Dioscorea
alata, D. rotundata, D. bulbifera y D. trifida” (Carmo-
na, et al, 2013), lograron conservar cuatro especies
in vitro de hame a partir de la combinacién de saca-
rosa, manitol y sorbitol por un periodo superior a seis
meses. Estos métodos han sido exitosos, sin embargo
en esta dltima investigacion las especies respondie-
ron de forma distinta a los diferentes tratamientos,
de tal manera que cada especie tenia un medio en
el cual se mantuvo bajo las condiciones de conserva-
cion adecuadas durante la investigacion.

Por las razones anteriormente expuestas este trabajo
tuvo como objetivo establecer medios de cultivo 6p-
timos para la conservacion in vitro por crecimiento
minimo de diferentes accesiones pertenecientes al
Banco de Germoplasma de name de la Universidad
de Sucre. Esto durante un periodo de 8 meses y con
base en la modificacion del medio de cultivo con
distintos niveles de manitol y sorbitol de forma indi-
vidual y combinada.

Materiales y métodos

Ubicacion geogrdfica

Esta investigacion se realizé en el Laboratorio de
Biotecnologia y Cultivo de Tejidos Vegetales de la
Universidad de Sucre, sede Puerta Roja. Esta se ubica
en la ciudad de Sincelejo, cuya posicion geogréfica
en Colombia es 9° 18’ de latitud norte y 75° 23’ de
longitud oeste del meridiano de Greenwich. Ortega
etal. (2011).

Técnicas y procedimientos generales

Obtencion del material vegetal

Se prepararon medios de micropropagacién para el
establecimiento de las plantas madre. Estos consistie-
ron en sales de Murashige y Skoog (MS) (1962), sa-
carosa 30 g/L, carbon activado 2 g/L, ANA 0,5 mg/L,
BAP 4 mg/L, tiamina Tmg/L, mioinositol 0,1g/L, agar
8 g/L, para Dioscorea alata. Para Dioscorea rotundata
se prepararon medios con las sales de Murashige y
Skoog (MS) (1962), sacarosa 30 g/L, carbén activado
2 g/L, ANA 0,1 mg/L, BAP 0,3 mg/L, tiamina T mg/L,
mioinositol 0,1g/L, y agar 3,25 g/L.

El pH del medio de cultivo se ajusté a 5,8 y se distri-
buyé en frascos de 182 cm?, a razén de 20 ml por
frasco. Finalmente se esterilizé por 20 min. a 15 psiy
121 °C. Los medios se observaron 7 dias, antes de su
uso, para descartar contaminacién preliminar.
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