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Micropropagación de ñame (Dioscorea alata P.). 

l. Fase de establecimiento in vitro:r.

La desinfección del material vegetal y el 
control de la oxidación f enólíca constituyen 
dos elementos esenciales para el estableci
miento del cultivo in vitro con fines de 
mkropropagación. 

Generalmente 'la desinfección superficial 
de las plantas herbáceas se logra con mayor 
efectividad que en las plantas leñosas, no 
obstante la presencia de microorganismos 
sistémicos constituye un problema de la 
misma magnitud, no importa la especie de 
que se trate. 

Teniendo en consideración que se han 
p'lanteado algunas dificultades con la desin
fección de los segmentos nodales de ñame 
(Cortes y Lii, 1983), el presente trabajo 
tuvo como objetivo desarrollar una metodo
logía para el establecimiento de estacas 
nodales de ñame con un buen porcentaje 
de descontaminación. 

Acondicionamiento de las plantas 

El substrato para la siembra de tubé�ulos, 
se compuso eon una mezc'la de tierra y

materia orgánica (3: 1), el mismo se colocó 
en bandejas metálicas cen orificios de dre
naje donde se desinfectó· con solución de 
formol a'l 10%; y se mantuvo tapado duran
te 72 horas. El substrato se· lavó dos veces 
con agua estéril abundante y fue removido 
diariamente dur.ante. 2 semana� para elimi
nar cualquier residualidad dél, desinfectante. 
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Las bandejas fueron colocadas en t 
área exterior techada donde las plantas 
pudieran recibir la iluminación solar difusa 
en las horas de mayor intensidad luminosa. 

La siembra se realizó según Mantell et al.

14 mm (X = 10,5 mm; DE 3,5; 1, 24).
de 120 g de peso aproximadamente, los cua
'les fueron lavados previamente con solu
dón de detergente comercial al 1 % , y 
enjuagados con agua destilada abundante. 
El riego se efectuó 3 veces semanalmente, 
y se mantenía una humedad adecuada. 

En la tercera semana después de haber 
brotado las plantas fueron asperjadas de 
acuerdo según el procedimiento de Bu y 
Wang (1983), con una solt1ción combinada 
de un antibiótico y un fungicida sistémico 
(0,1% de estreptomicina más 0,1 % de Beno
mil), a intervalos semana'les durante 4 sema
nas consecutivas. 

Desinfección superficial e inoculación 

los explantes 

La inoculadón in vitro comenzó ul'l.a sema
na después de la primera aspersión (4ta 
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sema:::a de edad de las plantas). Los seg- TABLA l. Rcsult!".dos de la desinfección sisté

mentos noda'les se cortaron a un tamaño mica. 
�����������-��������

de 30 mm aproximadamente, se lavaron en 
solución de detergente comercial al 1 % 
durante 5 min, después se enjuagaron con 
agua corriente abundante y finalmente con 
agua destilada. 

La desinfección se realizó con Hipoclorito 
de calcio ( cloro activo 2,5 % ) en vacío (3,2 -
9,2 kPa) durmte 20 min. 

Los segmentos se enjuagaron tres veces 
con agua destilada estéril en condiciones,.; 
asépticas, se cortaron 'los extremos de los 
mismos hasta quedar reducidos a una lon
gitud de 15 mm aproximadamente. Los seg
mentos noda:es fueron inoculados en tubos 
de ensayos de 25 X 150 mm -conteniendo 
10 ml de medio de ct�ltivo. 

La composición del medio de estableci
miento fue: sales macronutrientes D-567 
(Mufinda et al .. 1990). elementos micronu
trientes de Dutchcr y Powell (1972) (x 0,25), 
vitaminas de Murashige y Tu-cker (1969), 
hidrocloruro de Cisteína 20 mg/1, peptona 
1,0 g/1, sacarosa 0,146 M, y agar purificado 
0,8 % , el pR se ajustó a 5,8. 

En cada desinfección se utilizó una mues
tra de 100 segmentos nodaks. 

A las 72 horas de inoculado cada expe
rimento, se realizó la evalPación para deter
minar el porcentaje de explantas no con
taminadas. Los segmentos nodales sobre
vivientes fueron transferidos a frascos de 
300 mi de capacidad con tapa metálica de 
rosca los que contenían 30 ml del medio 
basal sin peptona, se · inoculaban de 3 a 
4 segmentos por frasco. El proceso de acon
dicionamiento dio origen a plantas con cre
cimiento activo, lo cual coincide con lo 
planteado por Kartha et (1974) y Wang 
(1977). 

Con la metodología des-crita se logran bue
nos resultados en el establecimiento de seg
mentos nodales de ñame, con un porcentaje 
de descontaminación de 70-95% (Tabla 1). 

Tiempo transcurrido Porcentaje de 
después de la aspersión descontaminación· 

(días) % 

Primera aplicacióH 
7 87 

Segunda aplicación 
5 83 

Tercera �plicación 
7 79 

15 87 

Cuarta aplicación 
6 95 
6 92 

36 74 
37 71 
40 85 
50 70 
55 79 
62 88 

68 88 
77 91 

Las diferencias en !os resultados de la 
desinfección en los diferentes experimentos 
no se debe a la inef�tividad del acondi
cionamiento de las plantas o . a una rein
fección irregular por microorganismos sis
témicos, sino al error técnico en cada expe
rimento al rea·Jizar la desinfección super
f icid, por lo que la contaminación aguda 
resulta diferente en cada uno de ellos. 

La 3plicación de los .desinfectantes sis
témicos debe hacerse con un aerosol fino 
para evitar las concentraciones de líquido 
sobre 'la superficie foliar, en las zonas de 
las hojas donde hubó un goteo grueso se 
observó la decoloración y posterior necro
sis de las mismas. Esto es debido a eme 
la Estreptomicina -causa anormalidades físi
cas en los cloroplastos y mitocondrias (Flick, 
1983). Por esta razón soló se utilizó una 
sdluci6n de Benomil (0,1 % ) en la tercera 
y cuarta aplicadón, aún cuando las plan
tas no resultaron afectadas en su vigor y 
crecimiento. activo. 



El uso de la Peptona en el medio de 
establecimiento fue con el objetivo de lograr 
una mejor discrimiriación de lo¡ segmentos 
contaminados y disminuir el riesgo de una 
con�aminación crónica en 'la micropropa
gación a gran escala, no obstante su uso 
debe restringirse solamente a las primeras 
72 horas de cultivo, pues un período de 
tiempo superior retarda el desarrollo de 
las yemas axilares. 

Se controló la oxidación fenólica con el 
uso de la dsteina, aunque ocasionalmente 
se presentó con una ligera intensidad, y 
no afectó la supervivencia y el de�arrollo 
de los segmentos nodales. 

Se observó ·Ja formación de vástagos y 
raíces adventidas en el medio de estable
cimiento, lo cual coinc_ide con lo expuesto 
por Martín y Delpin (1969), Manten et al.

(1978), Cortes y Lii (1983). El mejor cre
cimiento de los vástagos se obtuvo en los 
segmentos nodales que presentaron raíces 
más largas y vigorosas, mientras que aque
llos que no presentaron raíces o éstas esta
ban poco desarrolladas tuvieron un ere.ci
miento pobre o nulo. Cruz, et al. (1989) 
plantearon que en las p'lántulas de papa 
creciendo in vitro se obtiene un buen desa
rrollo del caule cuando existe uín buen 
enraizamiento, de lo contrario el desarrollo 
es limitado.. 

Según Hu Y Wang (1983) algunas espe
cies puéden ser establecidas sin citoquini
nas por existir hormona endógena ya pre
sente en los explantes, además de que 
algunas plantas corno por ejemplo Sola

num sp. regeneran fácilmente raíces adven
ticias, y las raíces regeneradas pueden ac
tuar como una nueva fuente de citoquini
nas antes que la hormona residual esté 
agotada. 

Cortes y I.ii (1983) plantearon que los 
segmentos norlales de plantas menores de 
dos meses de edad de la especie D. rotun

data eran inmaduras y no desarrollaban 
plantas en mu,chos casos. En el presente 
trabajo se empleP.ron segmentos de D. alata

de plantas de cuatro semanas de edad; se 
'llegó a lograr el desarrollo adecuado de 
los mismos. 

Estos mismos autores además ob�ervaron 
diversos patrones de desarrollo en los vás
tagos de D. rotundata, unos multifoliares 
y otros que regeneran en plántulas con 
2-4 segmentos nodales. Mantel! et al. (1978)
también plantearon la obtención de plán
tulas multiramificadas en D. alata y D. 
rotunda ta. 

La metodología expuesta resulta adecuad a
para e'l establecimiento de segmentos noda
les de ñames libres de contc:mi.nantes sis
témicos (bacterias y hongos). 
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