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Introduccion

El name espino (Dioscorea rotundata) es una de las 650 especies
pertenecientes al género Dioscorea, ampliamente distribuidas en regiones
tropicales de alta pluviosidad, donde exhibe su mayor diversidad,
consolidandose como el grupo principal de plantas con flores de esta
familia (Thurston, 1998). Es originario de Africa occidental y actualmente
distribuido por todos los tropicos. Esta especie no se conoce en estado
silvestre y se cree que derivo de D. cayenensis, de la misma region. Las
plantas pertenecientes a esta especie se caracterizan por poseer tubérculos
llamados fiames, los cuales son una estructura del tallo modificado, cuya
funcion es el almacenamiento de granulos de almidon (Tejeda et al., 2007).

En Colombia, las especies mas cultivadas son Dioscorea alata o hiame
criollo y D. rotundata o name espino, donde el 92% de la produccion
nacional se concentra en los departamentos de Sucre, Cérdoba y Bolivar
(Campo, 2011; Reina, 2012; Agronet, 2016). El hame espino, por su parte,
es un cultivo de pequenios y medianos agricultores de la Costa Caribe, el
cual constituye la principal fuente de ingresos, de empleo rural, oferta de
alimento para sus pobladores y un producto de exportacion (Tejeda et al.,
2007; Reina, 2012).

El departamento de Sucre genera el 20% de la produccion de hame
de la Costa Caribe, ocupando el tercer lugar después de Bolivar y Cérdoba
(Agronet, 2014). En este departamento el iame es el principal producto de
la canasta familiar y sustento de pequenios productores, donde el 47% de la
produccion total es de hame espino (Reina, 2012). En el 2010 se report6 en
Sucre una produccion de 13.020 toneladas (ton) de hame espino, siendo
Los Palmitos el principal municipio productor (4.680 ton), seguido de
Ovejas (4.560 ton), Sampués (1.000 ton), Toluviejo y Sincé (337 ton), en
total para el 2010 se cultivaron 1.269 hectareas (ha) y se cosecharon 1.260
ha en todo el departamento. Es importante resaltar que el municipio de
Los palmitos registra rendimientos por hectareas del cultivo entre 14 y
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18 ton, y algunos productores han incrementado su densidad de siembra
hasta 15.000 plantas ha-1 alcanzando un rendimiento de hasta 26 ton
(Fundacion Procaribe, 2012).

Adicionalmente, el cultivo de fiame espino (Dioscorea rotunadata)
se ha posicionado como un producto de exportacion en los mercados de
Estados Unidos y Europa generandole al pais mas de US$2.5 millones
anuales (Sanchez y Hernandez, 2003; Fundacion Procaribe, 2012; Plan
General de Asistencia Técnica Municipio de Chalan, (2013) siendo a nivel
nacional la especie que mas genera ingresos de exportacion (40 millones de
pesos por cada contenedor de 22, 8 ton) (ICA, 2009).

No obstante, el desarrollo extensivo de este cultivo se ha visto limitado,
principalmente por dos razones: (i) bajas tasas de multiplicacién en campo
del material vegetal de plantacion (tubérculo), y (ii) alta susceptibilidad del
cultivo frente a enfermedades causadas por virus, bacterias, nematodos y en
especial hongos como Colletotrichum gloeosporioides (Salazar y Beltran,
2002; Reina, 2012). Ademas, el riesgo de transmision de enfermedades
de un ciclo a otro y de una localidad a otra se incrementa debido a la
propagacion vegetativa del cultivo a través del fraccionamiento de los
tubérculos (Amusa, Adegbite, Muhammed y Baiyewu, 2003). A esto, se
suma la estacionalidad del cultivo, cuya siembra normalmente inicia entre
abril y mayo (Rodriguez, 2015; Fundacion Procaribe, 2012), originando
escases de material de siembra e incrementa sus costos durante ese periodo.
En ese sentido, para el cultivo de hame, la poca disponibilidad de material
de siembra se presenta como la principal problematica a solucionar hacia
un desarrollo eficiente del cultivo del fiame (Yan et al., 2011).

Esasicomolapropagacioninvitrosurge comounaexcelentealternativa,
pues permite la produccién de plantas genéticamente homogéneas, la
utilizacion de propagulos de pequenio tamano, independencia de la
estacionalidad, sanidad del material vegetal y manipulacién de una tasa
elevada de explantes en espacio reducido (Vidoy, 2014). Sin embargo,
la micropropagacion por segmentos nodales mas extendida en especies
vegetales, especialmente en plantas del género Dioscorea se realiza en
matrices de cultivo semisolido (SS) (Borgesetal.,2011; Bonillay Hernandez,
2012; Senapati et al., 2015). Ademas, los protocolos para la propagacion
in vitro de name bajo matrices (SS) han presentado bajos coeficientes de

22



Lucia Candelaria Diaz Narvaez, Heberto Polanco Ortega, Oscar Elias Carmona Wilches,
Eder Dadner Durango Ballesteros, Javier Darfo Beltran Herrera, Isidro Elias Suarez
Padron

multiplicacion y supervivencia de las plantas en la fase de aclimatacion y en
campo (Medero et al., 1999; Chu y Figuereido, 2002; Borges et al., 2004).

Una alternativa para obtener una mayor eficiencia en la propagacion
in vitro, y a su vez disminuir los costos de producciéon y mano de obra,
se ha desarrollado en diferentes especies vegetales, donde implementan
un sistema de cultivo doble fase (DF), el cual consiste en una capa de
medio semisolido superpuesta por una capa de medio liquido, que le
brinda soporte al explante previniendo problemas como la hiperhidricidad
(Ziv, 1995; Domingues et al., 2013; Senapati, 2015), y a su vez brinda
las ventajas del medio liquido tales como; mayor disponibilidad de agua
y nutrientes, reduccién en los gradientes de nutrientes y hormonas
endogenas, eliminacion de la polaridad y reduccion en el efecto de las
toxinas (Singha 1982, citado por Avila et al., 1996; Debergh, 1983; Gawel
y Robacker 1990; Ascough y Fennell, 2004). Se debe considerar que la
micropropagacion de especies vegetales en sistema de cultivo (DF) no
requiere la realizacion de subcultivos periddicos, con lo cual es posible
reducir los riesgos de contaminacion por manipulacion y los costos de
produccion debido a la reduccion en insumos y mano de obra (Senapati,
2015), razones por la cual esta investigacion tuvo como objetivo desarrollar
un protocolo de micropropagacion para la especie D. rotundata cultivar,
Boton en sistema de cultivo (DF) para la producciéon de material de siembra
de excelente calidad fisiologica y fitosanitaria del cultivo.

Metodologia

Ubicacion Geografica: esta investigacion se realizé en el Laboratorio
de Biotecnologia Vegetal de la Universidad de Sucre, sede Puerta Roja en la
ciudad de Sincelejo.

Obtencion del Material Vegetal: las plantulas necesarias para el
desarrollo de esta investigacion fueron obtenidas a través de subcultivos
periodicos cada tres meses de la accesion codificada como 010 (D.
rotundata, cultivar Botén) perteneciente al Banco de Germoplasma de
Name de la Universidad de Sucre. Como explante se utilizaron segmentos
con al menos dos nudos, con hojas y sin raices, a razén de tres explantes
por frasco (182 cm?).
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El medio de cultivo estuvo constituido por sales Murashige y Skoog
al 4,33 gL', sacarosa 30 g L, tiamina 1 mg L*, mioinositol 0,1 g L'!, y
agar 5,5 g L'!. Todos los medios de cultivo se ajustaron a un pH de 5.8 +
0.1 y fueron esterilizados por 20 minutos a 15 psi y 121°C, tras lo cual
fueron observados durante 7 dias, antes de su uso, para descartar cualquier
contaminacion. La incubacion de las plantulas se realizo a una temperatura
25 + 5°C, humedad relativa de 65% y un fotoperiodo de 12 horas luz con
una intensidad luminica de 50 pmol m?s™.

Comparacion del desarrollo in vitro de la especie D.
rotundata, cv. Boton en el sistema de cultivo convencional y
doble fase a través del tiempo.

En este experimento se utilizaron segmentos uninodales con una
longitud aproximada de 1,5 cm, tomados de plantas de 60 dias de edad
micropropagadas sin la implementacion de reguladores de crecimiento e
incubadas bajo las condiciones descritas anteriormente. El material vegetal
se establecié en medios de cultivo, a razéon de un segmento nodal por
recipiente (240 cm?).

En cada uno de los recipientes se depositaron 30 ml de medio de
cultivo. El cual estuvo constituido por sales MS 4,33 g L, sacarosa 30g
L', tiamina 1 mg L', mio-inositol 100 mg L*, ANA 0,1 mg L', BAP 0,3
mg L' y agar 6,0 g L. Ademas, Para el sistema de cultivo doble fase se
adicionaron 10 ml de medio de cultivo liquido con la misma formulacion
que el medio de cultivo semisoélido, tres dias después del establecimiento
de los explantes.

Los segmentos uninodales estuvieron provistos de una hoja y sin
raices. Los cuales, fueron establecidos en los distintos sistemas a razén de
un explante por recipiente obedeciendo a la polaridad de la planta, las
cuales fueron incubadas a una temperatura de 25 + 5 °C, humedad relativa
de 65%), una intensidad luminica de 50 pmol m™s™ y un fotoperiodo de 12
horas luz.

Ademas, las plantulas de D. rotundata, cultivar Botén, incubadas en
los dos sistemas de cultivo bajo las condiciones anteriormente mencionadas,
fueron trasplantadas a condiciones de casa malla al cabo de 30, 60 y 90 dias
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en bandejas plasticas con 18 alveolos con un sustrato comercial (Ergo®),
en cada uno de los cuales, se transfirio una plantula por alvéolo.

Bajo condiciones de casa malla se emple6 un polisombra del 60% de
cobertura y una frecuencia de riego por nebulizacién de 30 segundos cada
media hora. Después de la primera semana las plantas se irrigaron con una
frecuencia de 12 segundos cada dos horas, y a partir de la cuarta semana
las plantas fueron sometidas a una frecuencia de dos riegos diarios de 3
minutos cada uno, cada 12 horas (Suarez et al., 2009).

Evaluacion del desarrollo in vitro de la especie D. rotundata,
cv. Boton en el sistema de cultivo convencional y doble fase
a través del tiempo.

A los 30, 60 y 90 dias de haber iniciado el experimento de
multiplicacion en ambos sistemas de cultivo, se midieron las siguientes
variables:

* Longitud del tallo (en centimetros, desde la base del tallo hasta el
ultimo nudo) (Domingues et al., 2013)

» Numero de nudos (Borges et al., 2004)

* Numero de hojas (Borges et al., 2011)

e Numero de raices (Scherwinski et al., 2012)

* Densidad estomatica (niumero de estomas por mmz2) y nimero de
estomas abiertos.

* Densidad de tricomas (ntimero de tricomas por mm?2)

Se realizaron observaciones histologicas de la parte foliar a través de
cortes paradérmicos de hojas de D. rotundata provenientes de cada sistema
de cultivo.

Al final de la sexta semana, se registro el porcentaje de supervivencia
(numero de plantas vivas sobre el ntumero total de plantas evaluadas por
cien) (Diaz et al., 2015).
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Disefo y analisis estadistico.

La investigacion se realizé bajo un disefio completamente al azar
(DCA), formado por seis tratamientos con nueve réplicas cada uno. A los
datos obtenidos se les aplico las pruebas de normalidad (Shapiro-Wilk)
y homogeneidad de varianzas (Bartlett), tras lo cual, se concluyo que las
variables se distribuian de forma normal y homogénea. Por lo tanto, se
utilizaron las pruebas paramétricas de Tukey y Tstudent. Todos los analisis
estadisticos se procesaron en el programa R para Windows, version 3.4.3
con los paquetes agricolae y stats (Mendiburu, 2016; R Core Team, 2017).

Comparacion del desarrollo in vitro de la especie D.
rotundata, cultivar Boton en sistema de cultivo convencional
y sistema de cultivo doble fase a través del tiempo.

Segin Borges et al. (2011), los indicadores fundamentales en la
micropropagacion de name son la longitud del vastago y el numero de
nudos. El desarrollo de nudos nuevos depende del sistema de cultivo
implementado (Tablal), mostrando resultados superiores en el sistema de
cultivo (DF). Asimismo, se evidenci6 la influencia del tiempo dentro de
este sistema, donde se alcanzo el mayor ntiumero de nudos (22,44) a los 90
dias de cultivo (figuralA), sin embargo, no existen diferencias estadisticas
con el valor alcanzado a los 60 dias de cultivo (18,22) (Tablal).

Tabla 1. Efecto del tiempo y el sistema de cultivo sobre la longitud del tallo y el
numero de nudos de Dioscorea rotundata, cv Botén bajo condiciones in vitto.

Longitud del Tallo Numero de nudos
Tiempo (Dias) Sistema SS Sistema DF Sistema SS Sistema DF
30 4,02Ab 5,49Ba 5,89Ab 10,22Ba
60 5,60Ab 6,72ABa 8,89Ab 18,22ABa
90 5,14Ab 8,17Aa 8,67Ab 22 44Aa

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los tres periodos de tiempo
indicados para cada matriz segun prueba de comparacion de medias Tukey para p < 0,05,
y letras minuisculas representan diferencias significativas entre sistemas de cultivo para
cada periodo de tiempo segin prueba de T-Student para p < 0,05.

En este sentido, se pudo observar que, independiente del tiempo de
cultivo implementado en el sistema semisolido (SS), los resultados fueron
estadisticamente no significativos para la variable nimero de nudos en
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los tres periodos de tiempo. Resultados similares fueron obtenidos para
la variable longitud del vastago en la cual se obtuvo la mayor longitud del
tallo en el sistema de cultivo (DF) a los 90 dias de cultivo (8,17 cm) (Figura
1), no existiendo diferencias significativas con la longitud del tallo obtenida
a los 60 dias de cultivo (6,72 cm). No obstante, en el sistema de cultivo
convencional (SS), no hubo diferencias estadisticas para la variable a través
del tiempo (figuralB) (Tablal).

Los resultados anteriores concuerdan con los reportados por
Scherwinski et al. (2012), quienes encontraron los valores mas altos en las
variables longitud del brote y nimero de nudos de pifia (Ananas comosus
L.) al incubar las plantulas en sistema de cultivo (DF) durante cinco meses.
Obteniendo asi, una tasa promedio de proliferacion de brotes un 58%
superior con respecto al sistema de cultivo convencional (SS). Del mismo
modo, Senapati (2015) reporté una tasa de multiplicacion de brotes (98,7
%) y longitud de brotes (9,9 ¢cm) mayor en sistema de cultivo DF con
respecto al sistema de cultivo SS en la propagacion in vitro de Rauwolfia
serpentine L.

Figura 1. Plantulas de Dioscorea rotundata Poir. cv. Boton a los 90 dias de
cultivo. A. Sistema de cultivo doble fase (DF). B. Sistema de cultivo semisolido
(SS).

En este orden de ideas, se debe apreciar que el crecimiento de las
plantulas tiende a ser mayor en sistemas de cultivo (DF) con relacion al
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presentado en sistemas de cultivo convencional (SS), lo cual se debe a que
en este nuevo sistema se aprovechan las ventajas de las matrices solidas
y liquidas. De esta manera, la utilizacién de una capa de medio liquido
en el sistema de cultivo proporciona las siguientes ventajas: i) incrementa
la disponibilidad de agua y nutrientes disueltos en el medio de cultivo
(Singha 1982, citado por Avila et al., 1996; Debergh 1983), ii) reduce los
gradientes de nutrientes y hormonas endogenas (Gawel y Robacker 1990),
iii) elimina la polaridad, y iv) disminuye el efecto de las toxinas sobre el
tejido vegetal (Ascough y Fennell, 2004).

Por otra parte, al emplear una matriz de cultivo solida en la parte
basal del sistema doble fase garantiza: i) soporte al explante, y ii) previene
el efecto depresivo sobre el crecimiento y desarrollo de los tejidos vegetales
debido a la hipoxia (baja disponibilidad de oxigeno) o la hiperhidricidad,
las cuales pueden generar desordenes fisioldgicos, como la malformacion
de hojas y tallos (Ziv, 1995), las cuales se constituyen las principales
desventajas de utilizar medio de cultivo liquido para la micropropagacion
de especies vegetales (Preil, 2005; Ziv, 2005; Cabrera, 2009).

Tabla 2. Efecto del tiempo y el sistema de cultivo sobre el niimero de raices y niimero
de hojas de Dioscorea rotundata, cv. Boton bajo condiciones in vitro.

Numero de raices Numero de hojas
Tiempo (Dias) Sistema SS Sistema DF Sistema SS Sistema DF
30 6,78Ab 9,67Aa 6,78Ab 9,67Aa
60 10,44Aa 9,44Aa 10,44Aa 9,44Aa
90 9,00Ab 13,12Aa 9,00Ab 13,12Aa

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los tres periodos de tiempo
indicados para cada matriz segun prueba de comparacion de medias Tukey para p < 0,05,
y letras minusculas representan diferencias significativas entre sistemas de cultivo para
cada periodo de tiempo segtn prueba de T-Student para p < 0,05.

Con respecto al desarrollo radicular, los resultados evidenciaron la
influencia del sistema de cultivo sobre la produccion de raices in vitro en
Dioscorea rotundata, es asi como el nimero de raices fue significativamente
superior en el sistema de cultivo (DF) en dos de los tres periodos de tiempo
30y 90 dias (tabla 2). Asimismo, a partir de los resultados se puedo constatar
que el tiempo de cultivo no tuvo influencia significativa (p>0,05) en el
desarrollo radicular dentro de ambos sistemas, no obstante, los resultados

28



Lucia Candelaria Diaz Narvaez, Heberto Polanco Ortega, Oscar Elias Carmona Wilches,
Eder Dadner Durango Ballesteros, Javier Darfo Beltran Herrera, Isidro Elias Suarez
Padron

obtenidos en esta investigacion no coinciden con los reportados por Senapati
(2015), quien encontrd que el ntumero de las raices de R. serpetine fue
significativamente superior en sistema de cultivo (DF) al compararlo con
los resultados obtenidos en sistema de cultivo convencional, demostrando
asi que el desarrollo radicular de una especie es genotipo dependiente.

Por otra parte, se debe considerar que es posible reducir el tiempo y
los costos de produccion durante la micropropagacion de D. rotundata, cv.
Boton en sistema de cultivo (DF), puesto que no es necesario realizar una
fase de enraizamiento después de la fase de multiplicacion, gracias al buen
desarrollo radicular de las plantulas.

Resultados similares fueron reportados por Borges et al. (2011)
quienes afirmaron que es posible realizar de forma simultanea las fases de
multiplicacion y enraizamiento en D. alata, reduciendo asi el tiempo de
micropropagaciondelaespecie,loscostosasociadosalafase deenraizamiento
y la pérdida de plantulas por contaminacion. No obstante, los resultados
obtenidos en este ensayo superan a los obtenidos en la investigacion antes
mencionada. para las variables indicadoras de crecimiento v desarrollo.

a0
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Figura 2. Evaluacion in vitro de la densidad de tricomas y la densidad estomadtica
de D. rotundata cv, Boton en sistema de cultivo doble fase (DF) y sistema de
cultivo semisolido (SS).
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Figura 3. Observacion de estomas 40x (A) y tricomas 10x (B) a partir de cortes
paradérmicos de hojas de D. rotundata cv, Boton en sistema de cultivo doble fase,

tefiidos con Safranina. (Fuente de elaboracion propia) .

Por otra parte, el desarrollo foliar estuvo influenciado por el sistema
de cultivo en el cual se encontraban los explantes, obteniendo un promedio
significativamente superior en el ntiumero de hojas en el sistema de cultivo
doble fase a los 30 y 90 dias de incubacion. Sin embargo, no se observaron
diferenciasestadisticasentrelossistemas de cultivoalos 60 dias de incubacion
(tabla 2). Ademas, se realizaron cortes histologicos (paradérmicos) de las
hojas de D. rotundata, cultivadas bajo ambos sistemas, y se encontré que
la densidad estomatica (numero de estomas/mm?2) fue similar en ambos
sistemas (Figura 2), dichas estructuras se encontraban abiertas en su
totalidad (Figura 3). Asi mismo, no se evidenciaron diferencias estadisticas
entre los sistemas de cultivo al evaluar la densidad de tricomas (ntimero de
tricomas/mm?2), (Figura 2).

Los resultados obtenidos con respecto a la densidad estomatica
concuerdan con lo reportado por Marin, Vargas y Oropeza (2012), quienes
encontraron presencia de estomas en hojas de Dioscorea alata provenientes
de cultivo in vitro, ademas reportan que no existe diferencias significativas
en el tamano de las estomas de plantas de esta especie cultivadas en
condiciones in vivo con respecto a las micropropagadas. Lo cual, evidencia
que las plantas mantenidas in vitro responden a las condiciones ambientales
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del cultivo y, por lo tanto, revierten al fenotipo de la planta madre crecida
in vivo, cuando pasan por un proceso de aclimatacion, entonces se pone en
evidencia la plasticidad fenotipica de la especie vegetal en estudio (Marin

etal., 2012).

Lo anterior, permite argumentar que el buen desarrollo de estomas
y tricomas de las plantas cultivadas en los dos sistemas promovieron una
buena climatizacion de estas plantas bajo condiciones de casa malla.

Con relacion al efecto ejercido por el tiempo dentro de cada sistema
de cultivo sobre el desarrollo de hojas se observo que dicho efecto fue
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Figura 4. Evaluacion del porcentaje de supervivencia ex vitro de Dioscorea
rotundata cv, Boton en sistema de cultivo doble fase (DF) y sistema de cultivo
semisolido (SS).

Figura 5. Plantulas de D. rotundata cv. Boton proveniente de los sistemas de
cultivo SS y DF, transferidas a condiciones ex vitro. A. plantas de 90 dias de
micropropagacion en el primer dia en condiciones ambientales. B. Material
vegetal 20 dias después de su cultivo ex vitro. C. Plantas climatizadas de 50 dias
de edad. D. Plantas climatizadas de 60 dias en condiciones ex vitro.

Fuente: elaboracion propia

Del mismo modo, se logré constatar que el buen desarrollo radicular
sumado al buen desarrollo anatomico vy fisiologico de las estructuras aéreas
de las plantulas pudo haber favorecido los altos porcentajes de supervivencia
(100%) (Figura 4), observados al climatizar las plantulas en casa malla,
razon por la cual el sistema de cultivo y el tiempo de incubacion de estas no
afecto su supervivencia durante esta fase de la micropropagacion (Figura
5).

Conclusiones

La implementacion del sistema de cultivo doble fase para la
propagacion in vitro de D. rotundata, cv. Botén, permitié aumentar el
crecimiento y desarrollo de plantas in vitro, a la vez que se reduce el tiempo
y los costos de produccion del material. Convirtiéndose en el primer reporte
de un sistema altamente promisorio y de bajo costo para la produccion de
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material de siembra de buena calidad para la especie, el cual podria servir
como base al implementarlo en otros ejemplares comerciales del género
Dioscorea.
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