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RESUMEN

La siembra de yampi (Dioscorea trifida)
y hame (D. alata) en Costa Rica se realiza
primordialmente con fines de exportacion a
Europa y Norteamérica. La produccion nacio-
nal se ve seriamente limitada por la falta de
semilla libre de plagas y enfermedades. Aunque
la produccion in vitro de semilla representa una
alternativa, una sobrevivencia baja de las plan-
tulas durante la aclimatizacion limita la aplica-
cion comercial de esta tecnologia. Se evalud el
efecto del paclobutrazol, la edad al trasplante, la
humedad durante el periodo de aclimatizacion
y el uso de un antitranspirante. Se encontrd
que la edad al trasplante y la regulacion de la
humedad durante las primeras etapas de la fase
de aclimatizacion son factores importantes en
la sobrevivencia de las plantulas de Dioscorea
producidas invitro, y su crecimiento durante las
primeras 6 semanas €X Vitro.

INTRODUCCION

El name (Dioscorea alata) y el yampi (D.
trifida) son originarios de las selvas del sureste
de Asia, la region boscosa de Africa occidental y
la Cuenca Amazodnica. Se caracterizan por tener
un tallo subterraneo el cual emite tallos aéreos,
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ABSTRACT

Acclimatization of in vitro produced
yampi (Dioscorea trifida) and fiame (D. alata)
plants. Yams (Dioscorea trifida and D. alata) are
cultivated in Costa Rica mainly as export products
to North America and Europe. Production is
seriously limited by the lack of high quality seed.
In vitro micropropagation represents a solution to
this problem, however this technology requires to
be optimized before it can be implemented, since
plantlets’ survival during acclimatization is very
poor. In this study, the addition of paclobutrazol,
the age of plantlets at the time of transplant to
the greenhouse, the control of humidity during
acclimatization, and the use of an anti-transpirant
were evaluated. It was found that the age of the
plantlets at the time of transplant and the control
of humidity during acclimatization are important
factors for plantlets’ survival and growth during
the 6 first weeks ex vitro.

raices y tubérculos que constituyen una fuente
rica de carbohidratos (Ledn 1978).

Su produccidn comercial es de gran impor-
tancia alimenticia en paises en desarrollo de las
regiones tropicales y subtropicales de Africa,
Asia y el Caribe (Ammirato 1984). En Costa
Rica, su produccion es con fines de exportacion a
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EE.UU., Europa y el Caribe, donde este producto
es consumido por comunidades de origen tropi-
cal. Las exportaciones de D. trifiday D. alataen
el 2004 fueron cercanas a 1,5 y 10,5 millones de
dolares, respectivamente (Procomer 2005).

Tradicionalmente el iame ha sido propa-
gado asexualmente a partir de tubérculos (ente-
ros o fragmentados) o de cortes de tallo (esque-
jes); sin embargo, estos métodos son ineficientes
para el abastecimiento de material propagativo
y no permiten una buena calidad fitosanitaria
del mismo (Forsyth y Van Standen 1982). Las
técnicas de propagacion in vitro han resultado
de gran utilidad para la solucion de estos pro-
blemas, ya que permiten una rapida multiplica-
cion de material libre de plagas y enfermedades
(Ammirato 1984).

En el proceso de propagacidon in vitro
de Dioscorea, durante la etapa de aclimatiza-
cidn de las plantulas, se reporta de 20-50% de
plantulas que no sobreviven, lo que dificulta
la aplicacion comercial de esta tecnologia
(Chacon 1999).

El cultivo de tejidos altera algunas carac-
teristicas morfologicas de las plantulas in vitro
tales como la composicion quimica de la capa
epicuticular (Preece y Sutter 1990), la forma
y distribucion de los estomas (Ziv 1990), y la
estructura de las hojas y los tallos (Pierik 1987).
También afecta caracteristicas fisiologicas como
la actividad estomatica y la funcionalidad de
las raices y las hojas (Dfaz-Pérez et al. 1995,
Huylenbroeck y Debergh 1996, Chacon et al.
2000). Estos cambios dificultan la capacidad de
algunas plantulas para adaptarse a las condicio-
nes externas, y por ello un niimero significativo
de plantas micropropagadas no sobrevive la etapa
de aclimatizacion (Preece y Sutter 1990).

A partir de los anos 90, han sido desarro-
lladas técnicas de aclimatizacion para aumentar
la sobrevivencia de las plantulas durante esta
etapa. Estas buscan limitar la pérdida de agua
que sufren las plantulas al ser trasplantadas al
invernadero, ya sea mediante la modificacion
del ambiente externo al cual son transferidas,
o mediante tratamientos directos a las plantas
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antes o después de su remocion del cultivo in
vitro, que normalicen su actividad fisiologica y su
composicion estructural. Algunas de las técnicas
utilizadas para modificar el ambiente externo son
la reduccion paulatina de la humedad relativa y
el aumento gradual en la luminosidad (Preece
y Sutter 1990). Para normalizar la actividad
fisiologica se recomienda el uso de antitranspi-
rantes (Voyiatzis y McGranaham 1994), para
reducir asi la pérdida de agua de las plantas, la
adicion de osmoreguladores y de retardadores
de crecimiento, principalmente del grupo de los
triazoles -como el paclobutazol- que bloquean la
sintesis de giberelinas y aumentan la resistencia
al estrés por factores bidticos, esto aparentemente
asociado a un incremento de antioxidantes en la
planta (Ziv 1990, Henderson et al. 1993, Torres y
Mogollén 2002).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar
el efecto del paclobutrazol, la humedad, la edad al
trasplante y el uso de un antitranspirante, con el
fin de aumentar la sobrevivencia, durante la acli-
matizacion, de plantulas de D. trifida y D. alata
micropropagadas.

MATERIALESY METODOS

El trabajo se llevd a cabo en el Laboratorio
de Biotecnologia de Plantas del Centro de
Investigaciones Agrondmicas de la Universidad
de Costa Rica.

El material inicial fue plantas de Dioscorea
trifida y D. alata establecidas in vitro y con 4
semanas de cultivo luego de su Gltima transferen-
cia. A estas plantulas se les elimin6 el nudo basal,
se individualizaron los nudos restantes, y estos
fueron colocados en los diferentes tratamientos.

El medio de cultivo fue el Murashige
y Skoog (1962) (MS) suplementado con mio-
inositol (100 mg 1), tiamina (0,5 mg 1), acido
nicotfnico (0,5 mg I'), piridoxina (0,5 mg 1),
sacarosa (4%) y solidificado con agar (7 g I').
El pH fue ajustado a 5,9 antes de autoclavar el
medio. Las plantas se cultivaron a 25°C y con un
fotoperiodo de 12 horas.
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Efecto del paclobutrazol invitroy la edad al
trasplante

Los tratamientos consistieron en plantu-
las con 4, 7, 10 y 13 semanas de cultivo en el
medio MS suplementado con paclobutrazol en
las siguientes concentraciones: 0, 0,5, 1,0 y 2,0
mg 1"\, Paclobutrazol es comercializado bajo las
marcas Cultar® o Bonzi®.

Efecto del tiempo de permanencia en el tunel
de aclimatizacién y del antitranspirante

Plantulas de 7 semanas de edad de cultivo
en el medio MS fueron trasplantadas al inverna-
dero. Los tratamientos consistieron en diferentes
tiempos de permanencia en el tunel de aclimati-
zacion (0, 2, 4 y 6 semanas) en combinacion con
la aplicacion del antitranspirante Primafresh® en
2 concentraciones (0 y 10%).

Al momento de transferir las plantulas al
invernadero, estas fueron sembradas en un sustra-
to esterilizado compuesto por fibra de coco:suelo
en proporcion 1:1. Las plantulas se cubrieron
con una tela de “pelon” para protegerlas de la
deshidratacion y los cambios bruscos de tem-
peratura y se colocaron en un tlnel de polietile-
no. Se regaron diariamente y fueron asperjadas
semanalmente con una solucién de Kilol® (1 ml
I'"y + Fosnutren® (1 ml I'!). Las condiciones en el
invernadero durante los meses en que se llevo a
cabo los ensayos fueron de 30-35°C (temperatura
diurna) y 20-25°C (temperatura nocturna), con
una humedad relativa de 70-90%.

Al momento del trasplante y a las 4
semanas de permanencia de las plantulas en
el invernadero, se evalud el nlimero de hojas y
la altura. Solamente a las 4 semanas se evalud
también el peso fresco, el peso seco y la sobre-
vivencia. Para la determinacion del peso seco,
las muestras fueron colocadas en una estufa a
58°C por 48 h.

Se determind el crecimiento de las plan-
tulas durante estas 4 semanas mediante el cal-
culo del porcentaje de incremento de cada una

de las variables evaluadas seglin la siguiente
formula:

V2-V1

% deincremento: * 100 (F1)

Vi
V.. valor al momento de la remocion de las plantulas del
medio de cultivo.
V,' valor después de 4 semanas de aclimatizacion.

1:

Para este ensayo la evaluacion del creci-
miento durante el proceso de aclimatizacion se
realiz6 hasta las 6 semanas.

Andlisis estadistico

En ambos experimentos se utilizd un dise-
flo irrestricto al azar con 4 repeticiones por
tratamiento. Cada repeticion estuvo constituida
por 10 plantulas. Se hizo un analisis de varianza
(ANDEVA) y se llevo a cabo una prueba de dife-
rencia minima significativa (DMS) para verificar
diferencias entre los tratamientos.

RESULTADOS

Efecto del paclobutrazol

La adicion de paclobutrazol al medio de
cultivo tuvo un efecto negativo sobre la sobrevi-
vencia de las plantas de D. trifida en el proceso
de aclimatizacion (p<0,05). La sobrevivencia de
las plantulas disminuy6 en 79, 78, 65 y 64% al
incrementarse la dosis del retardador de creci-
miento en 0, 0,5, 1 y 2 mg I, respectivamente.
No asi para D. alata, en cuyo caso no se observo
efecto sobre la sobrevivencia de las plantulas
(datos no mostrados).

La adicion de paclobutrazol al medio de
cultivo durante la fase III tuvo un efecto signi-
ficativo sobre el niimero de hojas, la altura, el
peso fresco y la acumulacion de materia seca en
plantas de D. trifida (p<0,05); y sobre la altura,
el peso fresco y la acumulacion de materia seca
en D. alata (p<0,05).
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En ambas especies se observd una relacion
lineal inversa entre la altura y la dosis del retardador
(Figura 1). Para el caso del peso seco, el com-
portamiento de las 2 especies fue diferente. En
D. trifida, la relacion entre el uso del paclobutra-
7ol y el peso de las plantas fue lineal y positiva;
mientras que en D. alata se observd mas bien un
comportamiento de tipo cuadratico (Figura 2).

Se observd una variacion en la forma de
la hoja en las plantulas de D. alata producidas en
medio de cultivo con paclobutrazol, en cualquiera
de las 3 dosis evaluadas. Estas presentaban 16bu-
los méas redondeados y pronunciados que le daban
forma de corazon (Figura 3).

En ninguna de las especies se observo
diferencias significativas entre los tratamientos,
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Fig. 1. Efecto del paclobutrazol sobre la altura de plantu-
las de D. trifiday D. alata producidas in vitro.
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Fig. 2. Efecto del paclobutrazol sobre el peso seco de plan-

tulas de D. trifida y D. alata producidas in vitro.
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Fig. 3.

Forma de las hojas de plantulas de D. alata pro-

ducidas in vitro en medio de cultivo sin paclobu-
trazol (izquierda) y con regulador (derecha).

en el crecimiento de las plantulas, durante el pro-
ceso de aclimatizacion por efecto de la adicion de
paclobutrazol al medio de cultivo. Tampoco se
observod efectos relacionados con la interaccion
entre la edad y la adicion del retardador de creci-
miento (datos no mostrados).

Efecto dela edad

En D. trifida se observd que la edad de
trasplante al invernadero tuvo un efecto impor-
tante sobre la sobrevivencia de las plantulas en
el proceso de aclimatizacion. Conforme la edad
fue mayor, menor fue la sobrevivencia de las mis-
mas, con una diferencia cercana al 50% entre las
plantulas de 4 semanas con respecto a las de 13
semanas (Figura 4).

No fue asi para el caso de D. alata, donde
a pesar de que hubo diferencias en la sobreviven-
cia de las plantulas de acuerdo a la edad (p<0,05),
la sobrevivencia fue cercana al 80% en cada con-
centracion (datos no mostrados).

El nimero de hojas y la altura de las
plantulas de D. trifida y D. alata producidas
in vitro fue mayor conforme mayor fue la edad
de estas. El peso fresco (datos no mostrados)
y el peso seco (Figura 5) de las plantulas tanto
de D. trifida como D. alata presentaron un
comportamiento sigmoidal. De 0-4 semanas
las plantulas presentaron un crecimiento lento;
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Fig. 4. Efecto de la edad al trasplante sobre la sobrevi-
vencia durante el proceso de aclimatizacion de
plantulas de D. trifida producidas invitro* Letras
iguales indican que no hay diferencia significativa
entre tratamientos a p=0,05.
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Fig. 5. Peso seco de plantas de D. trifida y D. alata pro-

ducidas in vitro de acuerdo a su edad.

de 7-10 semanas este fue acelerado; y por alti-
mo, a partir de la décima semana, las plantulas
presentaron mas bien una ligera disminucion
en el peso.

Las figuras 6 y 7 muestran la apariencia
general de las plantulas de Dioscorea en los
diferentes tratamientos, al momento que fueron
removidas del medio de cultivo para ser trasplan-
tadas al invernadero. Es posible apreciar como
los resultados numéricos obtenidos en los trata-
mientos, tanto para el efecto de la edad como para
el paclobutrazol, se ven reflejados en el aspecto
de las plantas.

La edad de trasplante al invernadero tuvo
un efecto importante en el desarrollo de las

plantulas, tanto de D. trifida (Figura 8) como
de D. alata (Figura 9), durante el proceso de
aclimatizacion (p<0,05). En general, para ambas
especies se encontrd que las plantulas que fue-
ron removidas del cultivo in vitro a las 4 6 7
semanas presentaron un crecimiento superior
(incremento porcentual en las variables evalua-
das) con respecto a las que fueron removidas a
las 10 6 13 semanas.

El crecimiento mayor de las plantulas de
D. trifida, luego de ser trasplantadas al inver-
nadero, se obtuvo cuando se utilizd plantulas
de 4 y 7 semanas, mientras que en D. alata fue
con la edad de 7 semanas. Las plantulas de 10
y 13 semanas presentaron valores inferiores
a cero en algunas de las variables evaluadas
(Figuras 8 y 9).

En D. alata un 65+5% de las plantulas
trasplantadas al invernadero con 10 semanas
de edad tuberizaron durante la fase de acli-
matizacion, en comparacion con un 0% de las
plantulas de 4 y 7 semanas de edad y un 15+9%
de las plantas de 13 semanas. Estos microtu-
bérculos fueron colocados en una camara de
germinacion, y al cabo de 4 semanas el 50-60
% de ellos habia brotado.

Efecto de la humedad

El tiempo de permanencia de las plantulas
de Dioscorea en el tanel de polietileno, afectd su
sobrevivencia y crecimiento durante la fase de
aclimatizacion (p<0,05).

El efecto fue més evidente en D. alata,
donde la variacidon en la sobrevivencia, de
acuerdo al tiempo de permanencia de las plan-
tulas en el tnel, fue casi de un 25%. Segin la
curva trazada a partir de los resultados obteni-
dos con los tratamientos, la sobrevivencia de D.
alata, durante la aclimatizacion, se incrementa
conforme mayor es el tiempo que las plantulas
son mantenidas dentro del tinel de polietileno,
hasta llegar a un maximo a las 5 semanas, a
partir de ese momento la sobrevivencia dis-
minuye. Para D. trifida, a pesar que el efecto
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Fig. 6. Apariencia, seglin la edad, de las plantulas de D. trifida producidas in vitro utilizando distintas dosis de paclobutrazol
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Fig. 7. Apariencia, segtin la edad, de las plantulas de D. alata producidas in vitro utilizando distintas dosis de paclobutrazol.
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Fig. 8. Efecto de la edad al trasplante al invernadero sobre el
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Fig. 9. Efecto de la edad al trasplante al invernadero sobre el

D. alata producidas in vitro.

fue menos determinante, se obtuvo una curva
similar a la de D. alata (Figura 10).

Ademas del efecto observado en la sobrevi-
vencia de las plantulas, el tiempo de permanencia

53

O# hojas
Daltura

H peso fresco

M peso seco

anas)

crecimiento durante la fase de aclimatizacion de plantas de

0O # hojas
O altura

@ peso fresco

M pPeso seco

Edad (semanas)

crecimiento durante la fase de aclimatizacion de plantas de

en el tanel de polietileno, tuvo influencia sobre su
crecimiento. En D. trifida se obtuvo un comporta-
miento cuadratico del incremento en el peso fresco
de las plantulas, de acuerdo a la permanencia de
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estas dentro del tanel. A partir de la curva
trazada se determind que el crecimiento mayor
se obtuvo cuando las plantulas permanecieron
3 semanas en el tnel de aclimatizacion. La
magnitud de la variacion entre tratamientos
con respecto a la altura y el nimero de hojas
fue baja (Figura 11).

Para D. alata, se encontrd variaciones
bastante evidentes en cuanto al incremento en
el peso fresco y el nimero de hojas de las plan-
tulas. El incremento mayor en el peso fresco de
las plantulas se obtuvo cuando estas permane-
cieron de 3 a 4 semanas en el tanel; mientras
que el incremento mayor en el nimero de hojas
se dio cuando permanecieron de 4 a 5 semanas.

110 T )
y=-0,0037x+0,0345x+0,909
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100 + . e
— ]

g 0¥

§ y=-0.0094x2+0,0938x+0,6675
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0 2 4 6 8
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Fig. 10.  Efecto del tiempo de permanencia de plantulas de D.
alatay D. trifida en el tanel de aclimatizacion sobre
la sobrevivencia.
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Fig. 11.  Efecto del tiempo de permanencia de plantulas

de D. trifida en el tanel de polietileno sobre su
crecimiento.
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Con respecto a la altura, se observd un com-
portamiento directamente proporcional entre el
incremento en altura y el tiempo de permanencia de
las plantulas en el tinel (Figura 12).

Efecto del antitranspirante

No hubo efecto del tratamiento con el
antitranspirante, durante la fase de aclimatiza-
cion, sobre la sobrevivencia o el desarrollo de las
plantulas de Dioscorea micropropagadas.

DISCUSION

Efecto del paclobutrazol

La incorporacion de paclobutrazol en el
medio de cultivo se realizd con el objetivo de
aumentar los indices de sobrevivencia, durante
la etapa de aclimatizacion, cuyo rango reportado
oscilaba entre 50-70 % (Chacon 1999).

Al adicionar esta sustancia el crecimiento
y desarrollo de las plantulas de iame y yampf se
afect6 visiblemente. La reduccion observada en
la altura de las plantulas (Figura 1), se atribuye al
efecto inhibidor de este grupo de retardadores de
crecimiento sobre la biosintesis de las giberelinas,
las cuales son responsables, entre otras cosas, de
la elongacion celular; y por lo tanto su uso resulta

60 e PESO SECO

50 y=-0,0337x240,2437 T
w1113 lineal)
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. 40
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£ 30 A —
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Fig. 12.  Efecto del tiempo de permanencia de plantulas
de D. alata en el ttnel de polietileno sobre su

crecimiento.
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en plantas mas compactas, con entrenudos mas
cortos (Davis y Curry 1991 y Arteca 1996).
Esta respuesta es consistente con los resultados
observados en plantas de banano y pifia in vitro al
utilizar triazoles en el medio de cultivo (Murali y
Duncan 1995, Torres y Mogollon 2002).

Las variables peso fresco y peso seco
también evidenciaron el efecto del paclobutrazol.
La reduccion en el peso fresco y el aumento en el
peso seco al utilizar dosis crecientes de esta sus-
tancia, muestra que las plantulas de ambos culti-
vos son menos suculentas cuando son cultivadas
en presencia de paclobutrazol (Figuras 2 y 3). El
comportamiento cuadratico observado en el peso
de las plantulas es similar al que Henderson et
al. (1993) obtuvieron con rosa in vitro y Murali y
Duncan (1995) en banano también in vitro. Estos
investigadores observaron un aumento en el peso
seco de las plantulas con respecto al testigo cuan-
do se utiliz6 una concentracion de 1 mg I'' del
retardador, y una disminucion cuando la dosis se
aument6 a 2 mg I,

La variacion en la forma de las hojas de
D. alata con el paclobutrazol, demuestra el efecto
del retardador sobre la morfologia foliar, obser-
vada también en trigo, donde se da una reduccion
en la longitud de las hojas y un incremento en el
ancho y grosor (Gao et al. 1988). Por su parte,
en piha se reporta una reduccion del grosor de
las hojas y un aumento en el ancho de las células
guarda (Torres y Mogollon 2002).

Contrario a lo esperado (Gao et al. 1987 y
Smith et al. 1991) los cambios en altura, suculen-
cia y morfologia foliar inducidos por el paclobu-
trazol, no favorecieron la sobrevivencia durante
la aclimatizacion de D. trifida y D. alata, y
parecen haber reducido la adaptabilidad de estas
plantulas a los cambios de temperatura, humedad
y luminosidad.

Cabe resaltar que una interpretacion mas
completa de los resultados obtenidos es dificil, a
la luz de que muchos de los procesos relacionados
con el mecanismo de accion de los triazoles son
alin desconocidos, y los efectos de la aplicacion
exdgena de estos compuestos no se comprenden
en su totalidad.

Efecto de la edad al trasplante

Los resultados demostraron que la edad
al trasplante al invernadero, es un factor deter-
minante sobre la sobrevivencia y crecimiento de
plantulas de D. trifida producidas in vitro. Al
aclimatizar plantulas de 4 semanas de edad se
incrementa la sobrevivencia a valores mayores al
95%, mientras que con plantulas de 13 semanas
la sobrevivencia es cercana al 50%. En el caso de
D. alata la edad no resultd ser importante sobre
la sobrevivencia de las plantulas.

En ambas especies se observo que la edad
al trasplante tiene un efecto importante sobre el
crecimiento de las mismas durante la aclimatiza-
cion. Este comportamiento puede estar ligado con
la curva de crecimiento in vitro de las plantulas
de ambas especies (Figura 5). Cuando estas son
removidas antes de la sétima semana de cultivo in
Vitro, las plantulas experimentan la fase de creci-
miento exponencial en el invernadero, registrando-
se tasas de crecimiento altas después de 4 semanas
de aclimatizacion; mientras que si son removidas
del cultivo in vitro después de la décima semana, la
etapa de crecimiento exponencial habra ocurrido
cuando las plantulas ain se encuentran in vitro.
Entonces al trasplantarse al invernadero el creci-
miento que estas experimentan es muy reducido e
inclusive podrian estar comenzando un proceso de
senescencia o tuberizacion, como se observo en las
plantulas de D. alata.

Los valores negativos en el incremento del
nimero de hojas, de las plantulas removidas del
cultivo in vitro a las 10 y 13 semanas, podrian
estar indicando un proceso de senescencia, simi-
lar al observado en las curvas de crecimiento de
las plantas in vitro, cuando estas superan las 10
semanas de cultivo (Figura 8).

El hecho de que algunos de los microtu-
bérculos de las plantulas de D. alata germinaran
y formaran plantas vigorosas, demuestra el poten-
cial que varios investigadores han observado en
tormo a la produccion de este tipo de estructura
en esta especie, con el fin de que estos, en lugar de
las plantulas aclimatizadas, sirvan como ‘“‘semi-
11a”. Esto facilitarfa el manejo a la hora de llevar
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el material micropropagado al campo, y posible-
mente haria el proceso méas accesible a pequenos
y medianos productores, que no cuentan con la
infraestructura necesaria para el establecimiento
en el campo de las plantas obtenidas in vitro
(John et al. 1993, Jean y Cappadocia 1991).

Efecto de la humedad

El incremento observado en la sobrevi-
vencia de las plantulas de Dioscorea, cuando
estas fueron colocadas en el tinel de polietileno,
demuestra la importancia del manejo de la hume-
dad durante la fase de aclimatizacion (Figura
10). Esto coincide con lo expuesto por Preece y
Sutter (1990), quienes mencionan que una de las
principales causas de la muerte de las plantulas
micropropagadas al ser transferidas ex vitro, se
deriva del estrés producido al cambiarlas de una
atmosfera saturada de agua (=100% HR) perma-
nentemente a una en la que la humedad relativa es
variable y sustancialmente menor.

El tnel de polietileno logra que la sobrevi-
vencia de las plantulas se incremente, debido a que
hace que el cambio en la humedad relativa ocurra
de una forma gradual, mientras las plantulas logran
desarrollar los mecanismos para la regulacion del
intercambio gaseoso y la transpiracion.

El tiempo Optimo de permanencia de
las plantulas en el ttinel dependera del tiem-
po que estas requieran para desarrollar estos
mecanismos, los cuales involucran cambios a
nivel morfoldgico y fisioldgico, necesarios para
que las plantulas logren adaptarse al ambiente
externo. Entre estos cambios se destaca, como
los méas importantes: la deposicion de cera epi-
cuticular; el engrosamiento de la capa de célu-
las de empalizada; las activacion de la funcion
estomatica; la lignificacion de los tejidos; el
desarrollo de la conexion vascular tallo-raices
que permita un adecuado balance hidrico de las
plantulas; y la activacidon de la funcion fotosin-
tética (Pierik 1987, Preece y Sutter 1990).

Los resultados obtenidos, tanto para la
sobrevivencia de las plantulas como para su
crecimiento, demostraron que en D. trifida,

Agronomia Costarricense 29(3): 47-58. ISSN:0377-9424 / 2005

un tiempo de 2-3 semanas de permanencia en
el tnel de polietileno es Optimo para lograr
resultados positivos en el proceso de aclimati-
zacion. En D. alata, el tiempo de permanencia
(considerando la sobrevivencia, el incremento
en peso y el incremento en nimero de hojas)
debe ser de 4 semanas. Asemota et al. (1997),
en un ensayo sobre aclimatizacion de hame
concluyeron, en funcion de la tasa de creci-
miento de las plantulas y de los niveles de
invertasa y peroxidasa (enzimas relacionadas
con el proceso de crecimiento), que el proceso
de endurecimiento de Dioscorea spp. es de
aproximadamente 4 semanas.

Efecto del antitranspirante

El hecho de que el tratamiento de las
plantulas con el antitranspirante PrimaFresh,
no hubiera tenido efecto positivo sobre su
aclimatizacidn, fue contrario a lo esperado,
si se considera que la cera vendria a contra-
rrestar los efectos negativos derivados de la
deposicidn deficiente de cera epicuticular
en las vitroplantas. Este resultado apoya lo
mencionado por Preece y Sutter (1990), acer-
ca de la variabilidad de resultados que se ha
tenido con el uso de antitranspirantes como
técnica para la aclimatizacion de plantulas
micropropagadas.

En resumen, las variables edad del cul-
tivo y permanencia de las plantas en el tunel
de aclimatizacidon demostraron ser impor-
tantes para optimizar la sobrevivencia de las
plantulas de hame y yampi micropropagadas.
Las plantulas deben ser trasplantadas al inver-
nadero entre la cuarta y la sétima semana de
cultivo, cuando presenten para el caso de D.
alata de 2-4 hojas y un peso fresco de 100-
300 g planta™! y de 1-2 hojas y un peso fresco
de 100-200 g planta!, en el caso de D. trifida.
Las plantulas de D. trifida deben permanecer
en el tanel de polietileno por 2-3 semanas
después de ser removidas del cultivo in vitro,
mientras que las de D. alata 4 semanas. Estas
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condiciones de manejo permiten asegurar una
sobrevivencia mayor al 95%.

El paclobutrazol no tuvo efectos positi-
vos en el proceso de aclimatizaciéon de plantu-
las de Dioscorea; sin embargo, a ciertas dosis
promovi6 el crecimiento de las mismas durante
las fase IIT de cultivo in vitro. Se podria eva-
luar la posibilidad de utilizar el paclobutrazol
durante la micropropagacion de Dioscorea, con
el fin de obtener tasas de crecimiento y multi-
plicacion mayores. Asi mismo, es importante
conocer cual es el efecto sobre el desarrollo
posterior (incluyendo la fase de campo) del uso
de este retardador de crecimiento.
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