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RESUMEN

El hombre ha utilizado al tubérculo del Camote de Cerro alrededor
del mundo por sus diferentes propiedades como lo son: alimenticias,
medicinales, esteroidales y por su valor estético en algunas de ellas.

En el presente trabajo se tuvo como objetivo desarroliar una
metodologia para la micropropagacién de camote de cerro {Dioscorea
spp.) por medio de yemas axilares, evaluando el efecto de la citocinina
cinetina en tres diferentes concentraciones y el testigo (0, 0.5, 1y 2 mg/L),
la sacarosa en dos concentraciones (30 y 60 g/L}); la iluminacion, con dos
diferentes intensidades luminicas {0 y 1500 luxes), y dos accesiones de
camote de cerro (175 y 93). Se empleo un disefio completamente al azar,
con 4 repeticiones cada una. Las variables consideradas a evaluar fueron,
la produccién de yemas axilares, la produccion de raices y la
microtuberizacion. Los resultados indicaron gque la sacarosa en
concentraciones de 30 g/L generan mayor prodi~cion de yemas axilares
independientemente de la accesién y que en concentraciones de 60 g/l
producen una mayor cantidad de raices; La accesion 93 registré mayores
valores en la produccion de raices y yemas axilares, la iluminacion no fue

un factor que determino la induccién de microtuberculos.
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l. INTRODUCCION

La especializacion de la produccion agricola en las naciones asi como
la internacionalizaciéon de productos agropecuarios han propiciado un
cambio en muchas regiones del mundo, el cual nos muestra la oportunidad
de explorar especies alternativas productivas para sus aplicaciones
alimenticias e industriales y de los cuales se obtengan una calidad,

sutentabilidad y produccion optima de su aprovechamiento.

En paises tropicales de Ameérica Central, Africa, Asia donde las
condiciones agroclimaticas no permiten las grandes producciones de
tubérculos . de clima frié, como la papa, o las estrategias comerciales lo
impiden, un éultivo que se ha utilizado poco y que tiene un gran potencial por
su gran contenido de proteinas y carbohidratos es el llamado camote de

cerro o flame (Dioscorea spp.)

Un estudio de propagacion de esta especie puede ser de gran
importancia boténica, econdmica y cultural para México, por el gran reto al
que se enfrenta debido al Tratado de Libre Comercio celebrado entre
Estados Unidos, México y Canadd, ya que la produccion extensiva de esta
especie en nuestro pais puede verse proyectada en divisas, en primer
término por que puede ser considerado como un cultivo exdtico a los demas
paises y después por los productos y subproductos que puedan ser
extraidos o transformados de ella; tal caso es la diosgenina ya que es el
precursor de la saponina en la sintesis de ta progesterona, utilizada en el
ciclo menstrual femenino. Este producto podria servir para cubrir la

demanda interna de esteroides naturales en México y después para su

exportacion a los paises que no la producen.




Para que México adquiera ciertas ventajas sobre sus contendientes
comerciales, se deben crear, apoyar y concretar programas de investigacion
y produccion hacia las especies alternativas que nuestro pais puede

aprovechar.

La forma de aprovechamiento del camote de cerro o fiame (Dioscorea
spp.) que se ha realizado por muchos anos y que aun persiste actualmente
en muchas regiones de la Republica Mexicana, es la recoleccion silvestre
para su venta informal, esto se realiza sin ninguna planeacion, lo cual

obstaculiza la proteccion de la especie.

£n regiones donde los sistemas agricolas son cada vez mas
modernos, el cultivo del iame comienza a crear serios problemas para el
desarrollo agricola. En efecto, especies de Dioscorea constituyen el alimento
de base en las regiones del Caribe sobre todo: es un cultivo seguro, cuyos
rendimientos son estables y relativamente poco sensibles a los azares
climaticos, pero es dificil integrarlo en un sistema de produccion
modernizado, principalmente por su exigencia elevada de mano de obra

(IICA, 1989).

Un método que ayuda a estudiar, conservar y proteger muchas
especies de importancia, es la propagacion in vitro la cual permite utilizar
algunas ventajas biotecnolégicas sobre el cultivo tradicional; de las cuales
destacan; el vigor, la uniformidad del vegetal, la velocidad de propagacion, la

preservacion y asepsia del material.

Para el manejo de cualquier organismo ya sea planta, tejido o céluta
dentro de un laboratorio es necesario conocer su ciclo de vida y el medio
que lo sustente y a este le proporcione 1os nutrimentos necesarios para
mantenerlo y promover procesos morfogénicos, los cuales son controlados

por reguladores de crecimiento.

Normalmente, las plantas absorben nutrientes del suelo. En el cultivo

in vitro, un medio de cultivo basico esta compuesto por macro Yy




micronutrientes, vitaminas, fuentes de carbono y un agente gelificante

(George, 1993).

Se le considera micropropagacion a la obtencién de nuevas plantas a
partir de semillas o estructuras meristematicas preexistentes bajo
condiciones in vitro. El cultivo de yemas axilares es la técnica de

propagacion masiva in vitro que presenta la mayor estabilidad genética a sus

clones.




Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis

Ei método de micropropagacion de yemas axilares propicia la multiplicacién

masiva de camote de cerro Dioscorea spp.

2.2 Objetivo General

Desarrcllar una metodologia de micropropagacion por medio de yemas

axilares para el camote de cerro (Dioscorea spp.)
2.2.1 Objetivos particulares

2.2.1.1 Evaluar el efecto de la Cinetina, la Iluminacion y la Sacarosa en {a
emision de yemas axilares de Dioscorea spp.

2.2.1.2 Evaluar el efecto de la Cinetina, la lluminacidn y la Sacarosa en la
emisién de raices de Dioscorea spp.

2.2.1.3 Evaluar el efecto de la Cinetina, la lluminacion y la Sacarosa en la
emisién de microtubérculos de Dioscorea spp. .

2.2.1.4 Conocer el comportamiento de 2 accesiones de Dioscorea spp.

en la generacion de yemas, raices y microtubérculos.




ll. REVISION DE LITERATURA

3.1 Descripcion Botanica

Se ha reportado que el género Dioscorea posee alrededor de 600
especies, comerciales y silvestres, la descripcion botanica del camote de

cerro es la siguiente:

Orden: Liliales

Familia: Dioscoreaceas {(numero de géneros: 10; Numero de especies 630 a
650 6 mas).

Geénero: Dioscorea.

Especies: remotiffora, nelsonni, dugesii, entre otras en México.

Nombre comun: ftame (Caribe y Centroamérica), Yam (Africa), camote de
cerro {Occidente de México), Barbasco (Veracruz, Tabasco y Chiapas).
(Ramirez, 1980).

El camote de cerro (Dioscorea spp.) es clasificada como
monocotiledénea, pero esta muy relacionada con las dicotiledoneas ya que
cuenta con un segundo cotiledon el cual se encuentra sin desarrollar en el
embridn, reportado por Lawton y Lawton (1967) citado por Shewry (2003).

El name es una planta herbacea de tallo voluble, con tubérculos
solitarios 0 en haces digitados de color pardo, cuya pulpa es de color blanco,
amarillo o rojizo. Su peso varia entre tres y ¢inco kilogramos en las especies
D. cayennensis Link y D. alata (menos para D. trifida y D. escufenta) (IICA,
1989). El fruto es una capsula sésil, apfanada o circular que es verde al

formarse y café al madurar, los rizomas pueden ser solitarios o en grupo,

conforme con Poot-Matu y Mijangos (2000).




Para el [ICA (1989) el género Dioscorea comprende varias especies
las que se diferencian por sus caracteristicas botanicas (tallos, flores vy
frutos), por la presencia o ausencia de bulbillos en la axila de las hojas y por
la orientacion del enroscamiento de los tallos. En el origen de cada especie,
las variedades se distinguen por el aspecto de las raices, el color de su
pulpa (blanca o amarilla), las caracteristicas del almidon y la adaptacién

ecoldgica.

Algunos subgéneros de Dioscorea han sido tradicionalmente definidos
con base a las caracteristicas de las semillas. Todas las especies
pertenecientes a cualquier subgénero, en los ovulos estan juntos o cerca de
la mitad del ovario y las semillas maduras parecen emerger mas 0 menos

de! centro.

El género Dioscorea es complicado de clasificar para los taxénomos
debido a que las especies son similares en apariencia y el diagndstico de
caracteres de las especies, la mayoria de las veces debido a que las flores
son muy pequefas, las flores unisexuales, que son muy parecidas en
general en forma y tamafo, difieren entre si mismas en el nimero de
estambres, numero de estaminoides acompanantes (en flores de ambos
sexos), la unién de estos entre los estilos, y unos cuantos en otras formas.
La parte subterranea (tubérculo) de las Dioscorea es frecuentemente
lamada camote de cerro como referencia a la pare larga, fresca y organo de

reserva de la planta segun Mc Vaugh (1989).

3.2 Generalidades del género Dioscorea

Este género obtuvo una amplia dispersion a fines del cretaceo (hace
65 millones de afios) pero luego ocurrid una evolucion con cursos
posteriores diferentes en el viejo y en el nuevo continente, y se originaron
distintos desarrollos en los dos hemisferios. La separacion de las formas

ancestrales asiaticas y africanas ocurrié en el mioceno (hace 5 millones de

ahos), aportado por Gonzalez (2003).




La familia Dioscoreaceae emergio de las proto-lileales como una
hierba tropofitica perenne con un rizoma y hojas amplias y con flores
hermafroditas. Se atribuye el inicio del camote de cerro a los pescadores
primitivos, ya que estos cubrian sus requerimientos energeéticos con los
carbohidratos de los tubérculos y los requerimientos de proteina con el

pescado (Pérez, 1999).

El género Dioscorea es muy amplio y se encuentra principaimente
representado por especies de importancia econdmica, en las regiones
lluviosas de los tropicos; otras penetran en las regiones subtropicales y atn

en templadas (Montaldo, 1972).

Dentro de este género, las especies comestibles y con  valor
comercial son: Dioscorea alata, D. rotundata, D. esculenta, D. bulbifera y D.
cayenensis, las cuales son cultivadas principalmenia. en Africa (Gonzalez,

2003).

Ledn (2000) menciona que D. alata obtiene su origen en el este de la
India y Nueva Guinea y en ella cabe destacar qué pudo haber sido
domesticado en mds de un lugar, como lo sugieren las concentraciones de
los cultivares en varias regiones. Desde Asia se expandi¢ a la costa oriental
de Africa donde vino con el comercio de esclavos a América, es actualmente

la especie mas difundida desde las costas de Honduras hasta Brasil.

La domesticacién del camote de cerro o fiame ha ocurrido
independientemente en Asia, Africa y América. Existen tres fuentes de
origen para las seis especies principales de hame comestibles: D. trifida de
la cuenca amazodnica en América del Sur; el complejo . cayenensis-
rotundatay D. dumetorum en Africa Occidental; D. afatay D. esculenta en el
Sureste de Asia y D. bulbifera en Africa Occidental y/o Sureste de Asia

segun Malaurie (1998).




Por lo general el name es un cultivo producido en pequenas

cantidades por agricultores de escasos recursos y carecen de un plan de

rotacién adecuado (Montaldo, 1972).

El camote de cerro es cultivado principalmente en Africa QOccidental ya

que el 90 % de la produccion mundial proviene de Nigeria, Costa de Marfil,

Ghana, Dahomey y Togo (Tabla 1).

Cuadro 1. Distribucion por regiones de Dioscorea en el mundo (Malaurie, 1998)

Europa | Caribe América Pacifico Asia Africa
Francia |[Barbados |Brasil Islas Cook Bengladesh |Bénin
Reino . . .
Unido Cuba Colombia Fiji India Burkina Faso
Guadalupe |Costa Rica |[Islas Niue Indonesia |Camertn
: Nueva ;
Jamaica Guatemala Caledonia Japdn Ivory Coast
Santo o Papua Nueva .
Domingo Mexico Guinea Malasia Ghana
Trinidad- . islas o
Tobago Panama Salomén Nepal Nigeria
EUA Tonga Filipinas Africa del Sur
Vanuatu SriLanka |[Togo
Samoa Tailandia |Uganda
Vietnam

3.3 Distribucion en México del género Dioscorea

A} D. remotifiora

De acuerdo con Ramirez {1990}, la distribucion de esta especic es

amplia, pues es posible encontrarla desde el centro de México en el estado

de Morelos y mas al norte aun en el Estado de Sonora. Se encuentra en

cafiadas humedas. pendientes de bosques, algunas veces en habitat

perturbados, al pie de las colinas o bosque subdeciduo en asociacion con los




géneros Brosimum, Hura y Bursera. Se le ha localizado entre los 10-2000
msnm. Florece entre julio y agosto, fructificando para los meses de
septiembre y octubre; se ha reportado su distribucion en algunos de los
siguientes estados: San Luis Potosi (Rio Verde), Jalisco (Guadalajara,
Ameca, Talpa, Mascota, Ciudad Guzman, Tecolotlan, Chapala, entre otros.)
Guanajuato, Michoacan (Morelia, Esparza y Uruapan), Colima Oaxaca,

Sonora, Chihuahua, Sinaloa, Nayarit, Guerrero, Hidalgo y Zacatecas.

B) D. nelsonii

Esta especie se encuentra en las laderas de tas montafas y algunas
veces en habitat con disturbio; principalmente bosque tropical caducifolio con
Ficus, Hura, Bursera, Enterolobium, Stemmadenia e Ipomea arborescente; al
pie de las colinas en la Vertiente del Pacifico y en los valles bajos del Rio
Santiago. Se ha reportado entre 300 - 1100 msnm, fiorece y fructifica de julio
a octubre. Los estados en los que se le"»a reportado son: Nayarit, Jalisco,

Guerrero y Chiapas (Ramirez, 1990).

C} D. floribunda

Su nombre comun Barbasco amarillo, se encuentra presente en el
municipio de Coxquihui, dentro del estado de Veracruz vy es utilizado para
tratar las reumas (Asseleih, 1997), Mellado y Zolla (1994}, comentan que
esta especie también es encontrada en el estado de Quintana Roo y es

conocida como Joy Keep Makal Cancer.

D} D. composita

Encontrada en las siguientes regiones del estado de Veracruz, Agua
Dulce, Adolfo Ruiz Cortinez, Arroyo Grande, Arroyo Verde, Belisario

Dominguez, Cazuelas, Cerro del Carbon, Chote, El Carrizal, El Cidral, El

Cedro, El Palmar, El Palmito, Emiliano Zapata, Jolocapan, Morgadal,




Papantla, San Pablo, Sombrerete, Totomoxtle, Unién y Progreso y Vista

Hermosa de Juarez.
E) Dioscorea spp.
Mellado y Zolla {1994} mencionan que la localizacion geografica de

esta especie se encuentra en el municipio de Huehuetlan, en el sureste del

estado de San Luis Potosi, en la regién conocida como la Huasteca.

3.4 Distribucion en Jalisco del género Dioscorea

Especies presentes dentro del interior del estado de Jalisco,
Dioscorea galeottiana Kunth (Sanchez, 1990), Dioscorea ulinei Greenm Ex
R. Knuth y Dioscorea dugesii Robinson (Ramirez y Téllez, 1992), Dioscorea
chamela Mc Vaugh y Dioscorea berenicea Mc Vaugh (Mc Vaugh, 1989),
Dioscorea liebmannii Uline y Dioscorea orizabensis Uline Ex R. (Sosa y col.,

1987) citados por Castillc (2007).

A) Dioscorea remotiflora

Reportada en las regiones de Sierra de Tecuan, San Juan Cosala,

Cerro de fa Cruz y en el municipio de Jocotepec (Mc Vaugh, 1989)

B) Dioscorea convolvulacea

Segun Ramirez y Téllez (1992) y Mc Vaugh, (1989); esta especie se
encuentra presente en Chamela al suroeste de Autlan, Chapala, Barranca de

Huentitan {Guadalajara).




C) Dioscorea jaliscana

Esta especie puede ser encontrada entre Mascota y San Sebastian
del Qeste, en el municipio de Talpa, al Suroeste de Autlan, en Tecalitan y en

el bosque de La Primavera (Mc Vaugh, 1989)

D) Dioscorea nefsonii

Mc Vaugh (1989) nos comenta que esta planta se encuentra

ampliamente dispersa en la parte suroeste del municipio de Autlan

E) Dioscorea sparsiffora
Esta especie fue encontrada en los municipios de San Martin de
Bolafios, Talpa, Jocotepec, Poncitlan, también en las regiones entre el

Chante y la Sierra de Manantlan, El Molino a 40 km al Suroeste de

Guadalajara y en la Barranca de Huentitan, Guadalajara (Mc Vaugh, 1989).

F} Dioscorea militaris

Encontrada en los municipios de Tlajomulco de Zuhiga y Tamazula y

en la Barranca de Huentitan, entre Huejuquilla y Mezquitic (Cosatti, 1981).

3.5 Aprovechamiento del qénero Dioscorea

lLas aplicaciones de las propiedades del tubérculo del camote de cerro
alrededor del mundo han sido varias, como en el tratamiento de dlceras,
abscesos, anticonceptivo, tratamiento de la menopausia y algunos
desdrdenes fisiologicos femeninos. Tambien ha sido sugerido por la
etnobotanica para aliviar sintomas como fatiga, estrés, espasmos,
inflamacion y para deficiencias del sistema inmunolégico. En la cascara
estan reportados compuestos que tienen propiedades anticancerigenas y

antimicéticas (Olayemi y Ajaiyeoba, 2007).
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Se consumen hervidos, tostados o freidos y en asociacion con salsas
ricas en proteinas. El género Dioscorea también puede ser procesado en
harina y reconstituidas en la masa fufu, generalmente contienen menos
azucar y tienen una duracion mas amplia, que asegura la disponibitidad en

los periodos de escasez (Raemackers, 2001 citado por Udensi y col., 2008).

En la comunidad étnica de Tanleab en la Huasteca Potosina, Mexico,
es usada para aliviar el dolor de muelas. £l modo de preparacion consiste en
moler el tubérculo de ta planta y mezclarlo con el aceite esencial del
eucalipto ¢ con una pastilla de paracetamol de 500 mg y aplicarlo con un

algodén en el molar afectado (Mellado y Zolla, 1994).

Tréche y Agbor-Egbe (1996) concluyeron que los cultivares de D.
rutantada cv. Oshei y D. dumertorum cv. Jakiri, pueden proveer los
requerimientos dietéticos péra ser empleados en la alimentacion humana, al
analizar los cambios bioquimicos qué estas especies sufren durante su
crecimiento y almacenamiento. Los andlisis promedio de los tubérculos
muestran alrededor de 71% de agua, 3% de proteinas, 23% carbohidratos
(principalmente almidon) y 1% de cenizas. Los contenido de calcio fosforo y
hierro son mas altos que los de una papa, pero los names $on un poco mas

bajos en contenidos vitaminicos (Litzenberger, 1974).

Shewry (2003) reporté que un grupo de proteinas representaban
alrededor del 85 % de contenido proteinico del tubérculo D. rotundata, y
concluyeron que corresponden al mayor  almacenaje proteinico del
tubérculo. Ellos también demostraron la presencia de depdsitos de proteina
dentro de las vacuolas como “agregados citoplasmicos proteinicos” pero no

establecieron la identidad de estos.

Otra de las formas de aprovechamiento que se descubrieron a
principios de los afios 40 fueron las propiedades esteroidales de la familia
Dioscoreacea, el Dr. Marker E. Russell quien fuera el primero en aislar la

diosgenina, explord vastas regiones del sur de Estados Unidos, México y
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Centroamérica, encontrando rizomas de el género Dioscorea, las cuales en
el sureste mexicano eran usados en forma de suspension por los indigenas

en la pesca {(Miramontes, 2002)

La posibilidad de convertir a las sapogeninas esteroidales en
esteroides utiles fueron conocidas hasta que el Dr. Russell logré descubrir el
procedimiento para degradar la cadena lateral. Por este procedimiento
transformé sarsasapogenina en acetato de pregnenolona, el producto asi
obtenido, la pregnadierona se convirtié en progesterona, sustancia que fue
idéntica a la hormona del embarazo. Los derivados obtenidos del pregnano
por este método de degradacién también pueden ser transformados en

corticoides y en otros compuestos Utiles (Romo de Vivar, 1985).

México después de la segunda gueirra mundial se colocd dentro de
los principales productores de esteroides en el mundo gracias al
descubrimiento de la especie conocida como “cabeza de negro” (Dioscorea
macrostaycha), lo que ademas permitic que pasara al escenario de la

industria hormonal (Miramontes, 2002).

Hernandez (1975), propuso las especies de Dioscorea que contienen

sapogeninas y su ubicacion geografica (Cuadro 2).




Cuadro 2. Especies del genero Dioscorea con esteroides (sapogeninas) y fuente

geografica.
Especie Ubicacion Porcentaje de sapogenina
geografica
D. composita Mexico 13.0
D. floribunda América Central 10.0
D. deltoides India 8.0
D. sylvatica Africa del sur 6.0
D. spiculiffora México 15.0
D. prazer! India 4.5
D. friendrichsth Costa Rica 4.0
D. belizensis Honduras 3.0

La diosgenina obtenida a partir del camote e cerro ha sido utilizada
por cientos de afnos para el tratamiento de la artritis y reumas (Olayemi y
Ajaiyeoba, 2007).

3.6 Micropropagacion de plantas -

Una forma de experimentar diferentes factores sobre células y tejidos
vegetales es, aislarlos de los organismos vivos en que se encuentran y
colocarlos en donde puedan desarrollarse. El cultivo de plantas in vitro
puede realizarse de tejidos o bien de uno 0 mas tipos celulares previamente
aistados, de esa forma se pueden cultivar por separado y ser estudiadas

para determinar sus propiedades (Pantagua y col., 2003).

Desde hace aproximadamente 100 anos, en las investigaciones de
Fisiologia Vegetal se ha utilizado la teécnica de cultivo de tejidos, mostrando
variantes en los tipos de explantes que van desde los apices de raiz y tallo,

primordios de hoja, primordios o partes inmaduras de flores o frutos,

embriones y érganos aislados de acuerdo con Street (1976).




En la propagacion masiva in vitro se repiten eventos que se dan de
manera natural, como lo son la produccion de embriones. En la regeneracion
de las plantas, es importante considerar que en ellas se pueden presentar un
fendmeno llamado totipotencia celular, que es la capacidad de cualquier
célula vegetal de producir un organismo completo (Walden y Wingender,
1995; Portillo y Santacruz-Ruvalcaba, 2004, citados por fturbe, 2007). Asi,
las células somadticas de cualquier tejido podrian formar tallos, raices o
embriones somaticos de acuerdo con la competencia que posean y al

estimulo que reciban (Olmos y col., 2004)

La propagacién de clones in vitro es comunmente llamada
micropropagacion. La palabra “clon” fue por primera vez usada por Webber
por cultivar plantas gue estaban propagadas vegetativamente (Chawla,
2002).

La técnica de cultivo de tejidos se ha incrementado como una
alternativa para la propagacion vegetativa de plantas. El cultivo de tejido de
plantas envuelve métodos asexuales de propagacion y la principal meta es
la mejora de cultivos. Una ventaja significante ofrecida por el método
aséptico de propagacion clonal (micropropagacion) sobre el método
convencional es que en un corto tiempo y espacio, un gran numero de
plantas pueden ser propagadas comenzando de un solo individuo (Chawla,
2002)

Para Arizaga y Ezcurra {1995} las yemas axilares son ramificaciones
de meristemos axilares ubicados en la base de la planta, dan origen a
nuevas plantas que emergen de la periferia de la planta madre y producen
raices adventicias que le permiten desarrollarse de forma independiente.

El cultivo de yemas (el cual contiene el meristemo apical) puede ser
realizado in vitro, produciendo un cumulo de brotes apicales y/o brotes

adventicios, segun Slater y col. {2003)




De acuerdo con Olmos y col. (2004) la regeneracion de plantas in vitro

presenta 5 etapas principales:

1)

2)

5)

Preparacion de los explantes para el establecimiento: se debe
emplear explantes con niveles bajos de patogenos 6 libres de ellos.
Establecimiento del cultivo: Los materiales que demuestran tener una
gran capacidad regenerativa son adquiridos de tejidos meristematicos
jévenes, sean yemas axilares o adventicias, embriones o semillas en
plantas herbaceas y aquellos tejidos meristematicos que determinan
el crecimiento en grosor, como el cambium en las plantas lenosas, i0s
principales procesos a controlar son la seleccion, el aislamiento y la
esterilizacion de los materiales.

Desarrollo y multiplicacién de los nuevos organismos: en esta etapa
mantener y aumentar la cantidad de brotes para los nuevos ciclos de
multiplicacion deben ser sucesivos, asi como los medios de cultivo,
los reguladores de crecimiento desempenan un papel critico en la
micropropagacion.

Enraizamiento: un punto especifico para considerar la rizogenesis es
la cantidad de fitohormonas a agregar, ya que un mal planeamiento
del protocolo del experimento puede ocasionar la formacion de callos
y/o raices débiles, el enraizamiento se puede realizar in vitro y ex
vitro.

Aclimatacion: para la aceptacion de las nuevas plantulas a las
condiciones Optimas a las que las llevemos, es necesario conocer o

crear un protocolo para cada especie ya que sus necesidades

especificas varian. La aclimatacion usualmente se realiza ex vitro.




3.7 Requladores de crecimiento

Entre los afos 1940 y 1950, el investigador Folke Skoog vy
colaboradores de la Universidad de Wisconsin probaron muchas substancias
para hacer la proliferacion de 10s tejidos del cultivo del tabaco. Cbservaron
que la adenina del acido nucleico tenia un efecto que promovia el
crecimiento entre células. Ellos también probaron que posiblemente esos
acidos nucleicos podrian estimular la division celular en ese tejido, después
de mucho trabajo se identificé una pequena molécula la cual fue llamada

cinetina (Taiz y Zeiger, 2008).

La primera citocinina natural encontrada en plantas es la zeatina, eso
paso cuando aislaron semillas inmaduras de maiz por Lethan en 1963,
(Shina, 2004). La citocininas rompen el efecto de la dominancia apical,
promueven la sintesis de proteinas, en altas concentraciones inducen la

formacién de callo y pueden inhibir la formacién de raices. N

Kamara (2001) reporto que los reguladores de crecimiento vegetales
incrementan en forma directa 1os niveles enddgenos de giberelina, auxina y
citocinina lo cual genera cambios en [0s procesos fisiologicos gobernados
por estas fitohormonas; mismos que repercuten en una mayor floracion,

fructificacién, tuberizacion y rebrote de hojas principalmente.

La citocinina como regulador de crecimiento incrementa la tasa y la
velocidad de acumulacion de los acidos nucleicos en el primordio de las
yemas lo cual activa el acido desoxirribonucleico (ADN); influye en su
division en fragmentos, en el crecimiento de estos fragmentos asi como en la
divisiéon celular. Esto se traduce en la velocidad, porcentaje de brotacién asi

como el vigor de los brotes lo cual favorece el flujo de las reservas de [os

tejidos hacia los brotes (Kamara, 2001).




3.8 Cultivo in vitro de Dioscorea en el mundo

La conservacion de name mediante el empleo de segmentos nodales
se llevd a cabo por primera vez en el Instituto Internacional de Agricultura
Tropical (lITA) de Nigeria a las temperaturas de 18-22°C con una

frecuencia de subcultivos de 1,5 a 2 afos, segun Ng y Hahn (1985).

Quintero y col. {2000) comprobaron que el regulador de crecimiento
acido naftalenacético (ANA) vy el genotipo de 3 diferentes explantes del
género Dioscorea tuvieron relevancia en la evaluacién del numero de raices,
grosor de raices, produccion de callo y oxidacion del medio y que la
interaccién de los dos factores fue importante para la produccion de callo y
oxidacién del medio. El efecto de la auxina sobre el grosor de las raices

indicé que al aumentar la dosis se incremento el grosor de las raices.

Para tratar de evita/ aue algunos géneros de Dioscorea medicinales
se encuentren en vias de extincién, Mandal y Dixit-Sharma (2007)
desarrollaron un método de cridpreservacion in vitro con el cual los brotes
apicales de D. delioidea Wall se trataron con técnicas de vitrificacion y
encapsulacion-deshidratacion, y demostraron que se mantiene la viabilidad
y la capacidad de regeneracién a un maximo de un afo en almacenamiento

con nitrégeno liquido.

Mbanaso y col. (2007) comprobaron que al existir una situacién de
estrés para Discorea rotundata poir, cv. Obiaoturugo, en el medio de cultivo
(reguladores de crecimiento, sales, sacarosa y vitaminas), la planta
comienza a desarrollar un mayor nimero de raices y tubérculos a partir de

los nudos del explante.

Poornima y Ravishankar (2007} identificaron que utilizando diferentes

concentraciones de la citocinina, benzilaminopurina (BAP), y las auxinas
acido naftalenacetico (ANA), dcido indol 3 butirico (AIB), o con

combinaciones de las mismas se incrementa o disminuye la frecuencia de




multiplicacion de los brotes en 2 variedades de Dioscorea (D. oppositifolia y

D. pentaphyila) tanto in vitro como ex Vvitro.

El efecto de la citocinina benciladenina (BA) en el porcentaje de
formacion de brotes para D. nipponica fue mayor que la observada en la

auxina ANA para explantes cultivados in vitro durante 28 dias en sus

diferentes concentraciones, siendo la mejor concentracion 1.0 mg/l de ANA

(Feng-Quin y col., 2006)




V. MATERIALES Y METODOS

4.1 Multiplicacion del material

Con ia finalidad de incrementar el numero de explantes, en la fase de
multiplicacion, se tomd material vegetal de Dioscorea Spp. colectado en el
municipio de Tomatlan (accesion 93) e Ixtlahuacan del Ri6 (accesion 175),
en el estado de Jalisco, México, estos fueron lavados y desinfectados,
establecidos in vitro e incubados a una temperatura constante de 27 + 2 °C
en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos del Centro Universitario de Ciencias
Biolégicas y Agropecuarias (CUCBA) de la Universidad de Guadalajara
(UDG).

4.1.1 Seleccién del material

Para la propagacion del material se llevo a cabo una seleccion visual
dentro del incubador del Laboratorio de cultivo de tejidos para las accesiones
175 v 93, la seleccién consistic en escoger las plantas que tuvieran el mayor
nimero de brotes posibles para poder desprender y de color verde intenso

con el fin de multiplicar plantas vigorosas.

E| medio basal seleccionado para la multiplicacién de brotes fue el
Murashige y Skoog (MS) (1962) con el agente gelificante agar 8 g/L; también
se anadié cinetina a la concentraciéon de 2 mg/L como regulador de
crecimiento. El medio basal fue esterilizado en una autoclave Evar® modelo
EV-30 a de 121 °C con una presion de 18 Ib/pu!g2 durante 15 minutos. Los
tejidos fueron incubados en un fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de
oscuridad, a una intensidad de 1500 luxes con lamparas de luz fria

Phillips®® de 75 watts durante aproximadamente 30 dias hasta obtener




brotes nuevos de 3 a 4 hojas o 3 segmentos nodales (Figura 1), se
descartaron los cultivos con contaminacion microbiana.

El medio de cultivo fue disuelto en un horno de microondas
Panasonic® modelo NN-963 hasta alcanzar un tone cristaline transparente,
el pH del medio fue regulado por HCl y NaOH en el rango 5.80 + 0.05 con un

potencidmetro Termo Orion® modelo 420A

Figura 1. Area de incubacion del Laboratorio de Cultivo de Tejidos

4.2 Experimento de propagacion masiva in vitro en Dioscorea spp.

4.2.1 Propagacion de Dioscorea spp. por medio de yemas axilares

4.2.1.1 Seleccion y establecimiento de brotes. La transferencia de los brotes

a cada tratamiento consistio en cortar fragmentos vegetales de 3 a 4 cm de
largo y llevando por o menos un nudo y una hoja en cada explante (Figura
2), que fueron introducidos de forma vertical tratando de sumergir el explante
en el medio de cultivo, el cual contenia 25 ml del tratamiento asignado, la
cantidad de explantes sembrados por frasco fue de dos, realizado dentro de
una campana de flujo laminar marca Novatech® y con cajas petri, pinzas y
bisturi estériles. Cada frasco fue cerrado con tapas de plastico transparente,
etiguetado con el numero de repeticion y de la accesion colocado dentro del

incubador de cultivos de tejidos del mismo laboratorio.




T

Figura 2. Transferencia de brotes

4.2.1.2 Incubacion del experimento. Todos tratamientos con la variable

lluminacién se incubaron a temperatura ambiente de 27 °C, en fotoperiodo
de 16 horas luz y 8 de oscuridad e intensidad luminica de 1500 luxes.

Los tratamientos con la variable ausencia de luz, se acomodaron
verticalmente dentro de una caja de carton completamente cerrada vy
envuelta con una bolsa de plastico negra y se incubaron a 27 °C, con 24

horas de oscuridad total (Figura 3).

Figura 3. Experimento con la variable “Sin luz”




Durante ia incubacién, desarrollo y evaluacion del experimento fueron

desechados los materiales que se contaminaron con microorganismos.

4.2.1.3 Evaluacion del experimento. El experimento se evalud a partir de los

15 dias después de la transferencia a los tratamientos con intervalos de 15
dias hasta completar 60 dias en total; se contabilizaron la cantidad de yemas
axilares estimuladas, el numero de raices producidas y la presencia de

microtuberculos.

El procedimiento para la evaluacion fue el siguiente, se tomo cada
frasco con la mano y se observo a contraluz por la parte de abajo del frasco
haciendo un conteo homogéneo de las raices Yy de la presencia de
microtubérculos y para el conteo de yemas axilares, se observo de frente al

frasco dando un giro de 360° a cada uno.

b

4.3 Diseno experimental

El presente trabajo se establecié en un diseno completamente al azar
con cuatro factores (4 x 2 x 2 x 2), el primer factor fue la dosis de la
citocinina Cinetina, con 3 niveles del regulador de crecimiento y el testigo: 0,
0.5, 1y 2 mg/L; el segundo factor fue la Sacarosa en dos niveles 30 g/L
(cantidad normal del medio MS) y 60 g/L; el tercer factor fue la lluminacion
que consté de dos intensidades luminicas, 0y 1500 luxes; el cuarto factor
fue el Genotipo, compuesto de dos diferentes accesiones de Dioscorea (175

y 93). Cada tratamiento constd de 4 repeticiones.

Para evaluar los datos se realizaron Andlisis de Varianza (ANVA) y
pruebas de Diferencias Medias Significativas (DMS) (p < 0.05) empleando el

programa de computo Statgraphics 4.0




V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Proliferacion de yemas axilares en Dioscorea spp.

5.1.1 Resultados a los 15 dias

Los resultados del analisis de varianza para la proliferacion de yemas
mostraron que el factor Sacarosa obtuvo durante los primeros 15 dias una
alta significancia (p = 0.0023) (Cuadro 1A, Anexo). En la evaluacion de los

factores Cinetina, lluminacién y Genotipo no hubo diferencia significativa.

Con la concentracion de 30 g/L de Sacarosa se observé mayor
proliferacion de yemas axilares (Cuadro 3), mostrando un color blanquecino
en las yemas axilares nuevas, coincidiendo con lo men'(‘:'i'onado por Vasil
(1994), la Sacarosa es un factor que determina el desarrollo de nuevos
brotes in vitro, por lo tanto si se proporciona una cantidad adecuada de
sacarosa en las etapas tempranas del cultivo se puede obtener un

incremento en el follaje.

Cuadro 3. Comparacion miultiple de medias utilizando la prueba DMS
(Diferencias Minimas Significativas) para el numero de yemas axilares estimuladas a
los 15 dias para el factor Sacarosa en Dioscorea spp.

'Sacarosa Media/Error estandar  Observaciones Grupos homogeéneos
g/l (yemas/brotes)

60 1.070 + 0.089 64 A
30 1.975 + 0.093 60 B

Medias con Ia misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05




5.1.2 Resultados a los 30 dias

A los 30 dias se observd significancia estadistica en el nimero de
yemas axilares debido al factor Genotipo (p = 0.0001) y a la Sacarosa (p =
(.0028) (Cuadro 2A).

La prueba DMS indica que la accesion 93 forma mayor proporcion de
brotes en relacién con la accesion 175 (Cuadro 4), esta misma prueba indica
que la concentracion de 30 g/L de Sacarosa es la que produce mas yemas
axilares (Cuadro 5) confirmando con lo observado por Cura y col. (2004) en
sus experimentos con Liliaceaes in vitro, la proliferacion de brotes se

desarrolla mejor con sacarosa y el medio basal MS.

Cuadro 4. Comparacion multiple de medias mediante la prueba DMS para el
ndmero de yeras axilares estimuladas a los 30 dias para el factor Genotipo en
Dioscorea spp.

Genotipo Media/Error estandar Observaciones  Grupos homogeneos

(yemas/brotes)
175 1.070 £ 0.159 64 A
93 1.975£0.165 60 B

Medias con la misma letra no son significalivamenle diferentes a= 0.05

Las nuevas yemas axilares estimuladas mostraron un color
blanguecino y un ligero etiolamiento (Figura 4).
Cuadro 5. Comparacién multiple de medias mediante la prueba DMS para el

numero de yemas axilares estimuladas a los 30 dias para el factor Sacarosa en
Dioscorea spp.

Sacarosa Media /Error estandar Observaciones Grupos homogéneos
a/L (yemas/brotes)

60 1.170 £ 0.165 60 A
30 1.875 +0.159 64 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05




Figura 4. Proliferacién de yemas axilares en Dioscorea spp. a los 30 dias con ligero
eliolamiento y blanguecinos

5.1.3 Resultados a los 45 dias

Al realizarse la evaluacion a los 45 dias se observo al factor Genotipo
con una alta significancia (p = 0.0000) y a la Sacarosa con significancia {p =
0.0262) (Cuadro 3A) en la produccion de yemas axilares.

Con respecto a los factores Cinetina e lluminacion no mostraron

resuitados significativos.

En la comparacion mdltiple de medias la accesion 93 manifesto la
mayor cantidad de yemas desarrolladas a los 45 dias (Cuadro 6). Aqui se
empieza a notar la capacidad de cada accesion para producir nuevos brotes
con los mismos estimulos. Ya que la expresion de los genes esta
relacionada con la cantidad y tipo de regulador de crecimiento aplicado, la
mayoria de los estimulos son recibidos por proteinas receptoras ubicadas en

la membrana celular y transportados por proteinas hacia el nucleo de las

células en el proceso de transduccién (Pimienta y col., 2006).




Cuadro 6. Comparacion multiple de medias mediante la prueba DMS para el
nimero de yemas axilares estimuladas a los 45 dias para el factor Genotipo en
Dioscorea spp.

Genotipo Media/Error estandar  Observaciones  Grupos homogéneos

(yemas/brotes)
175 1.671 £ 0.209 64 A
93 3.180 £ 0.216 60 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05

El mejor resuitado para produccion de yemas axilares estimuladas a
los 45 dias fue con la concentracion de Sacarosa a 30 g/L (Cuadro 7), la cual
produjo un incremento de 25% de yemas axilares en relacion a la
concentracion de 60 g/L, la mayoria del tejido vegetal necesita una fuente de
carbono para crear biomasa ya que la reorganizacion de las células interfiere
con el intercambio de CO, y con la sustraccion de carbono por la planta ('R.
Soltero, com. pers.).

Cuadro 7. Comparacion multiple de medias mediante la prueba DMS para el

nimero de yemas axilares estimuladas a los 45 dias para el factor Sacarosa en
Dioscorea spp.

|Sacarosa  Media/Error estandar Observaciones Grupos homogéneos
g/L {yemas/brotes)

60 2.086 + 0.216 60 A
30 2.765 + 0.209 64 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferenies a= 0.05

5.1.4 Resultados a los 60 dias

En este punto del experimenio, el Genotipo obtiene una alta
significancia (p = 0.0000} convirtiéndose en el factor que muestra una mayor
formacion de yemas axilares (Figura 5). Por otro lado la cinetina, la
fluminacion y la sacarosa no muestran significancia alguna (Cuadro 4A). En
contraste con Cabrera y col., (2003) en Dioscorea spp. quienes encontraron
que con el regulador de crecimiento cinetina se ve favorecida una mayor

cantidad de brotes a partir de los 60 dias.

' R. Soltero. catedratico de la Universidad de Guadalajara, materia Biotecnotogia Vegetal




En la comparacion multiple de medias para la accesion 93 se muestra
por arriba del doble de yemas axilares formadas en relacion con la accesion
175 (Cuadro 8).

Cuadro 8. Comparacion multiple de medias mediante la prueba DMS para el

numero de yemas axilares estimuladas a los 60 dias para el factor Genotipo en
Dioscorea spp.

Genotipo  Media/Error estandar  Observaciones  Grupos homogéneos

(yemas/brotes)
175 2.148 £ 0.273 64 A
93 4.371 + 0.288 58 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05

El comportamiento de los Genotipos en relacion a la proliferacion de
yemas axilares durante los 60 dias de experimento, presento a la accesién
93 con un notorio desarrollo a partir de los 30 dias con una produccion de
brotes de casi el doble en relacion a la accesion 175 al llegar a los 60 dias
(Figura 6),

Figura 5. Proliferacion de yemas axilares en Dioscorea spp. a los 60 dias, accesion 93




BIBLIOTECA CUCBA

5

4
L
§ 3 Accesién
g —— 175
z o —a— g3
o

1

0

15 30 45 60
Dias

Figura 6. Numero de yemas estimuladas de Dioscorea spp. con las accesiones 93 y
175 en evaluacion a 15, 30, 45 y 60 dias.

5.2 Proliferacion de raices en Dioscorea spp.

5.2.1 Resultados a los 15 dias

Los resultados en la proliferacion de raices durante los primeros 15
dias para el factor lluminacion {p = 0. 0019) y el Genatipo (p = 0. 0003) se

observé que obtuvieron alta significancia en ambos casos (Cuadro 5A).

En el caso del Genotipo la accesion 175 fue la que mostré una
cantidad superior para el desarrollo de raices a los 15 dias (Cuadro 9). En el

analisis estadistico no se encontré que la Cinetina ni la Sacarosa tuvieran

relevancia en la formacién de raices en este experimento.




Cuadro 9. Comparacion multiple de medias mediante fa prueba DMS para
proliferacion de raices estimuladas a los 15 dias para el factor Genotipo en Dioscorea

spp.

Genotipo  Media/Error estandar  Observaciones Grupos homogéneos

: (raices)
| 93 0.054 + 0.085 60 A
175 0.492 + 0.082 64 B

‘Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05

El resultado obtenido con la variable “Sin luz’ produjo la mayor
cantidad de raices formadas durante los primeros 15 dias (Cuadro 10). Por
lo que un ambiente sin iluminacién en etapas tempranas del cultivo in vitro
provee el estimulo necesaric para el crecimiento de raices, las cuales

proporcionan a la planta, soporte, respiracion y absorcién de nutrimentos.

Cuadro 10. Comparacién miiltiple de medias mediante la prueba DMS para
proliferacién de raices estimuladas a los 15 dias para el factor lfuminacién en Dioscorea

Spp.

lluminacion  Media/Error estandar Observaciones Grupos homogeéneos

{raices)
Luz 0.085 = 0.085 60 A
Sin luz 0.460 £ 0.082 64 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05

5.2.2 Resultados a los 45 dias

Los resultados arrojados por el andlisis de varianza demuestran que a
los 45 dias existié una alta significancia para ias variables Genotipo (p =
0.0005) y Sacarosa (p = 0.0005) (Cuadro 6A).

En la prueba de comparacion multiple de medias a los 45 dias, la
accesion 93 mostro mayor formacion de raices en comparacion con la

accesion 175 (Cuadro 11) (Figura 7).

La concentracién de Cinetina y la lluminacion no fueron factores que

indujeran la formacion de raices a los 45 dias de iniciado el experimento.




Cuadro 11. Comparacion mulliple de medias mediante la prueba DMS para
proliferacién de raices estimuladas a los 45 dias para el factor Genotipo en Dioscorea

spp.

Genotipo  Media/Error estandar  Observaciones  Grupos homogéneos

(raices)
175 1.789 + 0.259 64 A
93 3.135 £ 0.273 58 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05

La concentracion de Sacarosa demuestra que si al aumentar, se
incrementa proporcionalmente la cantidad de raices (Cuadro 12).

Cuadro 12. Comparacion mulliple de medias mediante la prueba DMS para
proliferacion de raices estimuladas a los 45 dias para el factor Sacarosa en Dioscorea

spp.

Sacarosa Media/Error estandar  Observaciones  Grupos homogéneos
(g/L) (raices)

I 30 1.784 + 0.263 62 A
! 60 3.139 + 0.268 60 . B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0 05

Figura 7. Raices desarrolladas de Dioscorea spp. a los 45 dias




5.2.3 Resultados a los 60 dias

Los resultados del andlisis de varianza muestra al Genotipo (p =
0.0018) y a la Sacarosa (p = 0.0004) como los factores con mayor influencia
en la produccion de raices, en la evaluaciéon ocurrida a los 60 dias de
iniciado el experimento (Cuadro 7A), coincidiendo con los resultados de
Quintero y col. (2000} en sus experimentos con Dioscorea spp., el tipo de
accesion es un factor relevante en la evaluacién del numero y grosor de
raices, por {o tanto una identificacion oportuna de la accesién y una

concentracion alta de sacarosa, promoveran enraizamiento.

La Cinetina e lluminacion no resultaron influyentes en la proliferacion
de raices, ya que la Cinetina en altas concentraciones puede inhibir el

desarrollo de raices laterales. (°R. Soltero, com. pers.).

Los resultados de la prueba de comparacion multiple de medias
muestra que la accesion 93 estadisticamente produjo una mayor cantidad de
raices (Cuadro 13} que la accesidon 175. Los inductores internos (hormonas,
luz y el desarrollo mismo) pueden desempenar una regulacién genética del
proceso de desarrollo de la planta, el cual se puede notar en la velocidad de

propagacion y asimilacién de los estimulos (Pimienta, 2008).

Cuadro 13. Comparacion multipte de medias mediante la prueba DMS para
proliferacion de raices estimuladas a los 60 dias para el factor Genotipo en Dioscorea

5p0.

‘Genotipo Media/Error estandar Observaciones Grupos homogéneos

(raices)
175 2.406 £ 0.304 64 A
93 3.818 £ 0.320 58 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05

La concentracién de 60 g/L de Sacarosa favorecid la produccion
de raices {Cuadro 14), los requerimientos de carbono son mayores al

avanzar el desarrollo de la ptanta.

* R. Soltero, catedratico de la Universidad de Guadalajara, materia Biotecnologia Vegetal.




Cuadro 14. Comparacion mulliple de medias mediante la prueba DMS para
proliferacion de raices estimutadas a los 60 dias para el factor Sacarosa en Dioscorea

Spp.

‘Sacarosa  Media/Error estandar  Observaciones Grupos homogéneos
(g/l.) (raices)

\ 30 2.303 £ 0.309 62 A
| 60 - 3.920+0.315 860 B ]
Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a=0.05

5.3 Estimulacidn de microtubérculos en Dioscorea spp.

5.3.1 Resultados a los 45 dias

En las evaluaciones a los 15 y 30 dias no se observo significancia en
ningun factor.

Para la formacién de microtubérculos, el regulador de crecimiento
Cinetina mostrd que después de los 45 dias existian diferencias
significativas en las concentraciones utilizadas (p = 0.0226) (Cuadro 8A),
siendo la dosis de 0.5 mg/L la que presento mejor resultado (Cuadro 15). De
acuerdo con Lugo (1997) las citocininas promueven la tuberizacion in vitro
en el cultivo de papa (Solanum tuberosum) en un periodo de 40 dias, ya que
las citocininas se producen en las raices de la plantas, estimulando la

division celular y el crecimiento.

Cuadro 15. Comparacion multiple de medias mediante la prueba DMS para
microtubérculos a los 45 dias para el factor Cinetina en Dioscorea spp.

:Cinetina Media/Error estandar Observaciones  Grupos homogeneos
- (mg/L) (microtubérculos)

0 0.015 + 0.063 32 A
2 0.078 + 0.063 32 A

1 0.170 + 0.065 30 A B
05 0.287 +0.065 30 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05




5.3.2 Resultados a los 60 dias

En esta etapa del experimento se encontrdé que la Cinetina produce
diferencias altamente significativa (p = 0.0016), coincidiendo con Feng Qing
(2007) quien trabajo con Dioscorea nipponica Makino menciona, que en
presencia de citocininas se observa un efecto en la induccion de la
microtuberizacién, para esta especie se observa estimulo, pero la cantidad

de microtubérculos todavia es baja.

El Genotipo se mostré como significativo (p = 0.0135) (Cuadro 9A).
La lluminacién y la Sacarosa no presentaron influencia estadistica en la

estimulacion de microtubérculos.

La mejor dosis de Cinetina para la formacion de microtubérculos fue
de 0.5 mg/L (Cuadro 18) (Figura 8), de acuerdo con Ng (1988) citado por
Vasil (1994) menciona gue en casi cualquier medio de cultivd:“‘ainetina y
dias de larga duracidon {12 a 16 horas luz) es suficiente para generar

microtubérculos en pocas semanas.

Cuadro 16. Comparacién multiple de medias mediante la prueba DMS para
microtubérculos a los 60 dias para el factor Cinetina en Dioscorea spp.

.Cinetina  Media/Error estandar Observaciones  Grupos homogéneos
H{mg/L) (microtubérculos)

0 0.015 £ 0.062 32 A
2 0.028 + 0.064 30 A
1 0.270 £ 0.064 30 B
0.5 0.287 +0.064 30 B

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes a= 0.05




)

Figura 8. Formacion de microtubérculos en Dioscorea spp.
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VI. CONCLUSIONES

La presencia de Cinetina no indujo la proliferacion de yemas axilares

en Dioscorea spp.

El regulador de crecimiento Cinetina en concentracion de 0.5 mg/L

promovid ia formacion de microtubérculos en Dioscorea spp.

El Genotipo es un factor importante que afecta la formacion de

microtubérculos de Dioscorea spp.

. La accesion 93 produjo un desarrollo mayor de raices en Dioscorea

spp.

La accesion 93 mostré mayor produccion de yemas axilares en

Dioscorea spp.

La Huminacién no es un factor determinante en la induccion de

microtubérculos de Dioscorea spp.

. La Sacarosa en concentraciones de 30 g/L. generé mayor proliferacion
de yemas axilares de Dioscorea spp. independientemente de la

accesion

La Sacarosa en concentraciones de 60 g/L produjo una mayor

produccion de raices a partir de lo 30 dias
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Anexo

Cuadro 1A. Analisis de varianza de los tratamientos para el numero de yemas
axilares estimuladas a los 15 dias de Dioscorea spp. utilizando como factores la
Cinetina, Genotipo, lluminacion y Sacarosa.

Fuente G.L Suma de Cuadrado Valor F Prob:F
cuadrados medio

Cinetina 3 1,803 0.634 1.23 0.3028

Genotipo 1 1.737 1.737 3.36 0.0693

lluminacion 1 0.585 0.585 1.13 0.2894

Sacarosa 1 5.020 5.020 972 0.0023*

Residual 117 60.455 0.516

Total 123 69.909

**Altamente significativo

Cuadro 2A. Andlisis de varianza de los tratamientos para el nimero de yemas
axilares estimuladas a los 30 dias de Dioscorea spp. utilizando como factores la
Cinetina, Genotipo, lluminacion y Sacarosa.

Fuente G.L Suma de Cuadrado Valor F ProbF
cuadrados medio

Cinetina 3 1.801 0.633 0.39 0.7627

Genotipo 1 25.277 25277 15.43 0.0001*

lluminacion 1 0.071 0.071 0.04 0.8352

Sacarosa 1 15.305 15.305 9.34 0.0028*

Residual 117 191.667 1.638

Total 123 235,700

**Altamente significativo

Cuadro 3A. Analisis de varianza de los tratamientos para el ndmero de yemas
axilares estimuladas a los 45 dias de Dioscorea spp. utilizando como factores la
Cinetina, Genetipo, lluminacién y Sacarosa.

Fuente G.L Suma de Cuadrado Valor F Prob>F
cuadrados medio

Cinetina 3 13.8186 4 605 1.64 0.1834
Genotipo 1 70.234 70.234 25.05 0.0000**
[luminacidn 1 0.015 0.015 0.01 0.9404
Sacarosa 1 14.218 14.218 5.07 0.0282*
Residual 117 328.086 2.804
Total 123 427.839

**Altamente significativo *Significativo




Cuadro 4A. Andlisis de varianza de los tratamientos para el numeroc de yemas
axilares estimuladas a los 60 dias de Dioscorea spp. utilizando como factores la
Cinetina, Genotipo, lluminacién y Sacarosa.

Fuente G.L Suma de Cuadrado Valor F PromF
cuadrados medio

Cinetina 3 14.830 4.943 1.03 0.3802

Genotipo 1 149.788 149.788 31.34 0.0000*

luminacidn 1 1.962 1.962 0.41 0.5230

Sacarosa 1 17.534 17.534 3.67 0.0579

Residual 115 549 592 2.804

Total 121 734,830

**Altamente significativo

Cuadro 5A. Andlisis de varianza de los tratamientos para la proliferacion de
raices a los 15 dias en Dioscorea spp. ulilizando como factores la Cinetina, €l
Genotipo, la lluminacién y la Sacarosa.

Fuente G.L. Sumade Cuadrado medio Valor F ProbsF
cuadrados

Cinetina 3 1.642 0.547 1.27 0.2891
Genotipo 1 5921 5.921 13.70 0.0003**
liuminacion 1 4,352 4,352 10.07 0.0019**
Sacarosa 1 0.365 0.365 0.84 0.3599
Residual 117 50.581 0.432
Total 123 62.586

**Altamente significativo

Cuadro BA. Analisis de varianza de los tratamientos para la proliferacion de
raices a los 45 dias en Dioscorea spp. utilizando como factores la Cinetina, Genotipo,
lluminacién y Sacarosa.

Fuente G.L Suma de Cuadrado medio Valor F Prob »F
cuadrados

Cinetina 3 9.656 3.218 0.75 0.5260
Genotipo 1 54.9286 54,926 12.75 0.0005**
lluminacidn 1 0.492 0.492 o.M 0.7358
Sacarosa 1 55.762 55.762 12.95 0.0005**
Residual 115 495.231 4.306
Total 121 611.346

**Altamente significativo




Cuadro 7A. Andlisis de varianza de los tratamientos para la proliferacién de
raices a los 60 dias en Dioscorea spp. utilizando como factores Cinetina, Genotipo,

lluminacion y Sacarosa.

Fuente G.L Sumade Cuadrado medio Valor F Prob»F
cuadrados

Cinetina 3 31.099 10.366 1.75 0.1604
Genotipo 1 60.410 60.410 10.21 0.0018**
lluminacioén 1 7.747 7.747 1.31 0.2549
Sacarosa 1 79.378 79.378 13.41 0.0004**
Residual 115 680.577 5918
Total 121 849.705

**Altamente significativo

Cuadro 8A. Andlisis de varianza de los tratamientos para microtubérculos a los
45 dias en Dioscorea spp. utilizando como factores fa Cinetina, Genotipo, luminacion y

Sacarosa.

Fuente G.L Suma de Cuadrado medio ValorF Prob:F

cuadrados

Cinetina 3 1.292 0.430 3.31 0.0226*
Genotipo 1 0.565 .. 0.565 4.35 0.0393*
fluminacién 1 0.000 ~0.000 0.01 0.9362
Sacarosa 1 0.000 0.000 0.01 0.9362
Residual 117 15.233 0.130
Total 123 17.054

* Significativo

Cuadro 9A. Analisis de varianza de los tratamientos para microtubérculos a los
60 dias en Dioscorea spp. utilizando como factores la Cinetina, Genotipo, lluminacion y

Sacarosa,

Fuente G.L Suma de Cuadrado medio ValorF ProbF

cuadrados

Cinetina 3 2.017 0.672 5.41 0.0016**
Genotipo 1 0.782 0.782 6.30 0.0135*
lluminacién 1 0.206 0.206 1.66 0.1997
Sacarosa 1 0.422 0422 3.40 0.0676
Residual 115 14.288 0.124

Total 121 17.738

* Significativo ** Altamente significativo
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