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Resumen

Una alternativa para la propagacion in vitro de plantas es el empleo de los Sistemas de Inmersion
Temporal; sin embargo, es limitada la informacion disponible sobre su uso en el cultivo del
fiame, y no existen referencias en el clon Chino Blanco. El articulo tiene como objetivo
determinar el contenido de nutrientes minerales y metabolitos presentes en el medio de cultivo de
multiplicacién de Dioscorea alata clon Chino Blanco en Sistemas de Inmersion Temporal. Para
determinar el contenido de nitrdgeno total, calcio y magnesio, se tomaron muestras de medio de
cultivo al inicio y al finalizar las seis semanas de cultivo. El contenido de nitrogeno total, se

obtuvo por el método colorimétrico con el reactivo Nessler mientras que el calcio y magnesio
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Dioscorea alata clon Chino Blanco

por el método volumetrico con Etilen-Diamino-Tetracético. Para corroborar la presencia de
grupos de metabolitos se usaron controles negativos y positivos con medio de cultivo después de
28 dias de cultivo. Se emplearon diferentes ensayos para la identificacion de carbohidratos,
alcaloides, fenoles, quinonas, catequinas, amino&cidos libres, flavonoides, triterpenos y
esteroides. En el medio de cultivo disminuy6 el contenido de nitrégeno total, mientras que se
incremento la concentracion de calcio y magnesio; ademas se identifico la presencia de algunos
metabolitos exudados al medio de cultivo como carbohidratos, catequinas, quinonas y fenoles.
Palabras clave: micropropagacion; minerales; fiame; SETIS; Sistemas de Inmersion Temporal
Abstract

An alternative for the in vitro propagation of plants is the use of Temporary Immersion Systems;
however, limited information is available on its use in cultivation of yam, and there are no
references to the Chinese White clone. The objective of the article was to determine the content
of mineral nutrients and metabolites present in the multiplication culture medium of Dioscorea
alata clone Chino Blanco in Temporary Immersion Systems. To determine the content of total
nitrogen, calcium and magnesium, samples of the culture medium were taken at the beginning
and at the end of the six weeks of culture. The total nitrogen content will be reduced by the
colorimetric method with the Nessler reagent, while calcium and magnesium will be reduced by
the volumetric method with Ethylene-Diamine-Tetracetic. To corroborate the presence of groups
of metabolites, negative and positive controls were used with culture medium after 28 days of
culture. Different tests were used for the identification of carbohydrates, alkaloids, phenols,
quinones, catechins, free amino acids, flavonoids, triterpens and steroids. In the culture medium,

the total nitrogen content was exhausted, while the concentration of calcium and magnesium
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increased; In addition, the presence of some metabolites exuded to the culture medium such as
carbohydrates, catechins, quinones and phenols was identified.

Keywords: micropropagation; mineral; yam; SETIS; Temporary Immersion System
Introduccion

De las mas de 600 especies del género Dioscorea, Dioscorea alata L., es una de las mas
cultivadas en el mundo; sin embargo, existe poca disponibilidad de material vegetal de plantacién,
atribuido al empleo de los tubérculos en la alimentacion y como material de plantacion (Isekia &
Matsumoto, 2020).

El cultivo in vitro permite la produccion masiva de plantas libres de virus (Hesami et al.,
2019). En este sentido, se han desarrollado diversos protocolos de multiplicacion de brotes e
induccion de microtubérculos en diferentes especies de fiame (Hussein et al., 2018), pero muchos
de estos genotipos expresan bajos coeficientes de multiplicacion (Balogun et al., 2017).

Una alternativa a la micropropagacién en medio de cultivo semisdlido, es el empleo de los
Sistemas de Inmersion Temporal; sin embargo, en la literatura cientifica es limitada la
informacion existente sobre el uso de los Sistemas de Inmersion Temporal con el objetivo de
multiplicacion y/o microtuberizacion en el cultivo del fiame (Balogun et al., 2017).

Varios autores consideran que el analisis del contenido residual del medio de cultivo es una
herramienta importante para determinar la influencia de los elementos minerales en la respuesta de
diferentes especies al cultivo de tejidos (Adelberg et al., 2010). Por otro lado, en diferentes
especies de fiame se han identificado compuestos bioactivos tales como fenoles, flavonoides,
alantoina, dioscina, dioscorina, diosgenina, polifenoles, taninos, cianuro de hidrégeno, oxalato,

saponina y alcaloides (Obidiegwu et al., 2020).
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Por ello, el objetivo de la investigacion fue determinar los nutrientes minerales y
metabolitos exudados al medio de cultivo de multiplicacion en Sistemas de Inmersion Temporal
de Dioscorea alata clon Chino Blanco.

Materiales y Métodos

La investigacion se desarroll6 en el Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal
(CEBVEG), pertenecientes a la Universidad de Granma, Cuba.

Material vegetal y medio de cultivo

Se tomaron segmentos nodales con una yema axilar, a partir de plantas in vitro de fiame
clon Chino Blanco, en segundo subcultivo de multiplicacion en medio de cultivo semisélido. Los
brotes fueron seccionados bajo condiciones asépticas en cabina de flujo laminar, para su
multiplicacion en Sistemas de Inmersion Temporal SETIS™ (Figura 1), que contenian medio de
cultivo con las sales y vitaminas MS (Murashige y Skoog, 1962) 4,40 g.I%, cisteina 50 mg.L™?,
sacarosa 30 g.I"%, 6-bencilaminopurina (6-BAP) 0,5 mg.L?, acido giberélico (AGs) 1,0 mg.L ™, pH

5,8y se afadio Vitrofural® 116 mg.L™ para el control de los contaminantes microbianos.

Figura 1. Multiplicacion de plantas in vitro de Dioscorea alata clon Chino Blanco en Sistemas de Inmersion
Temporal modelo SETIS™ a los 21 dias de cultivo

Fuente: Elaboracién propia.
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Condiciones de cultivo

El cultivo se realiz6 en cdmaras de crecimiento con luz solar indirecta, con una duracion
de fotoperiodo luminoso entre 11-12 horas, densidad del flujo de fotones fotosintéticos 60-70
umol.m2.s, temperatura 26 + 2,0 °C y humedad relativa entre 70 a 80 %. Los frascos fueron
colocados bajo un disefio completamente al azar con empleo de tres Sistemas de Inmersién
Temporal por tratamiento.

Determinacion del contenido de nutrientes minerales en el medio de cultivo

El experimento se realiz6 con el objetivo de determinar el contenido de nutrientes
minerales en el medio de cultivo durante la multiplicacion de los brotes de fiame clon Chino
Blanco en Sistema de Inmersion Temporal. EI medio de cultivo contenia 0,5 mg.L™ 6-BAP y un
total de 30 explantes después de seis semanas de cultivo. Las muestras se tomaron al inicio y al
final del subcultivo para determinar los contenidos de nitrégeno total (N), calcio (Ca) y
magnesio (Mg).

El contenido de nitrogeno total, se determind por el método colorimétrico con el reactivo
Nessler. Después de preparada la dilucion, se dejo en reposo durante 20-25 minutos para que se
desarrolle el color amarillo-naranja. La intensidad del color se determiné en el fotocolorimetro,
utilizando una longitud de onda de 440 mm en filtro azul. Con la lectura obtenida en el
fotocolorimetro se determind en el grafico la concentracién de nitrégeno y ese valor se utiliz6
para determinar la concentracion de nitrégeno en la muestra (Paneque et al., 2010).

La determinacion de calcio y magnesio se realizo por el método volumétrico con EDTA
(Etilen-Diamino-Tetracético). EI método esta basado en la propiedad que tiene el calcio de
reaccionar al EDTA a pH 9 y formar un complejo. El final de la reaccion se determino con el

indicador negro T de Eriocromo. El calcio reacciona con el EDTA a pH=12 y el final de la
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reaccion se determino con el indicador murexida (Paneque et al., 2010).

Se tomaron dos muestras con tres determinaciones para un total de seis determinaciones
por repeticiones. Las lecturas de las muestras se realizaron en un espectrofotometro Spekoll 11.
Se tomaron muestras de 200 ml de medio de cultivo antes del autoclaveado, y a los 28 dias al
concluir el periodo de cultivo de las plantas in vitro. Las variaciones de pH, se determinaron con
ayuda de un pHmetro marca Gripson.

Identificacion de metabolitos exudados al medio de cultivo

Para corroborar la presencia de grupos de metabolitos se usaron controles positivos y
negativos en cada ensayo. Para el experimento se tomo el medio de cultivo sin utilizar (control) y
el medio de cultivo después de 28 dias cultivo. La identificacion de carbohidratos (ensayo de
Molisch), alcaloides (ensayo de Wagner y ensayo de Dragendroff), fenoles (ensayo de cloruro
férrico), quinonas (ensayo de Borntrager), catequinas, aminodacidos libres (ensayo de Nihidrina),
flavonoides (ensayo de Shinoda), Triterpenos y/o esteroides (ensayo de Liebermann- Burchard),
se realizd mediante los procedimientos descritos segun Sahira y Cathrine (2015).

El contenido de polifenoles totales, se estimé por espectrofotometria UV/Visible (Jenway
6305), siguiendo la metodologia de determinacion colorimétrica de fenoles solubles en material
vegetal, mediante el reactivo Follin-Ciocalteu (Panreac®) (Ainsworth & Guillespie, 2007) con
modificaciones.

En un volumétrico de 25 ml se afiadieron 5,0 ml de la muestra y 2,0 ml del reactivo de
Follin-Ciocalteu. Se agitd y se dejo reposar por cinco minutos. Luego se afiadié un mililitro de
solucion de carbonato de sodio al 20%, se agit0 y se enraso con agua destilada. Se dejo reposar
durante una hora en condiciones de oscuridad. Luego se realizaron mediciones contra blanco de

reactivos a 765 nm.
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La concentracion de fenoles totales fue calculada con la curva de calibracion usando
acido gélico (0-16 ppm) como estandar (ecuacion 1: y=0,04651x + 0,0328; R2 = 0,9964). Los
resultados fueron expresados como miligramos equivalentes de &cido galico por cada litro de
extracto. La medicion de la absorbancia a 765 nm, se realiz6 en un espectrofotometro UV-Vis
marca Rayleigh UV-2100, China. Para calcular el contenido de fenoles en la muestra, se empled
la ecuacion matematica: X = (X de Absorbancia-0,0328) / 0,04651.

Analisis y discusion de los resultados

Contenido de nutrientes minerales en el medio de cultivo

Al finalizar la multiplicacién de fiame en Sistemas de Inmersion Temporal, el nitrégeno
fue el nutriente mineral con menor contenido en el medio de cultivo, el cual disminuy6 en menos
de un 5,0% de su valor inicial (Tabla 1). Por el contrario, los contenidos de calcio y magnesio,
permanecieron por encima del valor inicial. La concentracién de magnesio, se incrementé mas de
un 46,0 % por encima del contenido inicial; mientras que el calcio se mantuvo alrededor de su
valor inicial, con un ligero aumento del 2,0%. En cuanto al valor del pH se constaté una
disminucion que contribuyd a la acidificacion del medio de cultivo, pero se mantuvo por encima

del 50% de valor inicial.

Tabla 1. Contenido de nutrientes minerales y pH en el medio de cultivo al inicio y al finalizar la multiplicacién
de Dioscorea alata clon Chino Blanco en el Sistema de Inmersiéon Temporal SETIS™ a los 28 dias de cultivo

Nutrientes minerales Medio de cultivo de multiplicacion
Inicial Final Porcentaje respecto
(mg.L?) (mg.L?) al valor inicial (%0)

Magnesio 45,55 66,80 146,67
Calcio 145,28 148,28 102,06
Nitrgeno total 2,180 2,075 95,18
Potencial de hidrégeno

pH 5,80 4,71 81,21

Fuente: Elaboracién propia.
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El aumento de la concentracién de los minerales en la muestra final, esta atribuido a que
el volumen del liquido disminuye en el medio de cultivo y estos se concentran. Respecto a la
concentracion de calcio en la muestra inicial (145,28 mg.L™?), es mayor a lo que teéricamente
(119,95 mg.L ) debia contener el medio de cultivo MS, pero pudo estar atribuido a que siempre
en el agua queda cierta cantidad de estos iones.

Durante el corto periodo evaluado, los explantes de fiame no absorbieron concentraciones
significativas de calcio y magnesio, desde este punto de vista pudiera aprovecharse para
prolongar el periodo de cultivo. Sin embargo, en este mismo periodo puede ocurrir el
agotamiento de otros compuestos importantes para el crecimiento y desarrollo de las plantas
como el fosforo, potasio, hierro, manganeso, zinc y cobre, por lo que cabria evaluar un mayor
numero de compuestos minerales en un prolongado periodo, durante el cual las plantas pasan por
diferentes etapas de desarrollo que pudieran requerir un mayor consumo de los nutrientes
minerales. Ademas, se realizaron subcultivos a medio de cultivo fresco a las cuatro semanas, debido
a la pérdida de efectividad del Vitrofural® a partir de los 21 dias de cultivo.

En cuanto a la acidificacién del medio de cultivo pudo estar dada, por la frecuencia de
inmersion, tiempo de inmersién y la concentracion de macronutrientes. Al emplear 10 minutos
de inmersidn cada seis horas, existe un mayor contacto de los tejidos con el medio de cultivo
liquido, estos absorben nutrientes y pudieran exudar otros compuestos que contribuyan a la
acidificacion del medio de cultivo.

No obstante, un estudio realizado por Skirvin et al. (1986), arrojo diferencias en el pH
inicial y final del medio de cultivo después del autoclaveado, en dependencia de su estado fisico
y si estaba o no cultivado con material vegetal. No obstante, un pH 5,7 similar al del presente

experimento, disminuyo a pH 4,6 después del autoclaveado en ambos medios de cultivo (liquido
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y semiso6lido). También observaron que un pH 5,11 después de 48 horas sin cultivar bajaba a pH
4,99 y si tenia material vegetal disminuia a pH 4,55.

Agregan que el intercambio i6nico, como una funcion del tipo nitrégeno en el medio de
cultivo es una fuente probable de los iones de hidrogeno o hidroxido adicionales necesarios para
explicar los cambios de pH. Los cambios de pH también podrian deberse en parte a la intrusion
de iones H* en las paredes celulares para crear un pH 6ptimo para las enzimas que modifican la
pared celular (Skirvin et al., 1986).

En la literatura cientifica se considera que las plantas que toman para el crecimiento,
tanto los carbohidratos exdgenos del medio de cultivo, como los carbohidratos producidos
enddgenos por la fotosintesis, presentan una nutricién foto-mixotréfica (Kozai et al., 2005),
proceso que pudo haber ocurrido en plantas de fiame clon Chino Blanco cultivadas en Sistema de
Inmersion Temporal en condiciones de luz solar.

Los resultados obtenidos respecto al contenido final de nitrégeno, calcio y magnesio en el
medio de cultivo, son superiores y difieren de los referidos por Cabrera et al. (2009) en fiame
clon Pacala Duclos. Esta diferencia pudiera ser debido al corto periodo de cultivo utilizado en la
presente investigacion, en comparacion con las 18 semanas que estos autores utilizaron de
cultivo en Sistemas de Inmersion Temporal asi como un mayor nimero de plantas por frasco de
cultivo, lo que provocé un incremento en la biomasa vegetal y en consecuencia una mayor
reduccion de los nutrientes minerales presentes en el medio de cultivo.

En otros cultivos como el platano FHIA-21 (Musa AAAB), en los primeros tres dias de
cultivo se incremento el contenido de nutrientes minerales, con excepcion del manganeso. El
contenido de calcio se aumento de manera continua hasta los seis dias de cultivo. Posteriormente,

se inicio una disminucion progresiva de todos los nutrientes minerales hasta los 30 dias en que
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finalizo el periodo de cultivo. No obstante, la evaluacion realizada a los 18 dias, revel6 un
aumento del contenido de nutrientes minerales, que pudo estar asociado a la renovacion del 50%
del medio de cultivo efectuado a los 15 dias (Garcia, 2011).

El incremento del contenido de los elementos minerales durante los primeros tres dias de
cultivo puede deberse a la liberacién de componentes celulares por la lisis de algunas células
(Garcia, 2011). Entre las causas que ocasionan lisis celular se encuentra el estrés de las células o
por el intercambio idnico que se produce durante los primeros dias de cultivo, el cual ha sido
observado principalmente con cationes como el calcio, potasio y el magnesio (George et al.,
2008).

No obstante, estos elementos permiten relacionar las funciones en las células de las
plantas, en las cuales se encuentran involucrados los nutrientes minerales de menor contenido en
el medio de cultivo, con el crecimiento que experimentaron las plantas que se cultivaron en el
Sistema de Inmersion Temporal.

Por ejemplo, un incremento en el contenido de nitrogeno en el medio de cultivo, pudiera estar
relacionado con una mayor actividad fotosintética de las plantas, ya que este compuesto mineral
segun George et al. (2008), participa en las sintesis de moléculas organicas complejas, como
aminoacidos, proteinas y la porfirina, molécula que se halla en las clorofilas y enzimas del grupo de
los citocromos, esenciales para la fotosintesis y respiracion. Existen evidencias de la participacion del
magnesio en las moléculas de clorofila de los sistemas de pigmento | y Il de la fotosintesis.

Basado en esta informacion se considera que el agotamiento del nitrogeno es debido a
que las plantas tenian un escaso desarrollo foliar, lo que pudo limitar la actividad fotosintética y
por ende los tejidos suplieron las exigencias de este mineral mediante su absorcion del medio de

cultivo.
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Respecto al contenido de calcio tuvo pocas variaciones y pudo haber jugado un rol
importante durante la multiplicacion del material vegetal en el Sistemas de Inmersién Temporal,
ya que en esta etapa de cultivo de alta actividad mitética ocurrié la multiplicacion y elongacion
celular, para inducir la formacion de brotes a partir de las yemas contenidas en los segmentos
nodales.

La literatura cientifica consultada plantea, que la acumulacion de calcio en la pared
celular y la membrana de la vacuola, incrementa la polaridad celular y estimula la diferenciacion
celular (Garcia, 2011), pero si es utilizado en exceso puede reducir el potencial del explante para
la formacion de nuevos brotes, ya que endurece las paredes celulares al disminuir su flexibilidad
(Garcia et al., 2020).

Esto evidencia que los nutrientes minerales son los de mayor importancia porque
intervienen en las funciones celulares y en el metabolismo de las plantas. Por esta razon
constituyen la mejor variable para estudiar su efecto sobre la respuesta morfogenética de los
tejidos vegetales (Garcia et al., 2012).

Metabolitos exudados al medio de cultivo

Los resultados del tamizaje fitoquimico revelaron la presencia de metabolitos primarios
(carbohidratos) y secundarios (fenoles, quinonas y catequinas) en la muestra de medio de cultivo
analizada después de cuatro semanas de cultivo; por el contrario, estos compuestos no se observaron
en los controles. La identificacion de estos compuestos se corroboré mediante los cambios de

coloracion en la reacciones (Figura 2).
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Figura 2. Identificacién de metabolitos primarios y secundarios exudados al medio de cultivo de multiplicacién
de Dioscorea alata clon Chino Blanco en Sistemas de Inmersién Temporal a los 28 dias de cultivo. A) Fenoles,
B) Carbohidratos, C) Catequinas y D) Quinonas

P A R A SR SRue  WERs e SSOn
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A B G_ @ D

Leyenda: C - control; M — muestra
Fuente: Elaboracién propia.

A continuacion se muestra el resultado del tamizaje fitoquimico de los diferentes
metabolitos identificados y cuantificados en la muestra. En ninguno de los casos su
concentracion fue abundante (Tabla 2), lo que esta relacionado con la duracion del tiempo de

cultivo y el estado de desarrollo de las plantas.

Tabla 2. Resultados del tamizaje fitoquimico en la muestra del medio de cultivo liquido de multiplicacion de
Dioscorea alata clon Chino Blanco en Sistemas de Inmersion Temporal SETIS™ a los 28 dias de cultivo

Metabolitos Medio de cultivo de multiplicacion
Control (C) Muestra (M)
Primarios:
Carbohidratos - +

Aminoé&cidos libres - -
Secundarios:

Fenoles - +
Flavonoides - -
Quinonas - +
Catequinas - +

Triterpenos y/o esteroides - -
Leyenda: (-) ausencia; (+) presencia; (++) abundante; (+++) muy abundante
Fuente: Elaboracién propia.

En la literatura cientifica consultada es limitada la informacion disponible de estudios que
aborden sobre los metabolitos primarios y secundarios exudados por las plantas in vitro al medio
de cultivo liquido en el cultivo del fiame. Los resultados obtenidos son coherentes con estudios

realizados en otras especies de la familia Dioscoreaceae, donde destacan la presencia de almidon,
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proteinas, carbohidratos, vitaminas, minerales y fenoles, estos ultimos responsables de una amplia
gama de factores bioldgicos y actividades fisioldgicas, en lo principal antioxidantes. Se ha
documentado que existe una relacion entre los niveles de actividad antioxidante y el contenido
total de fenoles y flavonoides de los extractos de plantas (Soibam et al., 2017).

En este sentido, existen referencias que a partir de extractos obtenidos de hojas de
Dioscorea bulbifera, se identifico la presencia de compuestos fendlicos, que sirven como
antioxidantes o eliminadores de radicales libres. La accion de los eliminadores de radicales libres
puede ser debido a la presencia de algunos flavonoides con un grupo hidroxilo libre capaz de donar
hidrogeno y electrones (Murtala et al., 2021).

Sin embargo, en la presente investigacion no se evidencid la presencia de flavonoides en
el medio de cultivo, lo que pudo ser debido a su baja sintesis en la etapa de desarrollo en que se
encontraban las plantas in vitro de fiame clon Chino Blanco o al procedimiento utilizado para su
identificacion, ya que Murtala et al. (2021), realizaron la extraccion de metabolitos secundarios a
partir de hojas adultas con empleo de metanol, los cuales fueron identificados a través de tres
ensayos diferentes al empleado en esta investigacion.

Especies de Dioscorea han sido identificadas como una fuente posible de fenoles y acido
fendlicos. En D. alata se ha encontrado presencia de acido fertlico, sinépico, cafeico y p-cumarico
y acido vanilico. También existen referencias de componentes fenélicos en diez cultivares de fiame
de cinco especies, destacando la prevalencia de estos compuestos en D. alata y D. bulbifera en
comparacion con las especies D. cayenensis, D. dumetorum y D. rotundata independientemente

del cultivar (Obidiegwu et al., 2020).
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Las catequinas se han identificado como el principal flavonoide, y se sospecha que contribuye
al oscurecimiento del tejido y del medio de cultivo, ya que es un buen sustrato para la polifenol oxidasa
y puede sufrir polimerizacion oxidativa para formar taninos (Lebot et al., 2018).

Por otro lado, se ha informado que los reguladores de crecimiento ademas de controlar el
crecimiento fundamental y los procesos de desarrollo de las plantas, también regulan la produccion de
metabolitos secundarios de las plantas en el cultivo de tejidos vegetales. Sin embargo, las
investigaciones que informan sobre el efecto de las topolinas en la produccion de metabolitos
secundarios son muy escasas a pesar de su potencial en el cultivo de tejidos (Amoo & Staden, 2013).

La influencia positiva de las citoquininas en la produccion de fenoles podria estar relacionada
con su papel indirecto a través de la represion de ciertos transportadores de macronutrientes, en las
expresiones de genes asociados con la biosintesis de metabolitos secundarios (Amoo & Staden, 2013).

También se plantea que el contenido de fenoles esta relacionado con el pH del medio de
cultivo, siendo mayor a pH 5 y menor a pH 4. Ademas el contenido de fenoles totales en Dioscorea
alata L. var purpurea es mayor que en otras especies debido posiblemente a la alta concentracion
de antocianinas, un pigmento que es relativamente inestable pero que su mayor estabilidad ocurre
en medio ambiente &cido (Chen et al., 2008).

Estos compuestos intervienen en la activacion de mecanismos de defensa frente a condiciones
de estrés bittico y abidtico (Sharma et al., 2020) y, por lo tanto, median una relacién entre las plantas
y el medio ambiente, por tanto su expresion puede estar relacionado con las condiciones de estrés del
material vegetal durante su cultivo en los Sistemas de Inmersion Temporal.

Para las cuantificaciones de fenoles se determin0 la curva de calibracion del &cido galico

obtenida para este ensayo (Figura 3). Los datos obtenidos indican una buena linealidad (0,9964),
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lo que permiti6 hacer una buena cuantificacion de fenoles totales en el medio de cultivo,

utilizando como referencia a la curva de calibracion del &cido galico.

Figura 3. Curva de calibracion del acido galico para cuantificacion de fenoles totales
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Fuente: Elaboracién propia.

A continuacién se muestran los resultados de las mediciones de la curva de calibracién

con empleo de un nivel de absorbancia de 765 nm (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de la medicién de la absorbancia

Mediciones Absorbancia (765 nm)
1 0,122
2 0,116
3 0,121
Promedio 0,119667
DS 0,003214
CV 2,6862

Fuente: Elaboracién propia.

El resultado indica la presencia de compuestos fendlicos totales, el cual tuvo en un promedio
de tres mediciones la cantidad de 1,8866 mg.L™, evidencia de la ocurrencia de actividad antioxidante,
que causa el oscurecimiento del medio de cultivo.

Segun Engelmann y Engelmann (2014), en un estudio con brotes de Dioscorea trifida,
observaron que al emplear un medio de cultivo que combinaba 0,23 uM AG3 (acido giberélico)

con la metatopolina 25 pM, provocaba una disminucion en la longitud de los brotes en
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comparacion con los tratamientos que contenian brasinoesteroides 0,1 M 24-Epibrasinolida o
25 UM zeatina riboside. Por el contrario, en las combinaciones de 0,6 UM 6-BAP con 1,07 uM
ANA (acido naftalenacético) y metatopolina 25 uM con 0,23 uM AGs, se incremento la
oxidacion del medio de cultivo.

En una investigacion con la especie Dioscorea birmanica, se encontré que los brotes
regenerados podian sintetizar y acumular metabolitos secundarios similar a la planta madre,
aunque fue baja la cantidad de compuestos bioactivos en los brotes regenerados (Jirakiattikul et
al., 2016).

Los metabolitos secundarios méas comunes son las saponinas, y se han aislado mas de 100
saponinas esteroides de varias especies de Dioscorea. Ademas se cuantificaron diterpenos,
fenoles, cianidinas, quinonas, diarilheptanoides y compuestos nitrogenados de clerodano en
tubérculos de la especie Dioscorea nipponica (Ou-Yang et al., 2018).

Conclusiones

1. Se determiné en el medio de cultivo un alto contenido de los nutrientes minerales
calcio, magnesio y disminuyo el nitrégeno total, durante la multiplicacién de los brotes de fiame
clon Chino Blanco en Sistemas de Inmersion Temporal SETIS™,

2. Se identifico la presencia de carbohidratos, catequinas, quinonas y fenoles exudados al
medio de cultivo de multiplicacion de brotes de fiame clon Chino Blanco en Sistemas de
Inmersion Temporal SETIS™,
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