Acido abscisico y sacarosa afectan la formacién in vitro de tiberos en
plantas de hname (Dioscorea rotundata Poir.)

Abscisic acid and sucrose affect in vitro tuber formation in yam
(Dioscorea rotundata Poir.) plants

Isidro E. Suarez'*, Rafael A. Otero?

Recibido para publicacién: Septiembre 4 de 2015 - Aceptado para publicacién: Abril 4 de 2016

RESUMEN

El tdbero de name (Dioscorea rotundata Poir.) es
una de las principales fuentes alimenticias de los
pobladores de la Costa Atlantica Colombiana y la
cuenca del Caribe, y su demanda ha aumentado en
el mercado internacional en los ultimos afos; sin
embargo, las técnicas convencionales de cultivo
afectan la cantidad y calidad de la produccién.
Con el fin de ofrecer mecanismos de produccién
de material de siembra de fiame de buena calidad,
se evalué el efecto de tres concentraciones de
sacarosa y cuatro niveles de 4cido abscisico en
la produccién in vitro de microtiberos a partir de
explantes nodales. Los tratamientos se distribuyeron
con un disefio completamente al azar con ocho
repeticiones por tratamiento. El anédlisis de varianza
y la prueba de media de Duncan indicaron que
tanto las variables del crecimiento de las plantas
como el ndmero de microtiberos mostraron
diferencias significativas (Pr<0,05) como resultado
de los niveles de ABA/sacarosa, una dosis de 60 g
L' de sacarosa combinada con 3,0 mg L' de ABA
indujo el mayor nimero de microtiberos, mientras
que las plantas cultivadas en presencia de 90 g L
de sacarosa formaron mayor ndmero de tallos, hojas
y raices.

Palabras clave: In vitro, tiberos, micropropagacion,
RCV, reserva energética.

ABSTRACT

Yam tuber (Dioscorea rotundata Poir.) is a staple
for many populations in the Colombian Atlantic
Coastland and the Caribbean basin, and its demand
has recently increased in the international market;
however, conventional crops practices negatively
affect the quantity and quality of production. In
order to provide mechanisms for the production of
high quality planting material for yam, the effect
of three sucrose concentrations combined with
four abscisic acid levels on in vitro growing of
microtubers from nodal explants was evaluated.
Treatments were distributed using a complete
randomized design, and the analysis of variance and
Duncan’s Multiple Range Test showed that plant
growth variables as well as microtuber number were
significantly affected byABA/sucrose levels. Sucrose
dose of 60 g L' combined with 3.0 mg L' of ABA
induced the highest number of microtubers, while
plants cultured in a medium supplied with 90 g L
of sucrose developed more stems, leaves and roots.

Key words: In vitro, tubers, micropropagation, PGR,
energetic reserve.
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INTRODUCCION

El tibero de name (Dioscorea rotundata Poir.)
constituye una de las principales fuentes
alimenticias de muchas poblaciones de las
zonas tropicales alrededor del mundo, mientras
que en Colombia es considerado como un
producto basico dentro de la canasta familiar
alimenticia y hace parte de la cultural de
los habitantes de la Costa Atldntica. Estudios
recientes evidencian el potencial de este
producto como fuente de componentes
medicinales y su consumo frecuente ha sido
relacionado con el mejoramiento y prevencién
de ciertas condiciones médicas, lo cual asociado
a su popularidad en las comunidades latinas y
africanas, ha hecho que en los Gltimos anos
haya logrado posicionarse comercialmente
en el mercado nacional e internacional,
principalmente en los Estados Unidos y el
Caribe (Perea y Buitrago 2000; Scott et al. 2006;
Régo et al. 2014; McKoy et al. 2014).

En las sabanas de Cérdoba, Sucre y Bolivar
los cultivos de hame convencionalmente se
establecen plantando porciones de taberos
colectados en cosechas previas. Esta practica
toma como base la seleccién de un porcentaje
de los mejores ejemplares en tamano, peso y
forma, con el fin de obtener un rendimiento
sustancial que no conduzca a pérdida de
plantas durante las primeras etapas del cultivo.
Debido a la estacionalidad del cultivo, la
dependencia de los periodos de lluvia en la
mayoria de las zonas y el bajo nivel tecnolégico
de los productores, los tiberos separados como
material de siembra son almacenados en
condiciones poco favorables, lo cual propicia
ataques de insectos plagas, enfermedades,
roedores y emisién de brotes que impactan
negativamente la cantidad y la calidad del
material de siembra. Se estima que la toma de
tibéros para uso como material de siembra en el
establecimiento de préximos cultivos, aunados
a las pérdidas en el almacenamiento y etapa
de siembra, pueden impactar negativamente
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hasta un 40% de la rentabilidad del cultivos
tradicionales de name de la Costa Atlantica
Colombiana (Perea y Buitrago 2000; Cereda
2002; Tamiru et al. 2008).

La microtuberizacién consiste en la obtencién
de tiberos de tamafo reducido en condiciones
in vitro a partir de explantes cultivados en
medios de cultivos adicionados con reguladores
de crecimiento que favorecen la acumulacion
masiva de almidones, mediante un cambio en
la via del metabolismo de la sacarosa que los
convierte en 6rganos que durante el periodo
inicial de crecimiento demandan carbohidratos
y posteriormente una vez formados sirven de
fuente de este recurso (Ondo et al. 2009). Esta
respuesta morfolégica ha sido foco de estudios
para determinar su naturaleza organogenética
encontrandose participaciéon de genes con
expresion especifica en determinados tejidos
como el promotor laccase (Jang-Ho et al. 2015),
el factor de transcripcion StCCD4 (Bruno et al.
2015) y el efecto genéticamente controlado de
acido abscisico (ABA), acido giberélico (GA)
y sacarosa (Mufiz-Garcia et al. 2014) en la
induccién, crecimiento y morfologia de los
tdberos en condiciones in vitro.

La busqueda de mecanismos eficientes para
producir material de siembra de excelente
calidad para el cultivo de plantas de fiame ha
sido fuente de diversas investigaciones (Sudrez
et al. 2011; Yan et al. 2011; Anike et al. 2012)
entre las cuales la microtuberizacién ha sido
intentada como una alternativa (Ng 1998; Jean
y Cappadocia 1991; Salazar y Beltran 2003;
Acedo et al. 2007; Balogun 2009; Olivier et al.
2012). Con el fin de continuar con la busqueda
de mecanismos para lograr una forma eficiente
de producir tdberos de fame en condiciones
in vitro, se plante6 el presente estudio que
tuvo como objetivo principal evaluar el efecto
de diferentes concentraciones de sacarosa y
ABA en la induccién de microtubérculos y sus
caracteristicas a partir de explantes nodales de
D. rotundata.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal para el presente estudio se
obtuvo de plantas de fhame espino (Dioscorea
rotundata Poir.) cultivadas in vitro en medio
de cultivo de mantenimiento semisélido
consistente de 2 MS (Murashige y Skoog 1962)
suplido con (en mg L") sacarosa (30.000),
myo-inositol (100), tiamina HCL (0,4) vy
solidificado con Phytagel® (6.000), Las plantas
se mantuvieron por mas de un ano en 30 ml de
medio dispensados en frascos de vidrio de 250
cc de capacidad, cubiertos con papel aluminio
y almacenadas a una temperatura de 25 °Cy 12
horas de fotoperiodo (40 pmol m? seg™).

Induccién de microtiberos

Los explantes consistieron de segmentos de
aproximadamente 2,0 cm de longitud con dos
nudos, los cuales se establecieron en medio de
mantenimiento suplido independientemente
con tres concentraciones de sacarosa (30, 60,
90 g L") y cuatro concentraciones de &cido
abscisico (ABA) (0,0, 1,0, 2,0 y 3,0 mg L ). El
experimento consistié6 de un arreglo factorial
con 12 tratamientos y 8 repeticiones por cada
tratamiento para un total de 96 unidades
experimentales distribuidas en un diseno
completamente al azar.

El pH del medio de cultivo se ajust6 a un
valor de 5,7 — 5,8 con KOH o HCL previo a la
adicion del agente gelificante, se dispensaron
cantidades de 30 ml en recipientes de 250 cc
de capacidad y se esterilizaron en un autoclave
a 121 °C y 1,1 Kg cm? por 15 minutos. En
el interior de la cdmara de flujo laminar, en
cada recipiente se establecié un explante,
el recipiente fue cubierto con doble capa de
papel aluminio y sellado con Nescofilm®. Los
cultivos se mantuvieron en estantes metalicos
con suministro de luz fria fluorescente (40
pmol m2 s2). Al final del periodo de cultivo
se registr6 para cada tratamiento el ndmero
de nuevos tallos, hojas y raices por cada
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explante establecido, asi como el nimero de
microtiberos producidos y el valor de masa
fresca de los mismos. Los datos registrados
fueron analizados con un andlisis de varianza
con base en el modelo estadistico Y, = p +
B, + Tj+ (BT)” + ey donde “p” corresponde al
promedio general, B, corresponde al efecto de
las dosis de sacarosa, T, corresponde al efecto
de las dosis de ABA'y e, corresponde al efecto
del error experimental. Los promedios fueron
separados con la prueba de separacion de
medias de Duncan (o = 0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Crecimiento de plantas in vitro

Los registros permitieron observar el desarrollo
de plantulas completas a partir de los explantes
establecidos en medio de cultivo suplido con
los diferentes tratamientos en estudio. Los
datos obtenidos muestran una tendencia a una
reduccion en la formacién del nimero de tallos
y hojas en las plantas obtenidas a partir de los
explantes cultivados en medios suplidos con
ABA; contrariamente, se observa que la adicion
de 90 g L' de sacarosa produjo plantas con un
incremento significativo (Pr< 0,05) en el nimero
de tallos, hojas y raices, independientemente
de la dosis de ABA presente en el medio.
Adicionalmente, de forma general se pudo
observar que los menores valores para estas
variables se registraron, cuando las plantas
fueron cultivadas en presencia de 30 g L' de
sacarosa (Tabla 1).

Estudios realizados en plantas tuberosas de los
géneros Dioscorea (Chen etal. 2007) y Solanum
(Prat 2010) reportan que la adicion de sacarosa
al medio de cultivo actia como inductor en
la formacién de estructuras vegetativas tales
como tallos, raices, hojas y tiberos, Ncube et
al. (2014) demostraron que un aumento en el
contenido de sacarosa en el medio incrementa
la tasa relativa de crecimiento de cultivos in
vitro de Cyranthus guhrieae L. respuesta que
fue potencializada con la adicién diferencial y
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progresiva de N en el medio de cultivo. Estos
resultados soportan los datos obtenidos en el
presente estudio donde los promedios de tallos,
hojas y raices aumenté significativamente (Pr<
0,05) en los el medio de cultivo con altas
concentraciones de sacarosa (90 g L") y en
ausencia de ABA, lo cual puede explicarse
por el papel antagénico que ha sido reportado
entre auxinas y ABA en cultivo de plantas en
condiciones in vitro (Hayashi et al. 2014).

El efecto de sacaraosa en la organogénesis
de ciertas especies cultivadas in vitro ha sido
evidenciado en ciertos estudios, Wang et al
(2015) reportaron la influencia inequivoca
de sacarosa en la formacion de raices en
plantas de Lupinus albus cultivadas in vitro,
y relacionan la participacion de genes que
codifican por la expresién de fosfoenolpiruvato
carboxilasa, acido secretor fosfatasa y factores
MATE como responsables de la sehal inductora.
En otro estudio realizado en cultivos in vitro
de Rosa hybrida se comprobé que el inicio y
sostenimiento del crecimiento de los brotes
in vitro depende de la disponibilidad y dosis
de sacarosa presente en el medio y que esta
se relaciona a su vez con la activacion de
genes responsables de la sintesis de auxinas,

una hormona del crecimiento vegetal, como
RhTART, RhYUCT, RhPINT y el promotor PINT
en la membrana plasmatica.

Induccion de microtiberos

Aunque se pudo observar el crecimiento y
desarrollo de plantas a partir de los explantes
establecidos en todos los medios suplidos con
los tratamientos en evaluacién; la formacién de
microtiberos no ocurri6 de forma generalizada
en todos los tratamientos. En las plantas que
desarrollaron microtuberos, estos crecieron
exclusivamente en la base del tallo (Figura 1).

La formacion de microtubérculos se observé
en plantas cultivadas en medio con dosis altas
(2,0 mg Ly 3,0 mg L") de ABA, mientras que
en aquellas cultivadas en medio con <1 mg
L' de ABA no se formaron estas estructuras. El
mayor porcentaje de microtuberizacion (65%)
se observo en las plantas cultivadas en el medio
MS con 60 g L' de sacarosa y 3,0 mg L' ABA,
seguido por las plantas cultivadas en los medios
que contenian 60 g L' de sacarosa y 2,0 mg L
ABA (13%) y las cultivadas en presenciade 30 g
L' de sacarosa con 2,0 mg L' ABA, y 90 g L' de
sacarosa combinada con 3,0 mg L' ABA (11%)
(Figura 2).

Figura 1: Plantas de fiame in vitro con formacién de microtiberos en la base del tallo (MT).
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Figura 2: Porcentaje de induccién de microtdberos de fiame en presencia de diferentes combinaciones de
sacarosa (g L) / acido abscisico (mg L™): 1: 30/0,0; 2: 30/1,0; 3: 30/2,0; 4: 30/3,0; 5: 60/0,0; 6:
60/1,0; 7: 60/2,0; 8: 60/3,0; 9: 90/0,0; 10: 90/1,0; 11: 90/2,0; 12: 90/3,0.

Los resultados muestran que existieron
diferencias significativas en el ndimero de
tiberos formados in vitro bajo el efecto de los
tratamientos aplicados (Pr<0,05). La prueba de
separacion de medias de Duncan mostré que el
tratamiento consistente de 60 g L' de sacarosa
y 3,0 mg L' de ABA indujo el mayor ndmero
promedio de microtdberos en las plantas
cultivadas in vitro (5), seguido por igual por
los tratamientos con 60 g L' de sacarosa y 2,0
mg L' de ABA (1), el consistente de 30 g L' de
sacarosa 'y 2,0 mg L' de ABA (1), y el de 90 g
L' de sacarosay 3,0 mg L' de ABA (1), mientras
que las combinaciones de 30 g L' de sacarosa
con 3,0 mg L' de ABA 'y 90 g L' de sacarosa
con 3,0 mg L' de ABA no evidenciaron la
formacion de estructuras tuberosas.

Los resultados observados en el presente
estudio donde se pudo observar la induccién
de microtiberos solo en plantas cultivadas en
presencia de cantidades relativamente altas de
ABA y el incremento significativo del ndmero
de microtdberos cuando los explantes fueron
cultivados con la adicion en el medio de 3,0
g L' de ABA, sugiere una posible dependencia
de las plantas de fiame a la presencia de
este regulador para formar microtiberos
en condiciones in vitro. La formacién de
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microtiberos, y otros érganos de reserva, en
plantas en condiciones in vitro es resultado de
diversos factores de naturaleza genética que
puede verse modificados por las condiciones
de cultivo vy fisiologia de la planta (Guo et al.
2010; Bansal et al. 2012; Badr et al. 2015). Para
el caso especifico de la participacion de ABA
en la formacion de tdberos in vitro, esta se ha
atribuido a la acciéon metabdlica de ABA en la
acumulacion de reservas en ciertos 6rganos
de la planta donde estimula la absorcién de
sacarosa incrementando de esta forma los
niveles de acumulacion de almidén en los
sitios de reserva (Karmoker y Van Steveninck
1979; Schussler et al. 1984; Hu et al. 2012;
Lema-Ruminska et al. 2013).

En estudios previos, Ng (1988) report6 la
importancia de la sacarosa para inducir la
formacion de microtiberos en plantas D.
rotundata cultivadas in vitro; no obstante, en
el presente estudio, las plantas cultivadas en
diferentes niveles de sacarosa fallaron en la
induccion de microtiberos a menos que el
medio de cultivo fuera adicionado con >2,0 mg
L' de ABA. Esto sugiere que la sacarosa por si
sola no es suficiente para inducir la formacién
de microtdberos y que requiere de la accion
de reguladores de crecimiento, ABA en este
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caso, para ejercer su funcién inductora; o si
por el contrario la sacarosa en si no participa
directamente en la formacién de las estructura
y en su lugar actia como un potencializador
del efecto de los reguladores de crecimiento.
Estudios realizados con plantas de Dioscorea
cayenensis y D. rotundada evidenciaron la
correlacion entre los altos niveles de sacarosa
(8%) con diferentes niveles de dcido jasménico
(JA) para aumentar la induccién de microtiberos
en condiciones in vitro, lo cual ratifica efecto
potencializador de la sacarosa en presencia
del regulador de crecimiento para mejorar los
niveles de induccién (Olivier et al. 2012; Dai
et al. 2014). El efecto inductor de reguladores
de crecimiento en la formacién de érganos de
reserva y de propagacion en condiciones in vitro
en combinacién o ausencia de sacarosa ha sido
reportado en otras especies vegetales (Deroles
et al. 2010; Rayirath et al. 2011; Lépez 2015).

Contenido de masa fresca de los microtiiberos
El contenido de masa fresca ha sido reportado
como una variable de gran importancia debido
a su relacién con la brotacién, supervivencia
y las caracteristicas morfoldgica de la planta,
observandose mayores indices de supervivencia
y calidad de las plantas obtenidas cuando
se obtienen microtiberos de mayor tamano
(Cabrera et al. 2011).

Estudios realizados en otras especies tuberosas
han asociado las altas dosis de sacarosa en el
medio con mayor tamano de los microtdberos y
mejor desempeno de plantas micropropagadas
transferidas a condiciones ex vitro (Badr et al.
2015). Aunque en el presente estudio no se
encontraron diferencias significativas entre los
valores de masa fresca de los microtiberos
obtenidos a partir de las plantas cultivadas
en presencia de los diferentes tratamientos
(Pr>0,05), los datos colectados mostraron
que los mayores valores para esta variable se
presentaron cuando los microtiberos crecieron
a partir de las plantas cultivadas en medio
con 90 g L' de sacarosa y 3,0 mg L' de ABA,
seguido por las plantas que se cultivaron en
los medios suplidos con 60 g L' sacarosa y 3,0
mg L' ABA, mientras que los menores valores
ocurrieron cuando las plantas se cultivaron
en medio con 30 g L' de sacarosa y 2,0 mg
LT ABAy 60 g L' de sacarosa y 2,0 mg L' de
ABA (Tabla 1). Este resultado puede tener una
explicacion en el suministro de sacarosa como
fuente de carbohidrato, y la presencia de ABA
como un regulador de crecimiento vegetal que
contribuye con el crecimiento de los 6rganos
de reserva promoviendo la acumulacién de
almidon (Rook et al. 2006; Sharma et al.
2004; Hu et al. 2012); por lo que al existir
mayor disponibilidad de estos componente

Tabla 1. Efecto de las diferentes concentraciones de sacarosa y acido abscisico (ABA) sobre las caracteristicas
de las plantas de Dioscorea rotundata cultivadas in vitro, los microtiberos inducidos y su masa

fresca.
Sacarosa (mg L")
Variable 30 (mgL") ABA 60 (mg L") ABA 90 (mg L") ABA
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Tallos (No) 10,Ta* 4,0de 3,6ed 26e 9,7bc 3,7de 3,3e 6,0cde 153a 7,4bcd 6,0cde 3,9 de
Raices (No) 4,3 ¢ 40c 4,0c 3,4c 41c 49bc 5,7bc 80abc 10,5ab 8,0abc 12,0a 8,8 abc
Hojas (no) 8,7ab 3,85cd 3,43cd 3,1d 10,1ab 49cd 3,5cd 6,7bcd 11,7a 7,1dc 4,8cd 4,3 cd
Microtiberos (No) 0,0 0,0 b 0,0 00 00 1 b 5 a 00 0,0 00 1 b
Masa fresca (g) ok - 0,004b - - - 0,04b 0,16a - - - 0,06 b
*Valores con la misma letra no son diferentes de acuerdo con la prueba de separacién de medias de Duncan (a = 0,05), ** (-) = No hubo

lectura de datos.
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en el medio de cultivo, la incorporacién en la
planta en forma de almidén es mayor mediante
un desarrollo coordinado de la planta y sus
6rganos con la disponibilidad de nutrientes en
su entorno (Ondo 2009).

CONCLUSION

La adicién de sacarosa y acido abscisico (ABA)
en diferentes cantidades en el medio de cultivo
afecta significativamente el crecimiento in vitro
de las plantas de name (Dioscorea rotundata
Poir) y la produccién de microtiberos,
observandose que la induccién y el crecimiento
de los microtiberos de fame (Dioscorea
rotundata Poir.) ocurren solo cuando el medio
es adicionado con ABA vy sacarosa, aunque el
mayor nimero de microtiberos ocurrié cuando
los explantes fueron cultivados en presencia
de 60 g L' de sacarosa y 3,0 mg L' de 4cido
abscisico.
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