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Micropropagacion de fiame (Dioscorea alata P.).

I. Fase de establecimiento in vitro=

La desinfeccion del material vegetal y el
control de la oxidacién fenolica constituyen
dos elementos esenciales para el estableci-
miento del cultivo in wvitro con fines de
micropropagacion.

Generalmente 1a desinfeccion superficial
de las plantas herbaceas se logra con mayor
efectividad que en las plantas lefiosas, no
obstante la presencia de microorganismos
sistémicos constituye un problema de la
misma magnitud, no importa la especie de
que se trate. :

Teniendo en consideracion que se han
planteado algunas dificultades con la desin-
feccién de los segmentos nodales de fiamz
{Cortes y Lii, 1983), el presente trabajo
tuvo como objetivo desarrollar una metodo-
logia para e! establecimiento de estacas
nodales de fiame con un buen porcentaje
de descontaminacion.

Acondicionamiento de las plantas

El substrato para la siembra de tubérculos,
se compuso con una mezcla de tierra y
materia organica (3:1), el mismo se colocé
en bandejas metdlicas cen orificios de dre-
naje donde se desinfecté' con solucién de
formol al 10%; y se mantuvo tapado duran-
te 72 horas. El substrato’ se' lavé dos veces
con agua estéril abundante y fue removido
diariamente durante 2 semanas para elimi-
nar cualquier residualidad del desinfectante.
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Las bandejas fueron colocadas en 1
idrea exterior techada donde 1las plantas
pudieran recibir la iluminacion solar difusa
en las horas de mayor intensidad luminosa.

La siembra se realizd segiin Mantell ef al.
14 mm (X = 10,5 mm; DE = 3,5; n = 24).
de 120 g de peso aproximadamente, los cua-
les fueron lavados previamente <on solu-
cion de detergente comercial al 1%, y
enjuagados con agua,destilada abundante.
El riego se efectud 3 veces semanalmente,
y se mantenia una humedad adecuada.

En la tercera semana después de haber
brotado las plantas fueron asperjadas de
acuerdo segiin el procedimiento de Hu y
Wang (1983), con una soly{cién combinada
de un antibiético y un fungicida sistémico
(0,19 de estreptomicina mas 0,1% de Beno-
mil), a intervalos semanales durante 4 sema-
nas consecutivas.

Desinfeceion superficial e
los explanies

inoculacion

La inoculaciéon in vitro comenzd una Sema-
na después de la primera aspersion (4ta
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semana de edad de las plantas). Los seg-
mentos nodales se cortaron a un tamarfio
de 30 mm aproximadamente, se lavaron en
solucién de detergente comercial al 1%
durante 5 min, después se enjuagaron con
agua corriente abundante y finalmente con
agua destilada.

La desinfeccién se realizdé con Hipoclorito
de calcio (cloro activo 2,5%) en vacio (3,2 -
9,2 kPa) durante 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 i5 mm aproximadamente, Los seg-
mentos nodales fueron inoculados en tubos
de ensayos de 25 X 150 mm conteniendo
10 ml de medio de cultivo.

La composicion del medio de estableci-
miento fue: sales macronutrientes D-567
(Mufinda ef al.. 1990), elementos micronu-
trientes de Dutchcr y Powell (1872) (x 0,25),
vitaminas de Murashige y Tucker (1569),
hidrocloruro de Cisteina 20 mg/1, peptona
1.0 g/1, sacarosa 0,146 M, y agar purificado
0,8%, el pH se ajust6 a 5,8.

En cada desinfeccién se utilizé6 una mues-
tra de 100 segmentos nodales.

A las 72 horas de inoculado cada expe-
rimento, se realizé la evalvacion para deter-
minar el porcentaje de explantas no con-
taminadas. Los segmentos nodales sobre-
vivientes fueron transferidos a frascos de
300 ml de capacidad con tapa metdlica de
rosca los que contenian 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 ef af. (1974) y Wang
1977).

Con la metodologia descrita se logran bue-
nos resultados en el establecimiento de seg-
mentos nodales de fiame, con un porcentaje
de descontaminacién de 70-95% (Tabla 1).
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TABLA 1.

Resultados de la desinfeccisn sisté-
mica.

Tiempo transcurrido Porcentaje de
después de la aspersién descontaminacién

(dias) %
Primera aplicacién

7 87
Segunda aplicacion

5 83
Tercera aplicacién

7 79

15 87
Cuarta aplicacién

6 95

6 92

36 74

37 71

40 85

50 70

55 79

62 83

68 88

77 91

Las diferencias en los resultados de la
desinfeccién en los diferentes experimentcs
no se debe a la inefectividad del acondi-
cionamiento de las plantas o a una rein-
fecci6n irregular por microorganismos sis-
témicos, sino al error técnico en cada expe-
rimento al realizar la desinfeccion super-
ficizal, por lo que la contaminacién aguda
resulta diferente en cada uno de ellos.

La aplicacién de los desinfectantes: sis-
témicos debe hacerse con un aerosol fino
pera evitar las concentraciones de .liquido
scbre 1a superficie foliar, en las zonas de
las hojas donde hubo un goteo grueso se
observd la decoloracién y posterior necro-
sis de las mismas. Esto es debido a que
la Estreptomicina causa anormalidades fisi-
cas en los cloroplastos y mitocondrias (Flick,
1983). Por esta razén solo se utilizé una
solucién de Benomil (0,1%) en la tercera
y cuarta aplicacién, ain 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 discriminacion de los segmentos
contaminados y disminuir el riesgo de una
contaminacién cronica en ‘la micropropa-
gacion a gran escala, no obstante su uso
debe restringirse solamente a las primeras
72 horas de cultivo, pues un periodo de
tiempo superior retarda el desarrollo de
las yemas axilares.

Se controlé la oxidacién fenodlica con el
uso de la cisteina, aunque ocasionalmente
se presentd con una ligera intensidad, y
no afecté la supervivencia y el desarrollo
de los segmentos nodales.

Se observé 1a formacién de vastagos y
raices adventicias en el medio de estable-
cimiento, lo cual coincide con lo expuesto
por Martin y Delpin (1869), Mantell et al.
(1978), Cortes y Lii (1983). El mejor cre-
cimiento de los véastagos se obtuvo en los
segmentos nodales que presentaron raices
méas largas y vigorosas, mientras que aque-
llos que no presentaron raices o éstas esta-
ban poco desarrolladas tuvieron un creci-
miento pobre o nulo. Cruz, ef al. (1989)
plantearon que en las plantulas de papa
creciendo in vitro se obtiene un buen desa-
rrollo del caule cuando existe un buen
enraizamiento, de lo contrario el desarrollo
es limitado.

Segiin Hu ¥ Wang (1983) algunas espe-
cies pueden ser establecidas sin citoquini-
nas por existir horniona endoégena ya pre-
sente en los explantes, ademis de que
algunas plantas como por ejemplo Sola-
num sp. regeneran ficilmente raices adven-
ticias, y las raices 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 nocales de plantas menores de
dos meses de edad de la especie D. rotun-
data eran inmaduras y no desarroliaban
plantas en muchos casos. En el presente
trabajo se emplearon segmentos de D. alata
de plantas de cuatro semanas de edad; se
1legd a lograr el desarrollo adecuado de
los mismos.

Estos mismos autores ademas observaron
diversos patrones de desarrollo en los vas-
tagos de D. rotundata, unos multifoliares
y otros que regeneran en plantulas con
2-4 segmentos nodales. Mantell ef al. {1978)
también plantearon la obtencién de plan-
tulas multiramificadas en D. alata y D.
rotundata.

La metodologia expuesta resulta adecuada
para el establecimiento de segmentos noda-
les de fames libres de contaminantes sis-
témicos (bacterias y hongos).
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