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" ABSTRACT

Regeneration of Xanthosoma sagittifolium through somatic embryoge-

nesis. Meristem explants of cocoyam gave rise, to fast-growing calli on

Murashige and Skoog medium, supplemented with IAA and kineting, after 8

weeks in culture. After 12 to 16 weeks, the calli were transferred to a medium

devoid of growth regulators. At this moment, calli appearance changed and

~embryo-like structures appeared. Histological studies performed with the

_ ‘paraffin embedding procedure, showed that plant regeneration occurred via

- somatic embryogenesis. Additionally, calli have been maintained in the same
medium and have increased their mass and number of somatic embryos.

INTRODUCCION

El tiquisque (Xanthosoma sagittifolium
Schott.), familia Araceae posee un gran potencial
de produccidn en el urépico bajo himedo, alrede-
dor del mundo.

La propagacién asexual, mediante la técnica
de cultivo de tejidos permite obtener plantas
madre libres de virus y otros patégenos, mante-
nerlas e incrementarlas con relativa facilidad.

La propagaci6n in vitro de las ariceas co-
mestibles (Colocasia y Xanthosoma) se realiza
actualmente, mediante organogénesis y la prolife-
racién de brotes axilares, lo que representa una
alta demanda de mano de obra, que encarece los
costos de produccién y limita la aplicacién

1/ Recibido para publicacién el 28 de octubre de 1991.

* Esta investigacién se llevé a cabo con la ayuda de una
subvencién otorgada por el Centro Intemacional de
Investigaciones para el Desarrollo (CIID), Ottawa,
Canad4.

** Centro de Investigaciones Agronémicas, Facultad de
Agronomia, Universidad de Costa Rica. San José,
Costa Rica.

***  Department of Biological Sciences, Faculty of
Sciences, The University of Calgary. Alberta, Canada.

comercial de esta técnica, debido al bajo costo de
estas plantas en comparacién con las ariceas
ornamentales.

La utilizacién de sistemas sujetos a la auto-
matizacién, como la embriogénesis somética y el
cultivo de células y protoplastos, se han sugerido
como alternativas para masificar la produccién y
reducir los costos.

La embriogénesis somtica es el proceso por el
cual, células haploides o diploides se desarrollan y
diferencian en plantas, a través de los estados embrio-
16gicos caracteristicos, pero sin la fusién de gametos.
La obtencién de plantas y no de 6rganos aislados, es
lo que hace a este proceso muy 4gil y deseable entre
los métodos de propagacién vegetativa.

No existen informes sobre la ocurrencia de
embriogénesis somitica en ardceas comestibles.
Gupta (1985), sefial6 que algunos de los callos de
tiquisque obtenidos en su trabajo, poseian apa-
riencia embriogénica. En cuanto al uso de proto-
plastos, Liu et al. (1988) lograron aislar proto-
plastos de Xanthosoma spp.; no obstante, se des-
conoce lo referente a resultados posteriores.

El presente trabajo muestra evidencia de la
aparicién de embriogénesis somdtica en tiquisque
blanco.
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MATERIALES Y METODOS

Se cultivaron 4pices caulinares de tiquisque
blanco, con 2 6 3 primordios foliares, en un
medio de Murashige y Skoog (1962), suplementa-
do con 25 mg/L de 4cido indolacético (AIA) y 2
mg/L de kinetina (Kin). Este medio fue previa-
mente establecido para la obtencién de plantulas
por organogénesis directa (Monge et al., 1987).
Las condiciones de cultivo fueron: 25 £ 2°C y una
intensidad luminica entre 30 y 40 p/Em?2/s con un
fotoperiodo de 12 h. Se utilizaron tubos de ensayo
de 18 x 150 mm. En estas condiciones algunos de
los épices formaron callo después de 8 semanas
de incubacién. Entre las 12 y 16 semanas los
callos se transfirieron a un medio MS sin regula-
dores de crecimiento, donde continuaron su desa-
rrollo y se diferenciaron a pléntulas.

Para el estudio histolégico, se fijaron callos
en diferentes etapas de desarrollo en una mezcla
de formaldehido (2%) y gluteraldehido (2%), pre-
parada en una solucién 0,05 M de amortiguador
de fosfatos, pH 6,8. Los tejidos se fijaron durante
48 h y luego se procedi6 a la deshidratacién en
metilcelosolve por 24 h, seguido por 2 cambios de
24 h cada uno, en alcohol absoluto. Posteriormen-
te, se inici6 la serie de deshidrataci6n con alcohol
butilico terciario (TBA), para finalizar en el TBA
absoluto. Los tejidos se infiltraron en Paraplast
Plus. Se secciond los tejidos con un micrétomo
rotatorio y el grosor de los cortes fue de 7 micras.
Para la tincién se utilizé safranina y verde répido,
de acuerdo con la metodologia descrita por Yeung
(1984).

RESULTADOS

Los callos obtenidos mostraron un rapido
crecimiento y la divisién celular espontinea de
estos permitié su multiplicacion. Con la transfe-
rencia de los callos a un medio sin reguladores de
crecimiento, se promovi6 su diferenciacién a
plantulas y se obtuvo un elevado nimero de plan-
tulas por callo. Durante el proceso de desarrollo
de los callos se observé la formacion de estructu-
ras nodulares; algunos de los callos tomaron
forma de agregados y apariencia embriogénica
(Figura 1). Las estructuras nodulares se separaron
ficilmente y mostraron parte aérea y radical; se
observé coincidencia entre el brote y la raiz. La
Figura 2 muestra la secuencia de formacién de
plantulas a partir de las estructuras nodulares.

Fig. 1.
Fig. 2.

Callos de apariencia embriogénica.
Secuencia de desarrollo de embrioides.

El seccionamiento de los callos permitio
observar centros meristematicos (meristemoides),
caracterizados por células pequefias, de citoplasma
denso, paredes delgadas y niicleos grandes. Estas
zonas dan origen a las estructuras nodulares obser-
vadas en la superficie de los callos (Figura 3).

El estudio de los agregados, que se despren-
dian facilmente, mostré que cada estructura glo-
bular estd delimitada dentro de la masa de callo
(Figura 3). En algunos agregados es obvia la pola-
rizacién y la concentracién de actividad meriste-
matica, que eventualmente da origen al vastago y
a la radicula. También se observa actividad pro-
cambial y posterior formacién de tejido vascular
(Figura 4). Como las estructuras estin ubicadas en
difetentes posiciones, es dificil obtener una sec-
cién longitudinal de ellas. La Figura 4 muestra la
zona radicular en un corte tangencial del embrioi-
de. La Figura 5 corresponde a un acercamiento de
la misma zona.

En secciones de callo mds compacto se
identificé la formacién de brotes en la superficie
del callo. Inicialmente, se sefialaron como de ori-
gen organogénico, pero observaciones al micros-
copio permitieron establecer que a cada brote le
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Meristemoides presentes en diferentes zonas de los callos (250 X).

Orientaci6n de las estructuras nodulares, en un corte del callo embriogénico (32 X).

Acercamiento del 4rea de 1a rafz de una de las estructuras nodulares (250 X).

Formacién de embrioides en la superficie del callo (32 X).

Estructura tipica de los embrioides, A (secci6n apical), R (polo radical), V (haces vasculares), C (callo) (250 X).
Separacién espontinea de los embrioides formados a partir del callo (250 X).

correspondia un polo radical bien definido y coin-
cidente con €l (Figura 6). Esta es la estructura tipi-
ca de un embrioide: se aprecian claramente los
polos apical (A), con varios primordios foliares y
el radical (R); en adici6n, se puede observar la pre-
sencia de haces vasculares (V) en la zona media.

A los lados se notan secciones de callo (C) con
c€lulas en un arreglo laxo y con altos contenidos
de lipidos y de almid6n, indicativos de una alta
actividad meristemdtica (Figura 7).

En callos compactos también se observa
que los embriones se mantienen inmersos en el
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_callo, los brotes se desarrollan y la raiz s mantie-
ne reprimida. Este es uno de los factores que
genera mayor confusion, pues en apariencia los
brotes son de origen organogénico, cuando en rea-
lidad se produjeron via embriogénesis somdtica,
tal y como se demuestra en la Figura 8 cuando el
embrioide se libera totalmente.

DISCUSION

En el proceso de obtencién de plantulas
mediante embriogénesis somética indirecta, han
sido sefialadas 2 fases. La primera consiste en el
establecimiento del callo, en un medio con alta
concentracién de auxina, donde ocurre la induc-
cién de las masas embriogénicas. La segunda
implica la eliminaci6n del suplemento exégeno de
auxina y como consecuencia ocurre el desarrollo
del embrioide y la formacién de la pldntula
(Kohlenbach, 1985). En la presente investigacion
ambas fases estuvieron presentes, por lo que se
estima existieron las condiciones adecuadas para
la obtencién de los resultados expuestos. No estd
clara la raz6n por la que algunos dpices formaron

“callo en un medio establecido para la obtencién
- de pldntulas mediante organogénesis directa
(Monge et al., 1987), mientras que otros se com-
portaron normalmente. Es posible que variaciones
en la intensidad luminica pudieron contribuir a
este hecho. Se ha establecido que la formaci6n de
callo en ariceas comestibles ocurre en mayor
-grado en la oscuridad (Abo-El Nil y Zettler, 1976;
Gupta, 1985; Liu et al., 1988).
' Hasta la fecha no se conoce informe alguno
sobre la aparicién de embriogénesis somética en
ardceas comestibles. Como se menciond, solo
Gupta (1985) ha sugerido que algunos callos de
Xanthosoma spp. mostraron apariencia embriogé-
nica. Sin embargo, la mayoria de los trabajos se
han conducido con fines de multiplicacion y de
obtencién de plantas libres de virus, con énfasis
en las tasas de multiplicacién y en el tiempo
requerido para producir las plantulas. Es posible
sefialar algunos aspectos derivados de dichos tra-
bajos que apoyan la posibilidad de que en ellos se
haya presentado embriogénesis somdtica.
Comiinmente en el proceso de regeneracién de
plantulas, una fase previa de callo estd presente y
para ésta se emplea un medio con un contenido
bastante alto de auxina. Asimismo, la diferencia-
cién de los embrioides y plntulas tiene lugar al
transferir los callos a un medio sin reguladores de

crecimiento (Hartman, 1974; Abo-El Nil y Zettler,
1976; Strauss y Arditti, 1980; Gupta, 1985). Las
hojas de las plantulas derivadas de este proceso,
especificamente en Xanthosoma caracu (Struss y
Arditti, 1980) poseen una apariencia redondeada,
similar a la que presentan las pldntulas provenien-
tes de semilla sexual. En algunas ocasiones, esta
caracteristica se ha tomado como juvenilidad de
las plantulas producto del desarrollo de las yemas
axilares, sin asociarse al posible hecho de que las
plantulas procedan de embrioides aunque los
autores también han observado ese tipo de forma-
cién foliar en plantulas provenientes de posibles

- embrioides. Otro aspecto a destacar, es la apari-

cién de estructuras denominadas por algunos
autores. como "protocormos” (Thi Quynh y Van
Uyen, 1987; Abo-El Nil y Zettler, 1976) durante
el proceso de obtencién y multiplicacién de plén-
tulas, las cuales no han sido descritas a nivel his-
tolégico. Estas estructuras dan origen a plintulas
completas lo que indica la existencia de polaridad
en ellas. i

La Figura 7 muestra en forma completa la
estructura tipica de un embrién, cuya formacién
concuerda con lo observado por Mc Kain y
Hodges (1986) en su trabajo con embriones soma-
ticos de maiz. La presencia de estas estructuras,
evidencia la ocurrencia de embriogénesis sométi-
ca en tiquisque blanco (X. sagittifolium). Debe
atn establecerse la secuencia de las diferentes eta-
pas asociadas a este fendmeno. Las estructuras
observadas son de gran tamafio y posiblemente
sea dificil encontrar todas las etapas clésicas del
desarrollo de un embrioide.

La existencia de embriogénesis somética en
ardceas comestibles abre la posibilidad de auto-
matizar la produccién in vitro de plantas libres de
virus e incrementar los genotipos, promisorios
para la produccién de material de siembra de alta
calidad a bajo costo, lo que contribuiria a aumen-
tar el rendimiento y la calidad de la cosecha en
estos cultivos.

RESUMEN

El cultivo in vitro de meristemas de tiquis-
que blanco Hevé a la formacién de un callo de
rapido crecimiento, obtenido a las 8 semanas de
cultivo, en un medio de Murashige y Skoog
(1962) suplementado con acido indol acético
(AIA) y kinetina. Entre las 12 y las 16 semanas
los callos se transfirieron a un medio desprovisto
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de reguladores de crecimiento, donde se formaron
los embrioides, cuya identificacién se realizé
mediante estudios histolégicos, los que confirman
un proceso de embriogénesis somitica. Esta via
de propagacién se puede mantener e incrementar
en el mismo medio de cultivo.
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