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RESUMEN: La escasez de material vegetal de plantacion con calidad fisiologica y sanitaria continGia limitando la
produccion a gran escala del cultivo del filame ya que los tubérculos, que constituyen la parte Gtil de la planta para la
alimentacion, también tienen que ser utilizados como material vegetal de plantacion. El trabajo se desarrolld con el
objetivo de evaluar el efecto del tipo de explante y la concentracion de Picloram en la formacion de callos embriogénicos
en Dioscorea cayenensis subsp rotundata var. ‘Blanco de Guinea’. Se tomaron como explantes, segmentos nodales, hojas
inmaduras y segmentos de raices provenientes de plantas in vitro. El medio de cultivo para la formacion de callos contenia
las sales MS vy diferentes concentraciones de Picloram (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg L'). Se determiné el porcentaje de
formacion de callos para cada tipo de explante, el color y consistencia de los callos. Se alcanzo con empleo de 2,0 mg L
de Picloram, un 80 % de segmentos nodales con formacién de callos embriogénicos, de color pardo-amarillento,
consistencia compacta y friables.

Palabras clave: auxinas, cultivo de tejidos, Dioscorea, in vitro.

ABSTRACT: The shortage of planting material of physiological and sanitary quality continues to limit the large-scale
production of yam cultivation since the tubers, which constitute the useful part of the plant for food, also have to be used
as planting plant material. The work was developed with the objective of evaluating the explant type effect and the
concentration of picloram in the formation of embryogenic callus in Dioscorea cayenensis subsp rotundata cultivar Blanco
de Guinea. Nodal segments, immature leaf and root segments from in vitro plants were taken as explants. The culture
medium for callus formation contained the DM salts and different concentrations of Picloram (0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 mg
L1). The callus formation percentage was determined for each type of explant, the color and consistency of the callus. It
was achieved with the use of 2.0 mg L' of Picloram, 80% of nodal segments with embryogenic callus formation,
yellowish-brown in color, compact and friable.

Keywords: auxins, tissue culture, Dioscorea, in vitro.

INTRODUCCION por métodos biotecnolégicos (4), pero su desarrollo
extensivo ha estado limitado por la escasez de material

El Aame (Dioscorea spp.) ocupa el cuarto lugar en la
produccion mundial de raices y tubérculos, después de la
papa (Solanum tuberosum L.), yuca (Manihot esculenta
Crantz) y el boniato (I[pomoea batatas L.) (1); ademas,
existen mas de 600 especies entre las que destacan
D. alatay D. rotundata (2).

En este cultivo existen progresos en la produccion de
semillas por métodos tradicionales (3) y su conservacion
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vegetal con buena calidad fisioldgica y sanitaria (5), debido
a que los tubérculos son utilizados, tanto para la
alimentacion como material de partida para la plantacion (6)

y las pérdidas alcanzan hasta el 50 % durante la
postcosecha y el almacenamiento, a causa de la
susceptibilidad de los tubérculos a las bacterias,

nematodos y hongos como Colletotrichum gloeosporioides

(7).
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De igual manera, la aplicacién de la Ingenieria Genética
se ha visto limitada por la ausencia de protocolos eficientes
que permitan la regeneraciéon de plantas y su
transformacion genética (5). Una alternativa es la
embriogénesis somatica, un proceso por el cual las células
somaticas pueden desarrollar embriones somaticos hasta
convertir en plantas (8).

A nivel internacional, los progresos en la embriogénesis
somatica en fiame, han sido descritos en un reducido
numero de especies y cultivares (5), con bajas frecuencias
de inducciéon de embriones somaticos y variaciones entre
genotipos (9). Sin embargo, la conversiéon de los embriones
somaticos a plantas no se ha logrado eficientemente (10).

En Dioscorea rotundata existen limitantes en las
diferentes fases de la embriogénesis somatica, como
porcentajes de induccién de masas pro-embriogénicas
inferiores al 30%, bajos porcentajes de regeneracién de
plantas y protocolos no reproducibles en otros genotipos
(5,7,9).

En Cuba, fue posible la regeneracion de plantas via
embriogénesis somatica en el cultivar 'Blanco de Guinea’
(6,11), pero solo el 6,0 % de los callos obtenidos a partir de
hojas con peciolos, lograron formar estructuras
embriogénicas cuando fueron cultivadas con acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) y no se observd callogénesis
en secciones de raiz, siendo necesario nuevos estudios
que permitan incrementar esta respuesta.

Por tal motivo, el presente trabajo tuvo como objetivo
determinar el efecto del tipo de explante y la concentracion
de Picloram, en la formacién de callos en fiame (Dioscorea
cayenensis subsp rotundata Poir), var. ‘Blanco de Guinea’.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizé en el Centro de Estudios de
Biotecnologia Vegetal (CEBVEG) de la Universidad de
Granma (UDG), ubicado en Peralejo, Bayamo, Granma,
Cuba.

Material vegetal

Plantas de Dioscorea cayenensis subsp rotundata Poir
var. ‘Blanco de Guinea’, fueron mantenidas y multiplicadas
in vitro a partir de segmentos nodales, cultivados en el
medio de cultivo, que contiene las sales y vitaminas MS
(12) 4,41 g L, 6-benzilaminopurine 0,05 mg L, acido
naftalenacético 0,02 mg L, acido ascérbico 25 mg L™,
sacarosa 30 g L'y Gelrite® 2,4 g L.

Efecto del tipo de explante

Con el propésito de inducir la formacion de callos con
estructuras embriogénicas, se determind el efecto de
diferentes tipos de explantes (segmentos nodales,
segmentos de raiz y hojas inmaduras colocadas sobre el
medio de cultivo en posicidon adaxial/abaxial), procedentes
de plantas in vitro de hame 'Blanco de Guinea' cultivadas
durante cinco semanas.

Los diferentes tipos de explantes fueron colocados en un
medio de cultivo con las sales completas incluido las
vitaminas MS (12) 4,41g L', sacarosa 30 g L, &cido
ascoérbico 25mg L, Picloram 1,0 mg L, pH 5,8 y Gelrite®
24 gL

Para determinar el inicio de la formacion de callos, se
realizaron observaciones semanales con un microscopio
estereoscopico (Olympus, 10x) y se evalud el color y
consistencia de los callos; el porcentaje de formacién de los
callos se determiné a los 30 dias de cultivo.

Efecto de la concentracion de Picloram

Posteriormente, se utiliz6 el mejor tipo de explante
determinado en el experimento anterior cultivado en
diferentes concentraciones de Picloram (0,5; 1,0; 1,5;
2,0 mg L") incluido un tratamiento control sin regulador del
crecimiento.

Se utilizaron 25 réplicas por tratamiento y se colocaron
en frascos de vidrio que contenian 10 mL de medio de
cultivo durante cuatro semanas de cultivo. Estas fueron
colocadas en condiciones de oscuridad a una temperatura
de 25+2 °C, a los 30 dias de cultivo

Analisis estadistico

Para verificar si los datos cumplian con los supuestos de
normalidad de los datos, se utilizé la prueba de Shapiro
Wilks y para la homogeneidad de varianza la prueba de
Kolmogorov-Smirnov.

El porcentaje de formacién de callos (%) por tipo de
explante se determind segun la expresion matematica: %
FC=Total de explante con callo/Total de explantes x 100.

Las variables cualitativas se analizaron mediante
estadistica descriptiva y los datos expresados en
porcentaje, mediante un analisis de comparacion de
proporciones con el paquete estadistico CompraPro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto del tipo de explante

En todos los explantes cultivados con Picloram 1,0 mg
L', se observd fenolizacion del tejido vegetal vy
engrosamiento de la yema axilar de los segmentos
nodales, a partir de la segunda semana de -cultivo
(Figura 1).

Posteriormente, hubo una abundante proliferacion de
callos de color blanco y con estructuras nodulares,
consistencia compacta y friables (Figura 1A); cuando se
emplearon hojas inmaduras, estas se encorvaron y
formaron callos en los bordes del explante y en la
nervadura principal del limbo foliar (Figura 1B); en tanto, en
los segmentos de raices hubo una escasa formacion de
callos con tendencia a la formacion de embriones
somaticos aislados y de manera directa (Figura 1C).

Los callos de color blanco observados en la presente
investigacion, son comparables con los descritos por otros
autores, que hicieron referencia a la presencia de callos no
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embriogénicos semejante a motas de algodén en
Dioscorea rotundata (5). En otros estudios se han descrito
callos de apariencia cristalina y filamentosa, en algunos
casos, asociados con masas pro-embriogénicas, los cuales
estaban conformados por células no embriogénicas de
forma alargada, desprovistas de nucleo y poco contenido
citoplasmatico (7).

Los explantes mostraron respuestas diferenciales a la
formacion de callo en presencia de Picloram 1,0 mg L. La
mayor respuesta se obtuvo en alrededor de la mitad de los
segmentos nodales explantes empleados, con diferencias
estadisticas significativas en comparaciéon con los valores
obtenidos en el resto de los tipos de explantes empleados
(Figura 2).

Se observaron diferencias segun la orientacion abaxial y
adaxial de las hojas sobre el medio de cultivo. En el lado
adaxial de las hojas no ocurrié la formacion de callos; por el
contrario, el lado abaxial de las hojas y los segmentos de
raices respondieron con porcentajes inferiores al 7,0 % de
formacion de «callos y sin diferencias estadisticas
significativas entre estos tipos de explantes (Figura 2).

La respuesta observada a partir de los segmentos de
raices, difiere de lo informado en la literatura cientifica (11),
donde no se observo callogénesis en este tipo de explante
y el mismo genotipo, pero con 2,0 mg L' de acido 2,4-
diclorofenoxiacético.

Ademas, pudiera estar relacionado con que las raices
son el principal sitio de sintesis de citoquininas en las
plantas (13), y cuya concentracion endogena al interactuar
con la auxina adicionada al medio de cultivo, propicié un
balance hormonal adecuado para la ocurrencia de la
embriogénesis somatica.

Las diferencias en la respuesta de las hojas segun su
orientacion sobre el medio de cultivo, pudiera estar ligado a
la presencia de diferentes tipos de células en la epidermis
de ambos lados de las hojas.Un estudio realizado sobre las
diferencias en la arquitectura foliar de tres especies,
Dioscorea sp., D. glomerulata y D. haumanii, revelé que
todas presentan epidermis adaxial con células
isodiamétricas de paredes rectas a curvas; la epidermis
abaxial presenta abundantes estomas y células
isodiamétricas excepto en Dioscorea sp., donde las células
eran rectangulares (14).

En tanto, se ha informado sobre la embriogénesis
somatica en D. rotundata var. 'Blanco de Guinea' al utilizar
los explantes hojas con peciolos obtenidas de plantas in
vitro. A las dos semanas se observo la formacion de masas
proembriogénicas con la mayor presencia en el tratamiento
1,0 mg L' de Picloram; el uso de sacarosa, incremento el
desarrollo de los embriones somaticos y favorecié la
conversion a planta (15).

Los segmentos nodales mostraron una mejor respuesta
para la formacion de callo, este resultado puede ser debido
a que, al encontrarse la yema axilar en el segmento nodal,
hay mayor cantidad de sustancias de reserva y de tejido
meristematico, por tanto, al afiadir el Picloram estimul6 el
proceso de formacion de callos, ya que las auxinas tienen
accion sobre la elongacion celular, expansion de los tejidos,
divisién celular y formacion de raices adventicias.

A) Callos embriogénicos a partir de segmentos nodales, B) Hojas
inmaduras en posicion abaxial, C) Segmentos de raices con
embriones somaticos

Figura 1. Explantes con formacién de callos en Dioscorea
rotundata var. 'Blanco de Guinea' cultivados en la oscuridad
con Picloram 1,0 mg L' durante 30 dias
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Tipos de explantes

Letras diferentes sobre las barras indican diferencias estadisticas
significativas segun la comparacién de proporciones (p<0,05)
Figura 2. Respuesta de formacién de callos en diferentes
tipos de explantes con 1,0 mg L' de Picloram a los 30 dias de
cultivo

Los resultados con empleo de los segmentos nodales
son comparables con los obtenidos por otros
investigadores en esta misma especie (7), pero con el uso
de otro tipo de explante, quienes utilizaron hojas con
peciolo y obtuvieron mas de un 66% de formacién de callos
bajo el efecto del Picloram 2,0 mg L' en D. rotundata
var. 'Aleman’.

Estos resultados indican la necesidad de seleccionar
adecuadamente el tipo de explante, para la induccion de
callo y la embriogénesis somatica, particularmente en
especies de plantas monocotiledoneas, donde las células
se diferencian rapidamente, seguida de la pérdida de la
capacidad mitotica y morfogenética.

Efecto de la concentracion de Picloram

Los explantes de segmentos nodales cultivados en
diversas concentraciones de Picloram, mostraron
respuestas diferenciales a la formacion de callo, con
diferencias  estadisticas significativas entre los
tratamientos. En todos los tratamientos se evidencid
formacion de estructuras callos, excepto en el tratamiento
control que no incluyd la presencia del regulador de
crecimiento. A medida que se incrementd la concentracion
de la auxina, aumento la formacion de callos hasta alcanzar
la mayor respuesta con 2,0 mg L' de Picloram (Tabla 1).
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Tabla 1. Porcentaje de formacién de callos con diferentes concentraciones de Picloram a partir de segmentos nodales de fiame a

los 30 dias de cultivo

Tratamientos

Picloram (mg L")

Segmentos nodales

1 0,0
2 0,5
3 1,0
4 1,5
5 2,0

Oe
284
50°
65°
802

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas segun la prueba de comparacién de proporciones (p<0,05)

En la maxima concentracién de Picloram, se observaron
masas embriogénicas de color amarillo (Figura 3A y B), asi
como embriones somaticos en etapa globular, que fueron
separados con facilidad al no existir conexion vascular con
el tejido materno (Figura 3C).

Estos resultados difieren de los obtenidos por otros
autores (16), donde abordan que el empleo de 2,4-D, ANA
y Picloram (1,0 mg L), indujo la formacién de callos en los
explantes hojas y peciolos; sin embargo, para los
segmentos nodales de D. alata variedades 'Kinampay y
'VU-2', después de seis semanas en la oscuridad, se
comporté de manera similar, logrando un 78% de formacion
de callos, mientras que en peciolos y hojas los callos eran
de consistencia blanda y con mas del 50% de su area
necrosada, debido a los compuestos fendlicos exudados de
las zonas de los cortes.

Los resultados de la presente investigacion contrastan
con los publicados previamente, donde al utilizar mayores
concentraciones de Picloram 9,0 mg L, se obtuvieron
resultados inferiores al 43 % en brotes axilares (5). Por tal
razén, se plantea que, en algunas especies vegetales, se
requiere combinar el Picloram con otras auxinas como 2,4-
D para inducir la formacién de callos embriogénicos (17).

El Picloram se ha empleado con éxito para la induccién
de callos embriogénicos friables en cultivos de raices y
tubérculos, especialmente yuca (Manihot esculenta),
boniato (Ipomoea batatas) y fiame (12,16). En este sentido,
se demostr6 que es posible inducir masas pro-
embriogénicas en fiame espino, con un porcentaje superior
al 90 %, a partir de hojas con peciolo bajo el efecto de una
concentracion de 2 mg L' de Picloram (18).

Sin embargo, los resultados obtenidos en el presente
experimento demuestran el papel imprescindible que
desempefia el Picloram en la formacién de callos,
obteniéndose los mejores resultados en los explantes
procedentes de segmentos nodales.

CONCLUSIONES

Se alcanza el 80 % de segmentos nodales con formacion
de callos embriogénicos, de color pardo-amarillento,
consistencia compacta y friables, con empleo de 2,0 mg L'
de Picloram en Dioscorea rotundata var. ‘Blanco de Guinea’
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Figura 3. Callos embriogénicos de Dioscorea cayenensis
subsp rotundata Poir var. ‘Blanco de Guinea’ en medio de
cultivo MS con Picloram 2,0 mg L a los 30 dias de cultivo
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