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Introduccion

El name pertenece al género Dioscorea y comprende alrededor de
600 especies cultivadas especialmente en Africa, siendo Nigeria el mayor
productor a nivel mundial (Mandal, 1993; Rodriguez, 2000; Bustamante et
al., 2003; Deepika et al., 2013). En Latinoameérica, Colombia es uno de los
mayores productores seguido de Brasil, Cuba, Haiti, Reptiblica Dominicana,
Costa Rica y Puerto Rico (Reina, 2012). A nivel nacional, las especies mas
cultivadas son Dioscorea alata (lame criollo) y Dioscorea rotundata (hame
espino) principalmente cultivados en los departamentos de Sucre, Cérdoba
y Bolivar, los cuales aportan el 92% de la producciéon nacional (Campo,
2011; Reina, 2012; Agronet, 2016). El fame espino es un cultivo propio
de pequenos y medianos productores de la Costa Atlantica de Colombia,
y priorizado en el departamento de Sucre por ser una de las principales
fuentes de ingreso, empleo rural, darea sembrada y alimentacion. Asi
mismo, es un producto de exportacion que le ha generado al pais ingresos
que superan los US$2.5 millones anuales (Sanchez y Hernandez, 2003;
Fundacion Procaribe, 2012).

A pesar de la importancia econémica, social y nutricional del name,
este presenta multiples problemas que afectan su produccion. Dentro de
esta problematica se destacan las pérdidas de 20-30% y hasta del 50%
durante la postcosecha y el almacenamiento debido a la susceptibilidad del
tubérculo a las pudriciones y al ataque de microrganismos como bacterias,
nematodos y hongos como Colletotrichum gloeosporioides (Pérea y
Buitrago, 2000; Pinzén, Bustamante y Buitrago, 2013; Reina, 2012;
Rodriguez, 2015). En otro aspecto, algunos autores como Yan et al. (2011)
afirman que la poca disponibilidad de material vegetal se presenta como la
principal problematica a solucionar para un manejo eficiente del cultivo.
De igual manera, la aplicacion de la ingenieria genética se ha visto limitada
por la ausencia de protocolos eficientes que permitan la regeneracion de
plantas y su transformacion genética (Manoharan, Nath y Tripahi, 2016).
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Frente a esta problematica, surge como alternativa el uso de la
embriogénesis somatica in vitro, definida como el proceso por el cual
las células somaticas se desarrollan en plantas diferenciadas pasando por
las etapas tipicas embrionarias sin que exista fusion de gametos (Fehér,
2005; Hernandez, 2013). Esta técnica se ha establecido en D. rotundata
mediante el estudio de diferentes factores (Osifo, 1988; Suarez et al., 2011;
Rodriguez et al., 2014; Manoharan et al., 2016), sin embargo, atn existen
limitaciones en la fase de induccion, en la cual se han reportado porcentajes
de induccion de masas proembriogénicas menores al 30%, recalcitrancia
y genotipo-dependencia (Sudrez et al., 2011; Rodriguez et al., 2014;
Manoharan et al., 2016). Por esto, para lograr buenos resultados a través de
la embriogénesis somatica es necesario tener en cuenta los factores fisicos y
quimicos que activen la ruta embriogénica (Namasivayan, 2007). Con base
en lo planteado, con esta investigacion se evalua el efecto del genotipo, el
tipo de explante y el efecto de reguladores de crecimiento como el picloram,
para el cual hay escasas publicaciones con respecto a su uso como inductor
de tejidos embriogénicos en D. rotundata (Manoharan et al., 2016).

La embriogénesis somatica aplicada al hame espino puede favorecer
la propagacion masiva de plantas (Hernandez, 2013), permite el cultivo
de un gran numero de unidades reproductivas con raices y meristemos en
el mismo medio, minimizando la necesidad de enraizar como el método
convencional (Bathia y Bera, 2015). Adicionalmente, el modo de cultivo
se puede escalar usando embriones en medio liquido (Hernandez, 2013).
Asi mismo, se favorece la transferencia de genes en células vegetales
embriogénicas lo que constituye una alternativa al fitomejoramiento
convencional. Bathia y Bera (2015) afirman que los embriones somaticos
son los mejores candidatos para la transformacion genética, asi como
su uso en la produccion de semillas sintéticas. Con esta investigacion se
reportan avances en la etapa induccion de la embriogénesis somatica en
los cultivares Boton y Aleman de D rotundata lo que a largo plazo puede
favorecer la produccion de material de siembra, asi mismo, se convierte
en un punto de partida para futuros programas de fitomejoramiento
y produccion de semilla sintética, todo esto en funcién de satisfacer las
necesidades de aproximadamente 20 mil familias beneficiarias por este
cultivo en el departamento de Sucre y la costa Atlantica.

40



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

Metodologia

Ubicacion Geografica: Esta investigacion se realizo en el Laboratorio
de Biotecnologia y Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de
Sucre, Sede Puerta Roja. Ubicado en la ciudad de Sincelejo, cuya posicion
geografica en Colombia es 9° 18" de latitud norte y 75 © 23" de longitud
oeste del meridiano de Greenwich (Ortega et al., 2011).

Induccion de masas proembriogénicas, induccion de callos y
embriones. Se utilizaron segmentos de peciolo y hoja con peciolo de 1,5
cm de longitud aproximadamente, obtenidos a partir de plantas in vitro de
60 dias de edad pertenecientes a la especie D. rotundata cultivares aleman
y Boton, los cuales se depositaron en cajas de Petri, conteniendo medio de
cultivo compuesto por Sales MS (Murashige y Skoog, 1962) (4,33 g L),
sacarosa (30 g L"), mio-inositol (0,1 g L"), tiamina HCI (1 mg L") y PTC
Agar (6 g L") (Durango y Oropeza, 2012; Suarez et al., 2011). Este medio
fue suplementado con diferentes niveles de picloram (0, 1,2, 3 mg L™).

Los medios de cultivo con los explantes evaluados se incubaron bajo
condiciones de oscuridad, ambos explantes se ubicaron horizontalmente
sobre el medio de cultivo. Para las hojas con peciolo se tuvo en cuenta que
la cara abaxial de la lamina foliar estuviera en contacto con el medio. Al
final de las 8 semanas se evaluo el porcentaje de masas proembriogénicas
(Rodriguez et al., 2014), porcentaje de callos (Shu et al., 2005) y el numero
de embriones (Manoharan et al., 2016).

Diseno y analisis estadistico.

Lainvestigacion se realizo bajo un disefio completamente aleatorizado
(DCA), conformado por 16 tratamientos con 12 réplicas por tratamiento.
A los datos obtenidos para la variable ntiimero de embriones, se aplico la
prueba no paramétrica de Wilcoxon y la prueba de comparacion de Kruskal-
Wallis. Todos los analisis estadisticos se procesaron en el programa R para
Windows, Version 3.0.4 con los paquetes agricolae y stats (Mendiburu,
2016; R Core Team, 2017).

Induccion de masas proembrogénicas.

Se evidenci6 la formacion de masas proembriogénicas, las presentaron
una coloracion amarillenta y blanquecina (Figura 1), de aspecto nodular y
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friable semejantes a las reportadas por Rodriguez et al. (2015). Se registraron
estos tejidos en la cara adaxial de la hoja (Figura 1A) y en la base del peciolo
(Figura 1B) en el cv. Aleman, para el cv. Boton los tejidos embriogénicos se
visualizaron en cara adaxial y en la base del peciolo (Figura 1Cy 1D). Se
confirmo mediante la técnica de squash y tincion con Lugol la presencia de
células embriogénicas presentes en las estructuras observadas, estas células
presentaron forma redondeada (Figura 1E), con polaridad establecida,
citoplasma denso y depésitos de almidon (Figura 1F), lo que concuerda
con lo reportado por Manoharan, Nath y Tripathi (2016). Los depositos
de almidén pueden estar relacionados con el crecimiento y la regulacion
de la morfogénesis en el desarrollo de los embriones somaticos (Ulisses et
al., 2016).

Figura 1. Masas proembriogénicas e histologia de células embriogénicas en D.
rotundata. A: Masas proembriogénicas en hoja con peciolo cv. Alemdn (flechas
rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (2 mg L-1), en el mismo explante
se observan callos indicados con flecha azul. B: Masas proembriogénicas en el
peciolo cv. Aleman (flechas rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3
mg L-1). C: Masas proembriogénicas en hoja con peciolo cv. Boton (flechas rojas)
a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3 mg L-1). D: Masas proembriogénicas
en peciolo cv. Boton (flechas rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3
mg L-1). E y F: Células embriogénicas de D. rotundata cv. Alemdn bajo el efecto
del picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas. E: Células embriogénicas sin tincion,
indicadas con flechas de color negro. F. Célula embriogénica tenida con Lugol,
la flecha negra indica la polaridad de la célula, caracteristica importante en la
formacion del embrion, asi mismo se observan depositos de almidon.

42



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

Durante la induccién de masas proembriogénicas se observd un
mayor porcentaje de estas en el cultivar Aleman con respecto al cultivar
Boton (Tabla 1), resultado que puede estar asociado al efecto del genotipo
en la respuesta embriogénica; al respecto, Deo, Tyagi, Taylor, Harding
y Beckert (2010) afirman que entre cultivares de una misma especie es
posible encontrar diferencias en la induccion de tejidos embriogénicos,
en razon a que algunos genotipos son inducidos con relativa facilidad y
otros son recalcitrantes. En ese aspecto, Torres (2007) evalué la respuesta
embriogénica de tres cultivares de D. rotundata reportando que los cultivares
UC90 y 086 registraron el mayor porcentaje de masas proembriogénicas
a diferencia del cultivar 1172, que presenté una respuesta menor. Asi
mismo, Belarmino y Gonzales (2008) para D. alata en la fase de induccion
obtuvieron mayor respuesta en la variedad VU-2 en comparacion a la
variedad Kinampay. Otros autores como Viana y Mantell (1989) reportaron
mayor frecuencia de callos inducidos en D. composita con respecto a lo
obtenido en D. cayennensis.

Tabla 1. Porcentaje de masas proembriogénicas en funcion del genotipo, tipo de
explante y concentraciones de picloram.

Porcentaje de masas proembriogénicas
Aleman Boton
Picloram (mg L") . Hoja con . Hoja con

Peciolo peciolo Peciolo peciolo
0 0,00 0,00 0,00 0,00
1 58,33 75,00 0,00 25,00
2 50,00 91,67 8,33 50,00
3 75,00 50,00 25,00 16,67

Fuente: Cdlculos del estudio

Lo planteado indica que en el género Dioscorea, el genotipo juega un
papel importante en la induccién de tejidos embriogénicos. En la especie
D. rotundata de acuerdo a los resultados obtenidos es recomendable la
utilizacion de vitroplantas del cultivar aleman para la induccién de masas
proembriogénicas. De igual manera, los resultados obtenidos difieren de
los reportados para esta especie por Suarez et al (2011) y Rodriguez et al
(2014) quienes obtuvieron porcentajes <30% y de 6% respectivamente,

43



Efecto del genotipo, tipo de explante y el picloram en la induccion de la embriogénesis
somatica en dioscorea rotundata

usando hojas con peciolo y 2,4-D como auxina. Lo que indica que con
picloram para esta misma especie los porcentajes de induccion de tejidos
embriogénicos pueden superar el 90 %. Esto concuerda con lo planteado
por Vacca et al. (2015) quienes reportaron hasta un 95,22 % de tejidos
embriogénicos en la especie Pterogyne nitens.

En otras especies como Ipomea batatas también se ha evidenciado
respuestas diferentes entre los cultivares, e inclusive respuesta nula como
lo reportado por Triqui et al. (2008) en los cultivares Duclos 11, Guangshu
y 953 bajo el efecto del picloram y 2,4-D. La ausencia de respuesta en los
genotipos puede estar determinada por la etapa y estado fisiologico de las
vitroplantas (Triqui et al., 2008). La menor respuesta en el cultivar Boton
puede deberse a una recalcitrancia, que consiste en una nula o baja respuesta
morfogénica asociada con células vegetales, tejidos y 6rganos que no tienen
la capacidad de responder a las manipulaciones in vitro (Benson, 2000). La
recalcitrancia en este cultivar se presento para las tres variables evaluadas,
resultado que es comun para plantas tropicales, las cuales pueden tener
compuestos fenodlicos que liberados al medio de cultivo pueden inhibir
la actividad de algunas proteinas afectando la embriogénesis somatica
(George, 2008). Sin embargo, la recalcitrancia presente en un cultivar
puede resolverse optimizando las condiciones de cultivo o seleccionando
mejor el explante (Hernandez, 2013).

Con respecto a los tipos de explantes el mayor porcentaje de
induccion de masas proembriogénicas se logré en hojas con peciolo para
ambos cultivares (Tabla 1), presentandose el mayor porcentaje de induccion
en el cv. Aleman (91,67 %). Estos resultados se obtuvieron empleando
una concentracion de picloram de 2 mg L-1, la cual resulté ser la mas
eficiente para la induccion de masas proembriogénicas en ambos cultivares
utilizando hojas con peciolo (Tabla 1). Por su parte, la concentracion
3 mg L-1 es la mds apropiada para la induccion de estas estructuras en
peciolos para los dos cultivares evaluados, esto indica que los tipos de
explantes responden de forma diferente a los niveles de auxina utilizado.
Los resultados obtenidos concuerdan con lo reportado en D. rotundata por
Suarez, Torres y Litz (2011) y Rodriguez et al. (2014) quienes obtuvieron
mayor respuesta embriogénica utilizando hojas con peciolo.

En ese sentido, lo anterior guarda relacion a lo obtenido en Ipomea
batatas por Guevaraetal. (2012) quieneslograron mayor respuestautilizando
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hojas con peciolo, segun estos autores, es posible que dichos resultados se
deban al area de contacto del explante con el medio. Sin embargo, larespuesta
embriogénica evidenciada puede depender de la presencia de células
competentes capaces de inducir la embriogénesis somatica en respuesta a un
estimulo externo (Fehér et al., 2003). La competencia celular esta asociada
con la desdiferenciacion de las células somaticas que les permite responder
a las nuevas senales del desarrollo (Fehér, 2008; Yang y Zhang, 2010). Las
células competentes se encuentran en un estado transicional en el cual bajo
un estimulo exégeno pueden convertirse en embriogénicas (Toonen et al.,
1994; Namasivayan, 2007), la competencia celular esta relacionada con
la utilizacion de tejidos jovenes ya que pueden ser mas susceptibles de
responder a senales externas de induccion y reprogramacion celular (Deo
etal., 2010), para esta investigacion se tuvieron en cuenta vitroplantas que
no superaran los 60 dias de edad.

Induccion de callos

Los callos obtenidos tenian apariencia cristalina y filamentosa (Figura
2A) en algunos casos asociados con masas proembriogénicas (Figura 1A).
Estos callos de acuerdo con la histologia realizada estaban conformados
por células no embriogénicas, las cuales presentaron forma alargada,
desprovistas de ntucleo y poco contenido citoplasmatico (Figura 2B)
caracteristicas semejantes a las encontradas por Ramirez y Garcia (2012).
Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Manoharan et al.
(2016) quienes reportan la presencia de callo no embriogénico semejante
a motas de algodon.
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Figura 2. Callos inducidos y células no embriogénicas en D. rotundata cv. Alemdn
mediante el uso de picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas. A: Callos obtenidos en
hojas con peciolo (indicadas flechas negras). B: Células no embriogénicas a partir
de callos en hojas con peciolo (indicadas con flechas negras).

La presencia de estas estructuras se evidencié con un mayor valor
en el cv. Aleman con respecto al cv. Boton, utilizando hojas con peciolo
(66,67%) bajo el efecto del picloram a 2 mg L' (Figura 3) lo que guarda
relacion con el mayor porcentaje de masas proembriogénicas inducidas. Las
células no embriogénicas o carentes de competencia embriogénica, parece
ser que sinergizan la formacion de tejidos embriogénicos, lo que implica
que son necesarias para que se produzca la embriogénesis (Chasan, 1992).
La presencia de estos tejidos es un evento comun en la embriogénesis
somatica asociado a los niveles de metilacion del ADN durante la etapa de
induccion. La metilacién del ADN en tejidos no embriogénicos es mayor
con respecto a los tejidos embriogénicos como lo describié Noceda et al.
(2009) en la embriogénesis somatica en Pinus, de igual forma a lo reportado
en Eleutercoccus senticosus en la cual el callo no embriogénico mostré una
mayor metilacion del ADN (16,99%) con respecto al tejido embriogénico
(11,20%) (Chakrabarty et al., 2003), sin embargo, es un tema que requiere
multiples estudios, y para D. rotundata aun no hay reportes que expliquen
la presencia de tejidos embriogénicos y no embriogénicos desde el punto
de vista bioquimico.
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Figura 3. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explante en la induccion de
callos en fname espino.

Induccion de embriones somaticos.

Selogré la formacion de embriones somaticos, los cuales se observaron
de color crema opaco, ubicados sobre las masas proembriogénicas (Figura
4), se obtuvo un mayor promedio de embriones somaticos en el cultivar
aleman con respecto al cultivar Boton (Tabla 2), entre los cuales se
presentaron diferencias significativas, lo cual indica que el genotipo influye
en la obtencion de embriones somaticos en fame espino. Asi como en las
variables anteriores, el genotipo es un factor que controla las respuestas
morfogénicas sobre todo en la embriogénesis somatica. La influencia
genotipica puede tener una base genética, algunas investigaciones al respecto
sugieren la ocurrencia de fenomenos epigenéticos como la condensacion de
la cromatina (Hernandez, 2013), se ha revelado que la heterocromatina
se caracteriza por la metilacion de citosina e histona H3, otros estudios
indican la participacion de RNAs de interferencia en la condensacion de
la cromatina. Los patrones de metilacion de ADN son hereditarios y se
pueden mantener con la mitosis (Rose et al., 2010).

47



Efecto del genotipo, tipo de explante y el picloram en la induccion de la embriogénesis
somatica en dioscorea rotundata

Tabla 2. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explantes en la induccion de
embriones somaticos de D. rotundata.

Promedio Numero de embriones
Aleman Boton
Picloram (mg L") ) Hoja con ) Hoja con
Peciolo peciolo Peciolo peciolo

0 0 Ba 0Ca 0 Ba 0 Ba

1 0,17 Bb 4,25 ABa 0 Bb 1,75 ABa

2 3,00 Ab 7,08 Aa 0,67 ABb 3,50 Aa

3 3,92 Aa 4,17 BCa 2,00 Aa 1,92 ABb

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa

para cada matriz segun prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras mintisculas

representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de aziicar segin
prueba de Wilcoxon para p < 0,05.

Asi mismo, dentro del cultivar aleman se presentaron diferencias
significativas entre los tipos de explante utilizados, siendo mayor el
promedio de embriones obtenidos en hoja con peciolo (Tabla 2),
demostrando que el tipo de explante utilizado puede influir en la respuesta
embriogénica. De igual manera, para el cultivar Botéon se presentaron
diferencias estadisticas entre los dos tipos de explantes utilizados, siendo
mayor el promedio obtenido en hojas con peciolo bajo el efecto de 2 mg L™
de picloram. Con base en estos resultados se afirma que la hoja con peciolo
es el explante indicado para lograr la induccion de embriones somaticos
en ambos cultivares, logrando una mayor respuesta en el cultivar aleman.
Esta respuesta podria estar asociada a una mayor presencia de células
competentes a nivel de genotipo/explante. Adicionalmente, los resultados
obtenidos pueden depender de otros factores como el nivel endogeno de
fitohormonas de los explantes (Gaj, 2004). Se considera que los explantes
y cultivos que responden a la transiciéon embriogénica presentan una
acumulacion de auxinas enddgenas (AIA), lo cual se ve influenciado por
las condiciones de cultivo determinando el destino embriogénico de una
célula en cultivo (Thomas, 2008).

El analisis estadistico aplicado a esta variable demuestra que
las concentraciones de picloram evaluadas presentaron diferencias
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significativas, obteniéndose mayores resultados con el nivel de 2 mg L™
en hojas con peciolo para ambos cultivares (Tabla 2). El acido 4-amino-3,
5, 6-trichloropicolinico (picloram), es un herbicida auxinico que posee
propiedades similares a las auxinas naturales y favorece la induccion de
tejidos embriogénicos que de acuerdo con Manoharan et al (2016) en D.
rotundata puede emplearse en el rango de 0,5a 16 mg L' de concentracion.
Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Manoharan et
al. (2016) quienes evaluaron el efecto del picloram de forma individual y
combinada con sulfato de cobre, caseina hidrolizada y prolina reportando
la induccion de callo y de estructuras parecidas a embriones, asi como
la induccion de embriones somaticos. En contraste con la presente
investigacion, estos autores emplearon yemas axilares como explante,
teniendo en cuenta que la utilizacion de hojas con peciolo adherido no
fue eficiente para la obtencion de estos tejidos. Asi mismo, estos resultados
difieren de los obtenidos por Belarmino y Gonzales (2008) en D. alata
quienes reportaron que el uso de picloram es esencial para la induccion
de la embriogénesis somatica utilizando una concentracion de 1 mg L™
Autores como Durango y Oropeza (2012) lograron mayor induccion de
embriones con niveles de picloram de 4,8 mg L' en D. alata cultivares
Concha de coco y Criollo.

Es imporante mencionar que son pocas las investigaciones sobre la
induccion de embriones somaticos en D. rotundata a nivel departamental
y nacional con respecto al uso de picloram, solo algunas investigaciones
a nivel internacional como la de Manoharan et al. (2016) han evaluado el
efecto de esta auxina en la obtencion de tejidos embriogénicos. Por lo tanto
el presente trabajo contribuye al conocimiento del efecto del picloram en la
embriogénesis somatica de D. rotundata.
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Figura 4. Embriones somdticos de D. rotundata inducidos en hojas con peciolo
bajo el efecto de picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas (indicados con flechas
negras) A. Embriones somdticos de cv. Alemdn. B. Embriones somdticos de D.
rotundata cv. Boton.

Tabla 3. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explantes en la induccion de
embriones somadticos de D. rotundata.

Promedio Numero de embriones
Aleman Boton
Picloram (mg L") Peciolo Hoja’ con Peciolo Hoja’ con
peciolo peciolo

0 0OBa 0Ca OBa 0OBa

1 0,17Bb 4,25 ABa 0Bb 1,75 ABa

2 3,00Ab 7,08 Aa 0,67 ABb 350Aa

3 392Aa 4,17 BCa 2,00 Aa 1,92 ABb

Letras mayusculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa
para cada matriz segun prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras mintisculas
representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de aziicar segun

prueba de Wilcoxon para p < 0,05.

Conclusion

El genotipo, el tipo de explante y el picloram influyen en la induccion
de masas proembriogénicas, callos y numero de embriones en la especie D.
rotundata. Por esto, para el establecimiento de la embriogénesis somatica
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en D. rotundata se debe considerar el uso de hojas con peciolo del cultivar
aleman bajo el efecto de una concentracion de 2 mg L-1 de picloram. En
este sentido, se demostré que es posible inducir masas proembriogénicas
en el cultivar aleman con un porcentaje superior al 90%, los cual constituye
una base experimental para futuras investigaciones sobre la optimizacion
de la embriogénesis somatica en esta especie.
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