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Introducción

El ñame pertenece al género Dioscorea y comprende alrededor de 
600 especies cultivadas especialmente en África, siendo Nigeria el mayor 
productor a nivel mundial (Mandal, 1993; Rodríguez, 2000; Bustamante et 
al., 2003; Deepika et al., 2013). En Latinoamérica, Colombia es uno de los 
mayores productores seguido de Brasil, Cuba, Haití, República Dominicana, 
Costa Rica y Puerto Rico (Reina, 2012). A nivel nacional, las especies más 
cultivadas son Dioscorea alata (ñame criollo) y Dioscorea rotundata (ñame 
espino) principalmente cultivados en los departamentos de Sucre, Córdoba 
y Bolívar, los cuales aportan el 92% de la producción nacional (Campo, 
2011; Reina, 2012; Agronet, 2016). El ñame espino es un cultivo propio 
de pequeños y medianos productores de la Costa Atlántica de Colombia, 
y priorizado en el departamento de Sucre por ser una de las principales 
fuentes de ingreso, empleo rural, área sembrada y alimentación. Así 
mismo, es un producto de exportación que le ha generado al país ingresos 
que superan los US$2.5 millones anuales (Sánchez y Hernández, 2003; 
Fundación Procaribe, 2012).

A pesar de la importancia económica, social y nutricional del ñame, 
este presenta múltiples problemas que afectan su producción. Dentro de 
esta problemática 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; Pinzón, Bustamante y Buitrago, 2013; Reina, 2012; 
Rodríguez, 2015). En otro aspecto, algunos autores como Yan et al. (2011) 
afirman que la poca disponibilidad de material vegetal se presenta como la 
principal problemática a solucionar para un manejo eficiente del cultivo. 
De igual manera, la aplicación de la ingeniería genética se ha visto limitada 
por la ausencia de protocolos eficientes que permitan la regeneración de 
plantas y su transformación genética (Manoharan, Nath y Tripahi, 2016).
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Frente a esta problemática, surge como alternativa el uso de la 
embriogénesis somática in vitro, definida como el proceso por el cual 
las células somáticas se desarrollan en plantas diferenciadas pasando por 
las etapas típicas embrionarias sin que exista fusión de gametos (Fehér, 
2005; Hernández, 2013). Esta técnica se ha establecido en D. rotundata 
mediante el estudio de diferentes factores (Osifo, 1988; Suárez et al., 2011; 
Rodríguez et al., 2014; Manoharan et al., 2016), sin embargo, aún existen 
limitaciones en la fase de inducción, en la cual se han reportado porcentajes 
de inducción de masas proembriogénicas menores al 30%, recalcitrancia 
y genotipo-dependencia (Suárez et al., 2011; Rodríguez et al., 2014; 
Manoharan et al., 2016). Por esto, para lograr buenos resultados a través de 
la embriogénesis somática es necesario tener en cuenta los factores físicos y 
químicos que activen la ruta embriogénica (Namasivayan, 2007). Con base 
en lo planteado, con esta investigación se evalúa 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 somática aplicada al ñame espino puede favorecer 
la propagación masiva de plantas (Hernández, 2013), permite el cultivo 
de un gran número de unidades reproductivas con raíces 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 líquido (Hernández, 2013). 
Así 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 somáticos 
son los mejores candidatos para la transformación genética, así como 
su uso en la producción de semillas sintéticas. Con esta investigación se 
reportan avances en la etapa inducción de la embriogénesis somática en 
los cultivares Botón y Alemán de D rotundata lo que a largo plazo puede 
favorecer la producción de material de siembra, así mismo, se convierte 
en un punto de partida para futuros programas de fitomejoramiento 
y producción de semilla sintética, todo esto en función de satisfacer las 
necesidades de aproximadamente 20 mil familias beneficiarias por este 
cultivo en el departamento de Sucre y la costa Atlántica. 
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Metodología

Ubicación Geográfica: Esta investigación se realizó en el Laboratorio 
de Biotecnología y Cultivo de Tejidos Vegetales de la Universidad de 
Sucre, Sede Puerta Roja. Ubicado en la ciudad de Sincelejo, cuya posición 
geográfica en Colombia es 9° 18´ de latitud norte y 75 ° 23´ de longitud 
oeste del meridiano de Greenwich (Ortega et al., 2011).

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

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 pecíolo se tuvo en cuenta que 
la cara abaxial de la lámina foliar estuviera en contacto con el medio. Al 
final de las 8 semanas se evaluó el porcentaje de masas proembriogénicas 
(Rodríguez et al., 2014), porcentaje de callos (Shu et al., 2005) y el número 
de embriones (Manoharan et al., 2016). 

Diseño y análisis estadístico.

La investigación se realizó bajo un diseño completamente aleatorizado 
(DCA), conformado por 16 tratamientos con 12 réplicas por tratamiento. 
A los datos obtenidos para la variable número de embriones, se aplicó la 
prueba no paramétrica de Wilcoxon y la prueba de comparación de Kruskal-
Wallis. Todos los análisis estadísticos se procesaron en el programa R para 
Windows, Versión 3.0.4 con los paquetes agricolae y stats (Mendiburu, 
2016; R Core Team, 2017).

Inducción de masas proembrogénicas. 

Se evidenció la formación de masas proembriogénicas, las presentaron 
una coloración amarillenta y blanquecina (Figura 1), de aspecto nodular y 
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friable semejantes a las reportadas por Rodríguez et al. (2015). Se registraron 
estos tejidos en la cara adaxial de la hoja (Figura 1A) y en la base del pecíolo 
(Figura 1B) en el cv. Alemán, para el cv. Botón los tejidos embriogénicos se 
visualizaron en cara adaxial y en la base del pecíolo (Figura 1C y 1D). Se 
confirmó mediante la técnica de squash y tinción 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 depósitos de almidón (Figura 1F), lo que concuerda 
con lo reportado por Manoharan, Nath y Tripathi (2016). Los depósitos 
de almidón pueden estar relacionados con el crecimiento y la regulación 
de la morfogénesis en el desarrollo de los embriones somáticos (Ulisses et 
al., 2016).

Figura 1. Masas proembriogénicas e histología de células embriogénicas en D. 
rotundata. A: Masas proembriogénicas en hoja con pecíolo cv. Alemán (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 

pecíolo cv. Alemán (flechas rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3 
mg L-1). C: Masas proembriogénicas en hoja con pecíolo cv. Botón (flechas rojas) 
a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3 mg L-1). D: Masas proembriogénicas 
en pecíolo cv. Botón (flechas rojas) a las 8 semanas bajo el efecto de picloram (3 
mg L-1). E y F: Células embriogénicas de D. rotundata cv. Alemán bajo el efecto 
del picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas. E: Células embriogénicas sin tinción, 
indicadas con flechas de color negro. F. Célula embriogénica teñida con Lugol, 
la flecha negra indica la polaridad de la célula, característica importante en la 

formación del embrión, así mismo se observan depósitos de almidón.  
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Durante la inducción de masas proembriogénicas se observó un 
mayor porcentaje de estas en el cultivar Alemán con respecto al cultivar 
Botón (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 inducción de tejidos embriogénicos, 
en razón a que algunos genotipos son inducidos con relativa facilidad y 
otros son recalcitrantes. En ese aspecto, Torres (2007) evaluó 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 presentó una respuesta menor. Así 
mismo, Belarmino y Gonzales (2008) para D. alata en la fase de inducción 
obtuvieron mayor respuesta en la variedad VU-2 en comparación 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 función del genotipo, tipo de 
explante y concentraciones de picloram.

Porcentaje de masas proembriogénicas 

Picloram (mg L-1)

Alemán Botón

Pecíolo
Hoja con 
pecíolo

Pecíolo
Hoja con 
pecíolo

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: Cálculos del estudio

Lo planteado indica que en el género Dioscorea, el genotipo juega un 
papel importante en la inducción de tejidos embriogénicos. En la especie 
D. rotundata de acuerdo a los resultados obtenidos es recomendable la 
utilización de vitroplantas del cultivar alemán para la inducción de masas 
proembriogénicas. De igual manera, los resultados obtenidos difieren de 
los reportados para esta especie por Suárez et al (2011) y Rodríguez et al 
(2014) quienes obtuvieron porcentajes <30% y de 6% respectivamente, 
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usando hojas con pecíolo y 2,4-D como auxina. Lo que indica que con 
picloram para esta misma especie los porcentajes de inducción 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 fisiológico de las 
vitroplantas (Triqui et al., 2008). La menor respuesta en el cultivar Botón 
puede deberse a una recalcitrancia, que consiste en una nula o baja respuesta 
morfogénica asociada con células vegetales, tejidos y órganos que no tienen 
la capacidad de responder a las manipulaciones in vitro (Benson, 2000). La 
recalcitrancia en este cultivar se presentó para las tres variables evaluadas, 
resultado que es común para plantas tropicales, las cuales pueden tener 
compuestos fenólicos que liberados al medio de cultivo pueden inhibir 
la actividad de algunas proteínas afectando la embriogénesis somática 
(George, 2008). Sin embargo, la recalcitrancia presente en un cultivar 
puede resolverse optimizando las condiciones de cultivo o seleccionando 
mejor el explante (Hernández, 2013).

Con respecto a los tipos de explantes el mayor porcentaje de 
inducción de masas proembriogénicas se logró en hojas con pecíolo para 
ambos cultivares (Tabla 1), presentándose el mayor porcentaje de inducción 
en el cv. Alemán (91,67 %). Estos resultados se obtuvieron empleando 
una concentración de picloram de 2 mg L-1, la cual resultó ser la más 
eficiente para la inducción de masas proembriogénicas en ambos cultivares 
utilizando hojas con pecíolo (Tabla 1). Por su parte, la concentración 
3 mg L-1 es la más apropiada para la inducción de estas estructuras en 
pecíolos 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 
Suárez, Torres y Litz (2011) y Rodríguez et al. (2014) quienes obtuvieron 
mayor respuesta embriogénica utilizando hojas con pecíolo.

En ese sentido, lo anterior guarda relación a lo obtenido en Ipomea 
batatas por Guevara et al. (2012) quienes lograron mayor respuesta utilizando 
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hojas con pecíolo, según estos autores, es posible que dichos resultados se 
deban al área de contacto del explante con el medio. Sin embargo, la respuesta 
embriogénica evidenciada puede depender de la presencia de células 
competentes capaces de inducir la embriogénesis somática en respuesta a un 
estímulo externo (Fehér et al., 2003). La competencia celular está asociada 
con la desdiferenciación de las células somáticas que les permite responder 
a las nuevas señales del desarrollo (Fehér, 2008; Yang y Zhang, 2010). Las 
células competentes se encuentran en un estado transicional en el cual bajo 
un estímulo exógeno pueden convertirse en embriogénicas (Toonen et al., 
1994; Namasivayan, 2007), la competencia celular está relacionada con 
la utilización de tejidos jóvenes ya que pueden ser más susceptibles de 
responder a señales externas de inducción y reprogramación celular (Deo 
et al., 2010), para esta investigación se tuvieron en cuenta vitroplantas que 
no superaran los 60 días de edad.

Inducción de callos

Los callos obtenidos tenían apariencia cristalina y filamentosa (Figura 
2A) en algunos casos asociados con masas proembriogénicas (Figura 1A). 
Estos callos de acuerdo con la histología realizada estaban conformados 
por células no embriogénicas, las cuales presentaron forma alargada, 
desprovistas de núcleo y poco contenido citoplasmático (Figura 2B) 
características semejantes a las encontradas por Ramírez y García (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 algodón.
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Figura 2. Callos inducidos y células no embriogénicas en D. rotundata cv. Alemán 
mediante el uso de picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas. A: Callos obtenidos en 

hojas con pecíolo (indicadas flechas negras). B: Células no embriogénicas a partir 
de callos en hojas con pecíolo (indicadas con flechas negras).

La presencia de estas estructuras se evidenció con un mayor valor 
en el cv. Alemán con respecto al cv. Botón, utilizando hojas con pecíolo 
(66,67%) bajo el efecto del picloram a 2 mg L-1 (Figura 3) lo que guarda 
relación con el mayor porcentaje de masas proembriogénicas inducidas. Las 
células no embriogénicas o carentes de competencia embriogénica, parece 
ser que sinergizan la formación 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 común en la embriogénesis 
somática asociado a los niveles de metilación del ADN durante la etapa de 
inducción. La metilación del ADN en tejidos no embriogénicos es mayor 
con respecto a los tejidos embriogénicos como lo describió Noceda et al. 
(2009) en la embriogénesis somática en Pinus, de igual forma a lo reportado 
en Eleutercoccus senticosus en la cual el callo no embriogénico mostró una 
mayor metilación 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 aún no hay reportes que expliquen 
la presencia de tejidos embriogénicos y no embriogénicos desde el punto 
de vista bioquímico.
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Figura 3. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explante en la inducción de 
callos en ñame espino.

Inducción de embriones somáticos.

Se logró la formación de embriones somáticos, los cuales se observaron 
de color crema opaco, ubicados sobre las masas proembriogénicas (Figura 
4), se obtuvo un mayor promedio de embriones somáticos en el cultivar 
alemán con respecto al cultivar Botón (Tabla 2), entre los cuales se 
presentaron diferencias significativas, lo cual indica que el genotipo influye 
en la obtención de embriones somáticos en ñame espino. Así como en las 
variables anteriores, el genotipo es un factor que controla las respuestas 
morfogénicas sobre todo en la embriogénesis somática. La influencia 
genotípica puede tener una base genética, algunas investigaciones al respecto 
sugieren la ocurrencia de fenómenos epigenéticos como la condensación de 
la cromatina (Hernández, 2013), se ha revelado que la heterocromatina 
se caracteriza por la metilación de citosina e histona H3, otros estudios 
indican la participación de RNAs de interferencia en la condensación de 
la cromatina. Los patrones de metilación de ADN son hereditarios y se 
pueden mantener con la mitosis (Rose et al., 2010).
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Tabla 2. Efecto del picloram, el genotipo y el tipo de explantes en la inducción de 
embriones somáticos de D. rotundata.

Promedio Número de embriones

Picloram (mg L-1)

Alemán Botón

     Pecíolo
Hoja con 
pecíolo

Pecíolo
Hoja con 
pecíolo

0 0 Ba 0 Ca 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 mayúsculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa 
para cada matriz según prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras minúsculas 
representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de azúcar según 

prueba de Wilcoxon para p < 0,05.

Así mismo, dentro del cultivar alemán se presentaron diferencias 
significativas entre los tipos de explante utilizados, siendo mayor el 
promedio de embriones obtenidos en hoja con pecíolo (Tabla 2), 
demostrando que el tipo de explante utilizado puede influir en la respuesta 
embriogénica. De igual manera, para el cultivar Botón se presentaron 
diferencias estadísticas entre los dos tipos de explantes utilizados, siendo 
mayor el promedio obtenido en hojas con pecíolo bajo el efecto de 2 mg L-1 
de picloram. Con base en estos resultados se afirma que la hoja con pecíolo 
es el explante indicado para lograr la inducción de embriones somáticos 
en ambos cultivares, logrando una mayor respuesta en el cultivar alemán. 
Esta respuesta podría 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 endógeno de 
fitohormonas de los explantes (Gaj, 2004). Se considera que los explantes 
y cultivos que responden a la transición embriogénica presentan una 
acumulación de auxinas endógenas (AIA), lo cual se ve influenciado por 
las condiciones de cultivo determinando el destino embriogénico de una 
célula en cultivo (Thomas, 2008).

El análisis estadístico 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-1 

en hojas con pecíolo para ambos cultivares (Tabla 2). El ácido 4-amino-3, 
5, 6-trichloropicolínico (picloram), es un herbicida auxínico que posee 
propiedades similares a las auxinas naturales y favorece la inducción de 
tejidos embriogénicos que de acuerdo con Manoharan et al (2016) en D. 
rotundata puede emplearse en el rango de 0,5 a 16 mg L-1 de concentración. 
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, caseína hidrolizada y prolina reportando 
la inducción de callo y de estructuras parecidas a embriones, así como 
la inducción de embriones somáticos. En contraste con la presente 
investigación, estos autores emplearon yemas axilares como explante, 
teniendo en cuenta que la utilización de hojas con pecíolo adherido no 
fue eficiente para la obtención de estos tejidos. Así mismo, estos resultados 
difieren de los obtenidos por Belarmino y Gonzáles (2008) en D. alata 
quienes reportaron que el uso de picloram es esencial para la inducción 
de la embriogénesis somática utilizando una concentración de 1 mg L-1. 

Autores como Durango y Oropeza (2012) lograron mayor inducción de 
embriones con niveles de picloram de 4,8 mg L-1 en D. alata cultivares 
Concha de coco y Criollo.

Es imporante mencionar que son pocas las investigaciones sobre la 
inducción de embriones somáticos 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 obtención de tejidos embriogénicos. Por lo tanto 
el presente trabajo contribuye al conocimiento del efecto del picloram en la 
embriogénesis somática de D. rotundata.
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Figura 4. Embriones somáticos de D. rotundata inducidos en hojas con pecíolo 
bajo el efecto de picloram (2 mg L-1) a las 8 semanas (indicados con flechas 

negras) A. Embriones somáticos de cv. Alemán. B. Embriones somáticos de D. 
rotundata cv. Botón.

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

Promedio Número de embriones

Picloram (mg L-1)

Alemán Botón

     Pecíolo
Hoja con 
pecíolo

Pecíolo
Hoja con 
pecíolo

0 0 B a 0 C a 0 B a 0 B a

1 0,17 B b 4,25 AB a 0 B b 1,75 AB a

2 3,00 A b 7,08 A a 0,67 AB b 3,50 A a

3 3,92 A a 4,17 BC a 2,00 A a 1,92 AB b

Letras mayúsculas representan diferencias significativas entre los niveles de sacarosa 
para cada matriz según prueba de Kruskal-Wallis para p < 0,05, y letras minúsculas 
representan diferencias significativas entre matrices para cada nivel de azúcar según 

prueba de Wilcoxon para p < 0,05.

Conclusión

El genotipo, el tipo de explante y el picloram influyen en la inducción 
de masas proembriogénicas, callos y número de embriones en la especie D. 
rotundata. Por esto, para el establecimiento de la embriogénesis somática 
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en D. rotundata se debe considerar el uso de hojas con pecíolo del cultivar 
alemán bajo el efecto de una concentración de 2 mg L-1 de picloram. En 
este sentido, se demostró que es posible inducir masas proembriogénicas 
en el cultivar alemán con un porcentaje superior al 90%, los cual constituye 
una base experimental para futuras investigaciones sobre la optimización 
de la embriogénesis somática en esta especie.
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