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CONTROL DE LATENCIA EN NAMES D. alata.

J. Cardona, S. Salas y D. Ramirez Universidad de Puerto Rico, Recinto Universitario de
Mayaguez, Mayaguez P.R. 00680.

ABSTRACT. Gibberellins are bioregulators associated with yam tuber dormancy. When
yam tubers were dipped in GA3 solution at concentration from 100-1000 ppm bud breaking
never ocurred. Furthermore, bud breaking was delayed by three folds with GA3 at 1 ppm
compared with the control. Similar effects were found with Promalin at concentration from
1-1000 ppm. Daminozide and Paclobutrazole also extended dormancy but in a less degree.
None of the treatments inhibited the dormancy period compared with the control.
Experiments were design to characterize giberellins in yam tubers. Methanol and ethyl
acetate extracts were prepared from tuber tissue. Extracts were purified by adsortion
chromatography using a polyvinylpolypirrolidone column followed by charcoal-celite
column. Further purification was made using C-18 reversed phase HPLC. Fractions with
biological activity were detected by the lettuce hypocotyl bioassay.

INTRODUCCION

Los tubérculos de flame (Dioscorea spp.), tienen un periodo de latencia de 3 semanas a 6
‘meses, el cual no permite que ocurra la brotacion de éstos. Para efectos de mercado de
consumo es conveniente que ese periodo sea lo mas extenso posible. Sin embargo para
efectos de siembra y produccion, esta condicion limita el cultivo de flame a una estacion del
afio. Campbell et al (1962), lograron romper latencia en D. alata cv. White Lisbon aplicando
cloroetanol a una concentracion de 4-8%. Cibes y Adsuar (1966), encontraron resultados
similares en D. alata cv. Florido cuando mezclaron cloroetanol con tiourea del 1-2%.
Gregory (1968), reportd el mismo efecto en D. composita, sin embargo, en D. floribunda
logré romper latencia mas eficazmente cuando aumentaba la temperatura de almacenaje en
3°C (28-31°C). Martin y Cabanillas (1975), consiguieron mejorar €l efecto del cloroetanol
aplicando etefon. (acido 2-cloroetilfosfonico) en 2 cultivares de D. alata (Forastero y
Morado). Reportan que el etefon contrario a cloroetanol no causa dafio en tejidos vegetales,
posiblemente porque es efectivo a dosis bien baja (.08%). Goenaga et al (1988), encontraron
que el etefon usado como tratamiento presiembra en D. alafa cv. Gunung, causaba efectos
secundarios como mayor cantidad de brotes y una mayor cantidad de tubérculos, pero de
menor peso.

Las giberilinas han sido asociadas con el desarrollo y la extension del periodo latente en
tubérculos y bulbillos de fiames (Okagami y Nagao 1971, Martin 1977, Okagami y Tanno
1976, Wikham et al 1983, Clarke y Ferguson 1983, Wikham 1987, Rao y George 1988,
Nnodu y Alozie 1989, Tanno efal 1995). Tanno ef al (1992), identificaron las giberilinas
GA4, GAy, GA12, GAs, GAgo, GA24, GA3s y GAs3, en extractos de D. opposita. Por otro
lado, Okagami y Nagao (1971), interrumpieron el periodo de latencia en D. batatas aplicando
fos inhibidores CCC, B-9 y AMO 1618. Tanno et al (1995), encontraron que los inhibidores
uniconazole y prohexadiona promovieron brotacion en D. opposita, pero observaron un
efecto inhibidor de uniconazole a concentraciones de 14-140 pM.
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MATERIALES Y METODOS

Experimento 1. El experimento fue establecido el 6 de febrero de 1996. Se wtilizaron
fiames de la especie D. alata seleccidn Diamante, los cuales fueron cosechados 2 semanas
antes de comenzar el experimento. Los tubérculos fueron divididos en pedazos de 1.5 Kg
utilizando solamente la parte central. Se dejaron secar al sol 3 - 4 horas antes de los
tratamientos.

Los tratamientos fueron los siguientes: Promalina, Ga3, Fluiridone y Daminozide a 4
concentraciones (1,10,100,1000 ppm) y Paclobutrazole a 1, 10, 100, 300 ppm. En cada
tratamiento sumergimos 16 pedazos de tubérculos durante 18 horas. Para la siembra usamos
un medio comercial (Promix B-x) con riego de microaspersores bajo cubierta de saran 63%.
Cada tratamiento de 16 pedazos fue sub-dividido en 4 replicaciones de 4 pedazos cada uno.

Se determinaron los siguientes parametros: germinacion completa (Figura 1){(cuando los
brotes de la mitad de las posturas emergieran sobre el medio), cantidad de brotes por pedazo
(Figura 2) y la distancia entre los primeros 3 entrenudos (Figura3) que fue tomada
aproximadamente 30 dias después de la germinacion.

Experimento 1I. Extraccion de Giberilinas. 100 gramos de tubérculos de fiame D. alata
en estado latente fueron homogenizados con 1 L de metanol y se dejaron en agitacion
constante por 24 horas a 4°C. Luego se filtro con celita lavada en acido y removimos el
metanol en un rotavapor con vacio a <35°C. El residuo acuoso se ajusté a pH 3 y se extrajo
con un volumen igual de acetato de etilo. La fase de acetato se extrajo con amortiguador de
fosfato a pH 8.2. La fase acuosa fue pasada por una columna de polivinilpolipirrolidona y
lavada con el amortiguador. Se ajustd a pH 3 y se hizo una extraccion con acetato de etifo.
La fase de acetato se llevd a sequedad y se disolvio en acetona al 20%, se paso através de una
columna de carbon activado-celita y se eluyd con acetona al 80%. La acetona se evapord al
vacioa < 35°C, el residuo acuoso se ajusto a pH 3 y se extrajo 3 veces con acetato de etilo.
La fase de acetato se evapord al vacio hasta sequedad y el residuo se disolvié en 2ml de
metanol. La solucidn se filtro através de una membrana de 0.45um.

Para la purificacién de la muestra se utilizo Cromatografia Liquida de Alta Presion
(HPLC, modelo Waters 600) con arreglo de fotodiodo PDA 996 y una estacién de control
Millenium 2010. Fue usado un injector U6K. Se us6 una columna C-18 en fase reversa. La
muestra fue eluida en un gradiente de 30% metanol y 70% acido acetico 1% hasta 100%
metanol en 65 minutos con flujo de 0.75 ml/min (Figura 4).

Para el bioensayo se tomo una alicuota de 300 L de cada fraccion y se llevo a sequedad.
Se coloco papel filtro Whatman en el fondo de cada frasco (10 mm de didmetro por 35 mm
de alto) y se afiadieron 4 semillas de lechuga con 50 uL de agua. Se colocaron bajo
iluminacion constante durante 7 dias. Después de ese periodo se midio la longitud de los
hipocotilos y se determiné e! promedio (Figura 5).

RESULTADOS Y DISCUSION
Experimento 1. Ninguno de los inhibidores de giberilina (paclobutrazole, daminozide) o

reguladores usados lograron romper latencia en las secciones de D. alafa (figura 1), pero se
observd que éstos fueron absorbidos ya que mostraron otros efectos. Ambos mostraron
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tendencia a reducir el largo entrenudos (figura 2) y a aumentar el crecimiento de yemas
laterales segin aumentaba su concentracion.

Los tratamientos de fluiridone mostraron una tendencia, aunque no significativa, a
interferir el perfodo latente (figura 1) e incluso algunos valores fueron inferiores al control .
Se observé fitotoxicidad en todos los niveles, expresados como coloraciones rojas o rosadas
en los tallos, clorosis intervenal de hojas, enroscamiento de algunos peciolos y en ocaciones
la muerte. Todos los niveles mostraron brotacién miiltiple (figura 3) distribuidas en toda el
area de la cscara.

Los tratamientos de giberilina GA3 y Promalina (BA + GA4 + 7), causaron una
extension significativa en el periodo latente que fue proporcional a la concentracion usada,
-corroborando los trabajos de Wickham ef a/, 1983. Adn la concentracion mas baja (1ppm)
logroé un aumento de sobre 100% comparado con el control (Figura 1). Las concentraciones
mas altas (100 y 1000 ppm) no habian germinado cuando terminamos el experimento a los
180 dias. Ambos tratamientos conteniendo giberilinas mostraron un aumento en el largo
entrenudos pero fue mucho mas marcada en Promalina (Figura 2).

Tanno ef al 1995, encontraron que la efectividad de GA3 es igual al GA4 para el
alargamiento de tallos en fiames D. opposita. Si la teoria aplicara a los flames tropicales,
significaria entonces que la diferencia corresponderia a la presencia de la citoquinina (BA) o
de la GA7.

Experimento II. En la figura 4 se observa el cromatograma de las muestras corrida en el
HPLC. Los resultados del biosensayo demuestran que algunas fracciones estimularon el
alargamiento de los hipocotilos comparados ton el control (agua). Las fracciones eluidas de
10-15 y de 24-42 minutos estimularon alargamiento del hipocotilo. Estos resultados
demuestran la presencia de giberilinas en D. alata.  Estas muestras seran analizadas en un
Cromatdgrafo de Gas-Espectrometro de Masa (GC-MS) para caracterizar las Giberilinas.
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FIG 2-DISTANCIA PROMEDIO ENTRE PRIMEROS TRES ENTRENUDOS
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