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Sintesis

El boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam.), se ha convertido en un alimento
habitual sobre todo en la zona oriental de Cuba. Sin embargo, existen algunas
limitantes para su introduccion y extension en las areas agricolas, una de las
cuales es la poca disponibilidad de material de plantacion; por lo cual, se
desarrollé el presente trabajo con el objetivo de establecer una metodologia
que permita la obtencibn de abundante material a través de la
micropropagacion mediante la embriogénesis somatica como una via rapida
para el establecimiento de bancos de “semilla” de calidad en caso necesario.
Para ello se parti6 de explantes de limbos foliares, peciolos y entrenudos de
brotes jovenes de los clones CEMSA 78-354, INIVIT B 90-1, INIVIT B 93-1,
Yabu-8 y Jewel. El mejor porcentaje de desinfeccion se logré con el empleo del
hipoclorito de sodio al 1% con un tiempo fijo de inmersion de 15 minutos. El
limbo foliar procedente de brotes de raices tuberosas resultd el mejor explante
para la formacion de callos, determindndose ademas la procedencia, edad,
zona del limbo foliar y la posicién sobre el medio de cultivo mas adecuada para
este fin. La mayor efectividad para la formacion de callos potencialmente
embriogénicos, se obtuvo en el medio de cultivo propuesto por Murashige y
Skoog (1962) con 2,4-D (0,50 mg.L™) y 6-BAP (0,25 mg.L™); la formacién de
los embriones somaticos se logré en este mismo medio con 2,4-D (0,2 mg.L™),
para la maduracion de los mismos fue necesaria la adiciéon de ABA (1,0 mg.L™)
al medio basal y el TDZ (0,25 mg.L™) posibilité los mejores resultados para la
germinacion. La conversion en plantulas se obtuvo con el empleo del GAz (10,0
mg.L™). Se logré la aclimatizacién de las vitroplantas con una supervivencia de
un 83 a 100% y la plantacion en condiciones de campo resulté exitosa;
ademas, se realizaron estudios histolégicos durante todo el proceso, asi como
analisis bioquimicos y moleculares para evaluar la estabilidad genética de las

plantas obtenidas.



Abreviaturas y acronimos empleados en el texto

°C: Grados Celsius.

2,4-D: Acido diclorofenoxiacetico.

6-BAP: 6-bencilaminopurina.

ABA: Acido abscisico.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AIlA: Acido - 3 - indolacético.

AIB: Acido -3- indolbutirico.

ANA: Acido a - naftalen acético.

EDTA: Acido etilendiamino tetracético.

EE: Error Estandar.

Epon: Resina (polimero) empleada en la fijacibn de muestras para estudios
histoldgicos.

g.L™: Gramos por litro.

g: Gramos.

GAs: Acido giberélico.

Kin: Kinetina (6-furfuryl aminopurina).

mg.L™*: Miligramos por litro.

MS (1962): Composicion de los nutrientes inorganicos del medio de cultivo
propuesto por Murashige y Skoog (1962).

PAR: Radiacion Fotosintética Activa.

PBS: Solucion de Buffer Fosfato, compuesto por NaCL, KCL, KH2PO,; vy
NazHPO,.

PCR: Reaccion en cadena de la polimeraza.

Picloram: Acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico.

RAPD: Amplificacion Aleatoria del ADN Polimorfico.

TBE: Tris-HCL acido borico EDTA.

TDZ: Tidiazuron (N-fenil-N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea).

Vitaminas MS: Vitaminas propuestas por Murashige y Skoog (1962),

compuestas por: glicina, acido nicotinico, piridoxina y tiamina.
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1. INTRODUCCION

El desarrollo del cultivo del boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam.), ofrece diversas ventajas
econdémicas para muchos paises, ya que se puede emplear en la alimentacion humana y
animal, asi como en la industria y puede ser utilizado como forraje y abono verde (Lépez y
col., 2002). El area de siembra a nivel mundial es de 8 618 866 ha, con una produccion de
127 139 553 t anuales y el 90,5% del area dedicada al cultivo se encuentra en el
continente asiatico, donde se obtiene el 91,0% de la produccion mundial (FAO, 2004).

Las cualidades agrondémicas de este cultivo hacen que sea muy tolerante a las
condiciones climaticas, necesita pocos requerimientos nutritivos para su crecimiento y
presenta un ciclo vegetativo corto, lo cual ha propiciado su extension, especialmente, en
paises en via de desarrollo y zonas tropicales (Garcia, 2005). En Cuba, constituye un
alimento importante para la poblacion y la produccién anual es de 269 582 t (Infoagro,
2003); con un area de siembra de 71 000 ha (FAO, 2004a); sin embargo, su extension se
ve con frecuencia afectada por la poca disponibilidad de material de plantacién de alta
calidad y afectacion por plagas, lo cual trae consigo que la produccién de boniato en Cuba
se encuentre deprimida (Rodriguez y col., 1998).

Para darle solucion a la problematica existente en lo referente a la escasez de material de
plantacion, se han empleado diversas técnicas y respecto a ésto Lopez y col. (2002),
plantearon que la alternativa mas promisoria para la propagacion masiva de la especie, es
el uso de las técnicas de cultivo de tejidos, entre ellas la embriogénesis somatica, que
permite una propagacion clonal rapida en un periodo breve de tiempo, siendo el medio
mas poderoso de micropropagacion con gran potencial para la agricultura del futuro y es
el método mas eficiente para la produccion masiva de plantas in vitro (Freire, 2002).

En la actualidad, la propagacion de plantas in vitro a escala comercial se ha consolidado
mundialmente y la embriogénesis somatica se emplea en la propagacion acelerada en
muchas especies (Pérez y col.,, 1998), dada su eficiencia, por el elevado indice de
multiplicacion y la produccion de material genéticamente estable (Posada y col., 2003;
Molina y col., 2003).
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Segun Chée y col. (1992) y Espinosa y col. (2003), la embriogénesis somatica en el cultivo
del boniato ofrece una oportunidad Unica para la automatizacion, la multiplicacion clonal
rapida y la plantacion de clones de interés.

En este cultivo a nivel mundial se han aplicado escasamente las técnicas biotecnoldgicas,
especialmente en lo referente a la embriogénesis somatica, existiendo informes de
trabajos realizados por Jarret (1989) y Cantliffe (1993) en la Florida, Estados Unidos y de
estudios efectuados en Cuba por Lopez y col. (2002), los cuales obtuvieron bajos indices
de conversién en plantulas y en la aclimatizacion de las mismas; por lo que no se
estudiaron en condiciones de campo.

Teniendo en consideracion que en la provincia Granma, el cultivo del boniato constituye
uno de los de mayor demanda y se presentan problemas con la obtencion de altos
rendimientos ocasionados, fundamentalmente, por la carencia y calidad del material de
plantacion, las condiciones edaficas y climaticas de dicha zona y la afectacion por plagas,
se hace necesario contar con un sistema alternativo eficiente para la propagacion

acelerada de los clones mas adaptados a estas condiciones.

Para dar respuesta a la problematica planteada, se propuso la siguiente hipétesis:

El establecimiento de una metodologia de micropropagacién basada en la

embriogénesis somatica, permitira la produccién de altos volumenes de plantas

genéticamente estables en clones de boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam.).

Para dar cumplimiento a esta hipotesis, se propusieron los siguientes objetivos:

» Determinar el tipo de explante y la composicion del medio de cultivo para la formacion
de callos potencialmente embriogénicos y embriones somaticos en diferentes clones
de boniato.

» Inducir la maduracion y germinacion de los embriones sométicos, asi como su
conversion en plantulas.

» Caracterizar histologicamente las diferentes fases del proceso de formacion de callos y
embriones somaticos.

» Lograr la aclimatizacion y plantacion en campo de las plantas obtenidas a partir de

embriones somaticos en clones de boniato.
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» Evaluar la estabilidad genética de las plantas obtenidas a partir de embriones
somaticos, atendiendo a sus caracteristicas morfolégicas, andlisis isoenzimaticos y de
ADN.

Novedad cientifica

Se propone, por primera vez en Cuba, una metodologia completa de micropropagacion via
embriogénesis somatica para la especie Ipomoea batatas, que incluye la fase de
aclimatizacion de las plantas obtenidas y el establecimiento en el campo de las mismas,
la caracterizacion histolégica del proceso, asi como el estudio de su estabilidad mediante

andlisis bioquimicos y moleculares.

Valor préactico

La metodologia de micropropagacién del boniato basada en la embriogénesis somatica
que se propone en la presente investigacion, es una herramienta con la que podra contar
el pais para el establecimiento de bancos de “semilla” de clones seleccionados; que
posibilitara la obtencion de abundante material de plantacion de alta calidad para su
empleo en la produccion; ademas, puede ser Util para la conservacion e intercambio de

germoplasma y el establecimiento de protocolos de transformacion genética en el cultivo.
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2. Capitulo ll: REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1. Origen, caracteristicas e importancia econdmica del boniato.

Existen dos teorias sobre el origen del boniato, una lo considera oriundo del continente
americano, situandolo en México y Centroamérica, en virtud de la division del material
genético y por la evidencia arqueoldgica de la antigiedad de su cultivo. La otra teoria
plantea su origen en China. Sin embargo, en la actualidad se acepta que es originario de
América, al tener en cuenta que existe mayor cantidad de especies que en el continente
Asiatico, con alto potencial de rendimiento y mayor desarrollo vegetativo, favoreciendo la
floracion y fructificacion.

Es una Convolvulacea que responde a la division Macrophyllophyta, clase Magnoliatae,
subdivisiobn Magnoliophytina y orden Polemoniales. Es un hexaploide natural (2n=6x=90),
a diferencia de la mayor parte de los miembros del género que son diploides (2n=30) o
tetraploides (Andrey y col., 1994).

Es una planta anual, herbacea, rastrera, en ocasiones presenta apices volubles, glabra o
pubescente, con raices adventicias y tuberosas. Se propaga vegetativamente por
segmentos de tallos y raramente por raices tuberosas y semillas (Scott, 1992).

Las hojas son simples, alternas, formadas por un limbo con una nerviacion central y
nerviaciones mas pequefias. Los peciolos se encuentran insertados de forma alternante
en el tallo. Presenta inflorescencia tipo cima, situadas en las axilas de la union del peciolo
con el tallo. Las raices son numerosas y se forman en los nudos y entrenudos del tallo, la
mayoria engrosa en los primeros 15 cm de profundidad y en diferentes direcciones. La
forma, color y niumero de raices tuberosas varian en dependencia del clon (Huaman,
1992).

Segun Lépez y col. (1995), el tallo es rastrero, angular, liso y algunas veces velloso en su
parte apical. El fruto es una cépsula redondeada de 3 a 7 mm de didmetro que contiene
de 1 a 4 semillas que son glabras, brillantes y negruzcas (en ocasiones pardas).

El género Ipomoea tiene mas de 400 especies. Desde el punto de vista econdmico, la
Unica especie cultivada con destino a la alimentacion es Ipomoea batatas, de la cual

existe un gran numero de clones (Lopez y col., 1995).
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Es uno de los cultivos tradicionales mas antiguos y valiosos, sembrados ampliamente en
los paises en vias de desarrollo. Se destaca por su rusticidad y su alta productividad por
unidad de area y de tiempo, es un cultivo rico en vitaminas y minerales. En muchos
paises su principal uso esta dado en la alimentacion humana, porcinos, bovinos, aves,
ovinos y conejos (Ghislain y Trognitz, 1996).

Segun Mortley (1999), se conoce de los efectos de toxicidad de determinados cultivos
sobre animales y el hombre, pero en lo referente al boniato no se ha reportado toxicidad a
pesar de ser una de las plantas mas cultivadas en el mundo ocupando el séptimo lugar.
Morales y col. (1999), plantearon que si tenemos en cuenta que las producciones de
platano vianda y malanga en Cuba han disminuido considerablemente, debido al alto costo
de produccion, la aparicién de enfermedades y que la papa tiene restringida su siembra a
pocos meses del afo, el boniato pasa a jugar un papel fundamental en la alimentacion,

siendo consumido en fresco de diferentes maneras y también es empleado en la industria.

2.2. Problematica actual del cultivo en Cubay tendencias de la investigacion.

Los cultivos que se propagan por raices y tubérculos en Cuba no tuvieron desarrollo antes
del triunfo de la Revolucién en la aplicacion de los adelantos cientificos, ya que las
condiciones de dependencia politica y econdmica determinaban también la dependencia
en el desarrollo cientifico (Lopez y col., 1995).

Después del triunfo revolucionario, se dio merecida importancia al desarrollo de las raices
y tubérculos, con la finalidad de resolver las dificultades que éstas presentan en nuestras
condiciones tropicales y se lograron resultados satisfactorios en centros como el Instituto
Nacional de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), en lo referente a la obtencion
y multiplicacion de nuevos clones de interés comercial.

Diversos factores inciden en los bajos rendimientos reportados, a pesar de disponer de
clones de alto potencial, entre los que se destacan: uso de semilla agamica de mala
calidad, atenciones culturales deficientes que provoca despoblacion, enyerbamiento,
afectacion por plagas, principalmente el tetuan (Cylas formicarus), poca disponibilidad de
material de siembra y deficiencia en la cosecha, aunque se debe destacar que se cuenta
con la existencia de una estrategia clonal, la cual ha sido estudiada y recomendada por el

INIVIT, Villa Clara. Sin embargo, sé continua trabajando a través de los programas de
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multiplicaciéon de nuevos clones que presentan una mejor adaptacion a las diversas
regiones del pais con altos rendimientos, dada las cualidades agrondmicas que posee el
cultivo del boniato de adaptarse a diversas condiciones climaticas y requiere de pocos
recursos para su crecimiento, lo cual ha traido consigo que el mismo se haya extendido
por diversas zonas del mundo y es cultivado en aquellas regiones de pobre desarrollo por
una gran cantidad de personas con bajos recursos, especialmente, en paises en vias de
desarrollo; pero ademas, constituye un cultivo de interés en los paises desarrollados y su
extension en ambos casos se encuentra limitada por la poca disponibilidad de material de
siembra, dado a que se requiere de muchas plantas por unidad de area, de ahi la
necesidad de la busqueda de nuevas vias para la multiplicacion acelerada de la especie.
La tendencia que existe en el ambito mundial y en Cuba, en lo referente al cultivo del
boniato, es la multiplicacion de clones precoces de alta productividad de color amarillo,
ricos en B-carotenos, que se adapten a las condiciones zonales de cada region, mejorar la
calidad de la semilla y lograr resistencia a plagas y enfermedades.

El desarrollo actual de la agricultura ha traido consigo la propagacion de nuevos cultivares
comerciales de altos potenciales de rendimiento, los cuales han ido desplazando a los
tradicionalmente utilizados (Sanchez y col., 1995).

En el cultivo del boniato se hace necesario la busqueda de nuevas técnicas para la
multiplicacion acelerada y dentro de ella la embriogénesis somética como una via
alternativa, ya que la via de propagacion tradicional es por semilla agamica y se presentan
problemas en la disponibilidad del material de siembra y la reproduccion por semilla
botanica es poco comun; ademas, el material original puede presentar erosion genética,
dificultando esto el empleo del mismo en sucesivas generaciones. En la actualidad, con la
introduccion de las técnicas in vitro, se ha dado un gran impulso a la propagacion
acelerada de diferentes cultivos y la multiplicacién de nuevos clones de interés comercial.
En Cuba, se trabaja en diferentes esferas de la biotecnologia, incluyendo el estudio de la
genética de células de organismos superiores en diferentes cultivos de interés (Castro,
1992). Se trabaja intensamente en el desarrollo de las ciencias mediante la aplicacion del
cultivo de tejidos vegetales, aspecto en el que se han obtenido resultados muy alentadores

y de aplicacion social. Por ésta situacion el uso de la biotecnologia, como herramienta
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auxiliar ofrece multiples posibilidades para su empleo y solucionar problemas que aun
existen en distintas especies vegetales (Lépez y col., 2002).

La embriogénesis soméatica es reportada para diversos cultivos y no ha sido muy
estudiada en Cuba en el cultivo del boniato, lo que justifica las investigaciones en este
sentido.

Los avances biotecnolégicos marcan nuevas pautas en las investigaciones y en la
busqueda de nuevas vias de propagacion acelerada de diversos cultivos de interés;
constituyen una herramienta mas a la cual es posible sacarle mayor provecho, siendo de
vital importancia el desarrollo de protocolos en el cultivo del boniato que presenten una

gran importancia practica y que demuestren la posibilidad de su aplicacién a gran escala.

2.2.1. Principales resultados en la aplicacién de las técnicas de cultivo in vitro.

El desarrollo alcanzado en el cultivo de tejidos, desde sus inicios hasta la fecha, ha dado
un gran aporte a la agricultura y en la actualidad constituye una via fundamental en la
actividad cientifico tecnologica (Cevallos, 2000).

Las tendencias mundiales abren un espacio cada vez mayor al uso de la biotecnologia, ya
que la humanidad enfrenta el reto de cédmo satisfacer las necesidades de una poblacion
creciente (Nichterlein, 2000), donde la biotecnologia puede contribuir al aumento y al
mejoramiento de la produccion de alimentos (Sasson, 2001); mediante la cual esta
tecnologia permite obtener material de elevada productividad, justificando su inclusion en
los programas agricolas (Parrot, 2002).

A partir de los resultados obtenidos durante los dltimos afios, en una gran cantidad de
especies vegetales se ha extendido la aplicacion de las técnicas biotecnolégicas y en el
cultivo del boniato se hace necesario intensificar los esfuerzos en el establecimiento de
metodologias de cultivo in vitro dada la importancia del mismo para la seguridad
alimentaria de millones de personas en el mundo (Garcia, 2005).

En Cuba, se emplean las técnicas en el cultivo de tejidos vegetales por distintas
instituciones cientificas en diversas especies, entre las cuales tenemos trabajos realizados
por Castillo (2000) en cafia de azUcar (Saccharum sp), Gonzalez (1993) en arroz (Oryza
sativa L.), Santana (1993), Cevallos (2000), De Feria (2001), Gonzéalez (2003) en café
(Coffea sp), Escalona (1999), Benega y col. (2000) en pifia (Ananas comosus (L.) Mer),
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Barranco (2000) en platano (Musa sp), Ramirez (2005) en tomate (Lycopersicon
esculentum, Mill), Hidrobo (2000), Castillo y col. (2004) en papa (Solanum tuberosum, L.),
Medero y col. (2004) en yuca (Manihot esculenta Crantz), entre otras.

Los métodos biotecnoldgicos aplicados a las plantas, conducen a una racionalizacion de
los trabajos de multiplicacion efectuados por via tradicional y permiten la multiplicacién de
las especies en grandes cantidades y en corto tiempo (Sasson, 2001; Espinosa y col.,
2003).

La especie Ipomoea batatas estad conformada por un alto nimero de clones que difieren
en valor alimenticio, tamafio, forma, color de las raices tuberosas, produccion, resistencia
a plagas y enfermedades, y en los ultimos afios han sido introducidos en la produccion
agricola nacional, mediante el empleo de métodos tradicionales de propagacion, un grupo
de clones comerciales de elevado potencial de rendimiento (Daza y Rincén, 1993).

Se han desarrollado evaluaciones y regionalizaciones de clones de boniato en diferentes
partes del pais, pero aun es deficiente el empleo de las técnicas de cultivo de tejidos
vegetales en la propagacion de nuevos clones de interés comercial, aun conociendo las
ventajas de éstas técnicas.

La mayor parte de los esquemas de multiplicacion utilizados en el boniato han estado
basados, fundamentalmente, en la multiplicacion agamica por la via tradicional de los
clones existentes y la introduccién de otros foraneos, contandose actualmente con un gran
namero de clones. Asi mismo, han sido realizadas investigaciones que apoyan y
complementan los programas de establecimiento de variedades clonales por estas vias.
No obstante, existen aspectos en los que se requiere un mayor esfuerzo y profundizacion
en las investigaciones, fundamentalmente, las encaminadas a la multiplicacion de nuevos
clones con el empleo de las técnicas de avanzadas de cultivo de tejidos vegetales.

Segun Cornide (2002), se impone la busqueda de alternativas a los productos agricolas de
cultivos con alta capacidad instalada, que ayuden a afrontar la caida del valor de cambio y

la inestabilidad del mercado internacional.

2.3. El cultivo de tejidos en la micropropagacion de especies vegetales.
Hoy en dia, es muy importante la aplicaciéon de las técnicas de cultivo in vitro para la

propagacion de especies vegetales en el cual se agrupan diversos aspectos relacionados
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con el cultivo; cuya aplicacién ha logrado elevar el rendimiento y disminuir las pérdidas
considerablemente.

La biotecnologia ofrece grandes posibilidades en la multiplicacion de especies vegetales y
los nuevos productos biotecnoldgicos deben ofrecer apoyo a los programas de
propagacion acelerada para los posibles efectos en el medio ambiente y su utilizacion ha
propiciado avances mas rapido en la obtencion y multiplicacion de genotipos (Omokawa y
Anonuma, 2002). Con el surgimiento de las técnicas de cultivo in vitro, se abre una amplia
perspectiva para su empleo en la micropropagacion de especies vegetales de interés
(Arencibia y Cornide, 1999).

Segun Pérez y col. (2004), el cultivo de tejidos vegetales es una alternativa para la
produccién de semilla y juega un rol importante en el suministro de semillas de alta
calidad.

La multiplicaciéon in vitro de plantas aporta una esencial contribucién a la propagacion
acelerada de los cultivos (Kim y col., 2001; Etienne y Berthouly, 2002).

En los dltimos afos la aplicacion de las técnicas en el cultivo de tejidos vegetales han
sobrepasado la fase de investigacion y ésto ha traido como consecuencia el
establecimiento de laboratorios que propagan masivamente muchas especies a gran
escala (Jiménez, 1998a).

Segun Borroto (2002), la propagacién in vitro tiene muchas ventajas, en especial una
mayor tasa en la multiplicacion de material libre de plagas y enfermedades en espacio
que permite la produccién rapida y econdmica en cantidades muy grandes de plantas de
alta calidad.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales estan establecidas en algunos cultivos para la
propagacion clonal de genotipos selectos. Esta importante funcion del cultivo de tejidos ha
aumentado con los adelantos que se han producido durante los dltimos afios en los
métodos para la erradicacion de organismos patdégenos, micropropagaciéon, manipulacion
genética, conservacion y distribuciéon de germoplasma (Acosta y col., 2002; Alvarado y
col., 2003). Ademas, con la aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales se
presenta la morfogénesis, que como proceso se manifiesta a través de la embriogénesis
somética y la organogénesis; donde una u otra tienen en la actualidad grandes

aplicaciones en el cultivo de tejidos vegetales (Walker y Parrot, 2001).
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2.3.1. Papel de algunos reguladores del crecimiento.

Roca y Mroginski (1993), sefialaron que el éxito que se obtenga en el cultivo de tejidos de
plantas esta influenciado, entre otros factores, por la composicion quimica del medio de
cultivo, que es el sustrato en el cual se desarrollan las células, tejidos y 6rganos, luego de
ser aislados de la planta, donde se ha demostrado que la férmula propuesta por
Murashige y Skoog (1962) es un medio adecuado para una gran variedad de especies, asi
como para el empleo de diferentes partes de la planta, donde la presencia y concentracion
de los reguladores del crecimiento en el medio de cultivo es un aspecto de gran
importancia, cuyas exigencias varian con la especie, la naturaleza del tejido y el tipo de
proceso estudiado.

Los reguladores del crecimiento son sustancias enddgenas insustituibles para las plantas,
pues en su interrelacion deciden el crecimiento y las bases para su ulterior desarrollo
(Tsatsakis y Schitilman, 1993). Se encuentran intimamente relacionados con los centros
de activo crecimiento en las plantas y son los encargados de desencadenar in vitro todos
los procesos que se producen in vivo (Takahashiy col., 1995).

El papel de los reguladores del crecimiento sobre las células y tejidos ha sido enfatizado
en la literatura. Sin embargo, la seleccién de uno u otro esta en funcion de la interrelaciéon
entre éstos y su presencia en el tejido (Garcia, 1998). De ahi se infiere que, el desarrollo
del callo y de 6rganos a partir de tejidos escindidos, esta definido por los reguladores del
crecimiento aplicados al medio de cultivo y por los endégenos presentes en ese momento.
Dentro de los reguladores del crecimiento vegetal, se encuentran las fitohormonas
formadas por un grupo de sustancias de elevada actividad bioldgica, que generalmente, se
desplazan desde su lugar de sintesis con cierta direccion y velocidad hasta el lugar de
accion, causando un efecto de crecimiento especifico o de diferenciacion (Gonzalez,
2003), entre los cuales se encuentran:

Auxinas: Son compuestos caracterizados por su capacidad para inducir alargamiento de
las células del brote, el acido indol-3-acético (AlA) es la auxina natural mas frecuente en
las plantas y pueden actuar sobre otros procesos; ademas, del alargamiento celular
(Vazquez y Torres, 1995).
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Citoquininas: Se encuentran muy difundidas en el reino vegetal y en los
microorganismos. Estan distribuidas en la planta y su principal lugar de sintesis lo
constituyen las hojas adultas. Promueven la division celular a bajas concentraciones y
generalmente inhiben el crecimiento de las raices y la elongacion del tallo, pero estimulan
el alargamiento de las hojas, actian en el retraso de la senescencia y tienen un papel
fundamental en la embriogénesis (Martin y col., 1993).

Entre las citoquininas se encuentra el tidiazuron (TDZ), que es una fenilurea con alta
actividad como citoquinina. Este regulador del crecimiento de las plantas se ha utilizado
para la regeneracion de plantulas a partir del cultivo in vitro en especies recalcitrantes y en
la micropropagacion de un gran numero de cultivos.

El uso del TDZ como fuente de citoquinina, es esencial para la germinacion de los
embriones somaticos, favoreciendo la aparicion de 6rganos con elevada frecuencia en

determinados cultivos (Nowack y Miczynski, 2002).

Giberelinas: Son activas en el crecimiento y en la division celular; la mas conocida es el
acido giberélico y se emplean en el cultivo in vitro de las plantas superiores (Hisamatsu y
col., 1997; citados por Garcia, 1998).

Acido Abscisico: Es un inhibidor natural del crecimiento presente en las plantas y se
encuentra en todas las partes de ésta, pero las concentraciones mas elevadas parecen
estar localizadas en las semillas y los frutos.

Desempefia un papel fundamental en respuestas fisioldgicas tan diversas como el letargo,
abscision de hojas y frutos, tolerancia al estrés hidrico y cierre estomatico (Ammirato,
1974). Interviene en la maduracion de los embriones somaticos dado su efecto en la

inhibicién de la germinacion precoz de los mismos (Nieves y col., 1999).

2.3.2. Organogeénesis.

Segun Jiménez (1998), la organogénesis es un evento morfogénico que se caracteriza
por su desarrollo unipolar, en otras palabras, es la formacion de un primordio unipolar a
partir de una yema con el subsiguiente desarrollo de ésta en un brote vegetativo,
existiendo siempre una conexion entre los nuevos brotes y el tejido que le dio origen, y

constituye la base fundamental de la seleccion vegetativa.
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La organogénesis se refiere al proceso donde las células pueden ser inducidas para
formar plantas completas y se consideran: la rizogénesis o formacion de raices y la
caulogénesis o formacion de yemas (Litz y Jarret, 1993).

Ziv (1999) planted que, el proceso organogénico se inicia con cambios en una célula del
callo o un conjunto de éstas y solamente un pequefio porcentaje de las células del
explante dan lugar a la formacién de callos que luego regeneran en plantulas.

La capacidad organogénica de los callos puede disminuir cuando son mantenidos en
subcultivos prolongados, lo que puede estar asociado con la tasa de crecimiento celular,
friabilidad del callo, necesidad de nutrientes, entre otros (Jarret y Grawel, 1991).

Segun Gémez (1998), la formacién del callo esta dada por el crecimiento desorganizado
de células obtenidas a partir de un tejido y la inducciébn de este comienza con el
aislamiento de organos o tejidos diferenciados, los cuales posteriormente sufren
desdiferenciacion ante la presencia de una auxina exdgena en el medio de cultivo.

Desde el punto de vista morfogénico la caracteristica mas importante del callo es la
totipotencia de sus células, ya que el manejo de las condiciones nutricionales, hormonales
y ambientales, posibilitan el desarrollo de brotes, raices y embriones sométicos, en
dependencia del balance auxina-citoquinina en el medio de cultivo (Yoon y Choi, 2002).

El establecimiento de los callos, seguidos de organogénesis o embriogénesis, ha sido
realizado en numerosas especies y la proliferacion de un fragmento de planta para la
regeneracion puede estar influenciada por la especie y su estado de desarrollo (Nowack y
Miczynski, 2002).

La formacion de 6rganos a partir de callos se conoce como organogénesis indirecta y
cuando se obtienen directamente del explante como organogénesis directa. Siendo la
organogeénesis indirecta una via para obtener mutaciones en el material de partida, ya que
se emplea la callogénesis como via intermedia de la induccion de regenerantes, y el
crecimiento y proliferacion de las células en el medio de cultivo bajo la accion directa de

los componentes del mismo (Sunpui y Kanchanapoon, 2002).

2.3.3. Embriogénesis somaética.
Como embriones sométicos se han definido a los originados a partir de células, sin la

necesidad de la fusion de gametos (Gémez, 1998). Son estructuras bipolares con un eje
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apical y radical bien definido, no poseen conexién vascular con el tejido que le dio origen'y
pasan por los estadios de desarrollo: globular, corazén, torpedo y cotiledonal, con la
capacidad de crecer y formar plantas (De Jong y col., 1993).

La embriogénesis somatica, es decir, la posibilidad de inducir la transformacion de
una célula no sexual y poco diferenciada en un grupo de células que sean capaces de
originar un embrién, el cual posteriormente dara lugar a un vastago y una raiz, constituye
un avance en el cultivo de tejidos vegetales y se ha obtenido en muchas especies (Merkle
y col., 1995; Motoike y col., 2001).

Segun Parrot (2002), cuando el nivel de auxinas en el medio de cultivo baja de cierto
umbral, las células embriogénicas empiezan un proceso de histodiferenciacion. Los
embriones que se estan histodiferenciando crecen debido a la division celular y pasan por
las mismas etapas de desarrollo que los embriones cigéticos. El transporte polar de
auxinas enddgenas es necesario para que un embrion soméatico en via de desarrollo haga
la transicion a los diferentes estadios de desarrollo.

El balance interno de las auxinas puede ser alterado debido a la adicibn de auxinas
exdgenas y como resultado los embriones sométicos requieren del uso de reguladores del
crecimiento antes de germinar y convertirse en plantulas (Morales y col., 1999).

Las primeras etapas de la maduracion se caracterizan por la acumulacion de sustancias
de reservas; mientras que, las siguientes etapas se caracterizan por la adquisicion de
tolerancia contra la desecacién y son andlogas a la madurez fisioldgica de las semillas
botanicas.

Virtualmente todos los tejidos tienen la capacidad para formar callos in vitro; sin embargo,
relativamente pocos explantes tienen la habilidad para producir callos potencialmente
embriogénicos. La respuesta embriogénica del callo depende de varios factores, entre los
cuales tenemos: el genotipo, el explante, el medio de cultivo, los reguladores del
crecimiento, las condiciones de incubacion, entre otros (Gomez, 1998).

En los momentos iniciales de la formaciéon del callo la poblacién celular es
predominantemente meristematica; a medida que crece el tejido, las células se diferencian
adquiriendo caracteristicas semejantes a las parenquimaticas, ricas en reservas y se

pueden observar grupos de células embriogénicas tipicas, las que tienen una relacion
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nucleo citoplasma elevada, nucleo particularmente voluminoso, pared espesa, citoplasma
poco vacuolado rico en proteinas y abundantes reservas de almidon (Garcia, 1998).
Segun Freire y col. (2003), en la mayoria de las especies vegetales es necesario mantener
los explantes por periodos prolongados en el medio de formacion de callos.

El embridon somatico es producido por cualquier 6rgano o tejido de la planta y éste no es
observado cuando las plantulas se forman por la via organogénica, donde el crecimiento
de brotes y raices se excluye entre si (Gomez, 1998).

Morfolégicamente, un embrion somatico es muy similar a uno cigotico, sobre todo en su
desarrollo evolutivo desde proembrién hasta la fase cotiledonal o embrion maduro y el
tamafio y la forma de los embriones somaticos es muy variable en dependencia de la
especie que se trabaje (Parrot, 2002).

La asincronia es un fendmeno caracteristico de la embriogénesis somatica que se
manifiesta cuando las poblaciones de embriones somaticos muestran tipicamente un
amplio rango de tamafio y estadios de desarrollo. Los embriones somaticos pueden ser
comparados con los embriones cigoticos, ambos poseen apices radiculares, caulinares y
organos cotiledonales; por ello pueden crecer plantas completas a partir de éstas
estructuras (Liu y col., 1998).

Segun Sharp (1980), existen dos patrones de desarrollo de la embriogénesis somatica:

- Embriogénesis somatica directa: Los embriones somaticos se forman a partir del tejido

del explante sin pasar por la fase de callogénesis. Esto ocurre a través de células
proembriogénicas determinadas, donde las células estan listas para iniciar el desarrollo

embriogénico y necesitan solamente ser activadas.

- Embriogénesis somatica indirecta: Tiene lugar la formacion y proliferacion de un callo

antes del desarrollo de los embriones sométicos, ésta ocurre en células diferenciadas no
embriogénicas o células inducidas embriogénicas determinadas.

La gran mayoria de los sistemas que forman embriones somaticos lo hacen mediante la
llamada ruta indirecta, pudiendo ocurrir por medio de la llamada ruta directa, pero con
menor frecuencia (Villalobos y Thorpe, 1993).

Entre las ventajas que ofrece la produccion de embriones somaticos se encuentran el

desarrollo de células somaticas que presentan la potencialidad de duplicar genotipos
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especificos y producir una gran cantidad de embriones con las caracteristicas de
bipolaridad para producir plantas durante los procesos de germinacion y conversion.

La propagacion de plantas a través de la embriogénesis somatica, representa el método
mas eficiente de multiplicacion clonal que existe hasta la fecha y se emplea en especies

que se reproducen por semillas y mediante propagacion vegetativa (Gomez y col., 2000).

2.4. La embriogénesis somatica en la multiplicacion de las especies vegetales.

Los problemas que afrontan los trabajos de propagacion via tradicional, son basicamente
la cantidad de material disponible y los altos costos, ya que se requiere de la manipulacion
de los mismos en condiciones naturales y de campo. Una alternativa a éstas dificultades
son las técnicas de cultivo de tejidos vegetales (Salinas y col., 1991).

Un hecho muy particular del empleo de las técnicas in vitro, es la formacion de embriones
somaticos (Salinas y col.,, 1991a) y es posible ya que virtualmente cualquier tejido
somatico vegetal tiene la capacidad de desarrollarse en un embrién (totipotencia) a través
de la manipulacion de las condiciones de cultivo y la aplicacion de reguladores del
crecimiento.

El creciente interés por la obtencién de embriones sométicos en diversos cultivos, se debe
a que el proceso de embriogénesis somética facilita la propagacion clonal a gran escala y
el empleo de la semilla artificial (Alvarado, 1998).

El sistema de embriogénesis somatica cuenta con la multiplicacion de las plantas
completas a partir de células individuales o un grupo de ellas y existe la necesidad de
continuar con los avances para la multiplicacién de plantas mediante el cultivo de células y
tejidos, especialmente a través de un amplio rango de especies y genotipos (Cruz y col.,
2003).

Uno de los aportes de las técnicas de cultivo in vitro, ha sido la de explotar en numerosas
especies la potencialidad de formar embriones somaticos (Margara, 1988). Las técnicas
biotecnoldgicas se aplican en una gran cantidad de cultivos y la proyeccion futura de los
laboratorios puede concretarse a travées de la produccion vegetal (Gonzalez y col., 2000).
Las especies cultivadas que se producen por medios asexuales, tienen una amplia

posibilidad en la multiplicacién a gran escala con el empleo de la embriogénesis somatica
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y el establecimiento de nuevas variedades, especificamente en lo relacionado con la
aplicacion de la propagacion vegetal (Garcia y col., 1998).

Se ha obtenido la embriogénesis somética en mas de ciento cincuenta especies de
plantas. Sin embargo, todavia quedan varias especies para las cuales nunca se ha
realizado (Parrot, 2002). Aun para aquellas especies en las cuales es posible, los
embriones sométicos generalmente, sb6lo se pueden obtener de ciertos tejidos en
determinadas etapas de desarrollo, o de ciertos genotipos dentro de la especie. En la
actualidad la embriogénesis soméatica es un hecho bien establecido en diversas especies
de importancia agronémica (Jiménez, 1998).

En este sentido, cabe destacar los efectos beneficiosos que posibilita el uso de la
embriogénesis somatica como un método de propagacion de plantas que puede facilitar la
automatizacion del proceso y permitiria la siembra directa de los cultivos a diferencia de la
propagacion vegetativa convencional; es por ello que, varios autores sefialan que la
formacion de embriones somaticos a partir de tejidos adultos (hojas) de plantas, ha hecho
de la embriogénesis somatica un sistema modelo para muchos cultivos y un elemento de

interés econdémico (Gonzélez, 2003).

2.4.1. Embriogénesis somatica en el cultivo del boniato.

El boniato se encuentra entre las especies mas extendidas y de mayor consumo en el
mundo (Lépez y col., 1995), a pesar de todo esto, los trabajos de propagacion con la
aplicacion de los métodos biotecnoldgicos en este cultivo se encuentran muy restringidos y
entre ellos la aplicacion de la embriogénesis somatica, por lo que se hace necesario la
busqueda de nuevos métodos con el empleo de diferentes técnicas para dar solucién a
problemas que aun existen con la disponibilidad de material de plantacion de alta calidad y
el establecimiento de los bancos de “semilla” que puedan satisfacer las demandas en las
areas productivas, dando solucibn de esta manera a uno de los problemas mas
importantes que se plantea en la especie, facilitando ademas la conservacion del material
vegetal, el intercambio de germoplasma y la aplicacion de las técnicas de ingenieria
genética.

Segun Jarret y Grawel (1991), la capacidad de estimular la embriogénesis somética en el

cultivo del boniato abre nuevas areas en la investigacion. Por ejemplo, los embriones
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somaticos pueden encapsularse y sembrarse como semillas, asegurando ademas la
conservacion e intercambio de germoplasma.

Con el desarrollo de las técnicas de cultivo in vitro han surgido en el campo de la
embriogénesis somatica perspectivas de aplicacién con grandes posibilidades de éxito en
éste cultivo, fundamentalmente, por las ventajas que ofrece para el aprovechamiento de la
propagacion a gran escala de las caracteristicas favorables existentes en los clones de
interés; es por ello que, los programas de multiplicacibn comprenden ensayos de
variedades bajo condiciones representativas de las zonas ecologicas (Diaz, 1997).

La formacion de callos en |. batatas ha sido desarrollada a partir de varios explantes:
anteras (Tsai y Tseng, 1979); apices de renuevo, tallos, raices, hojas y peciolos (Liu y
Cantliffe, 1984; Salinas y col., 1991) y el medio de cultivo mas usado fue el propuesto por
Murashige y Skoog (1962).

Segun Salinas y col. (1990), una de las posibilidades de las técnicas del cultivo in vitro es
la obtencién de embriones somaticos, los cuales evitan el problema de induccion de la
floracion y de cruzamientos, sobre todo en especies de reproduccion asexual, como es el
caso del boniato.

En otros paises se han presentado protocolos para estimular la embriogénesis somatica
en el cultivo del boniato y éstas técnicas son muy utiles porque facilitan la propagacion
rapida del material de siembra. Se han utilizado suspensiones celulares para examinar la
sintesis enzimética y la produccion de metabolitos secundarios. Aunque éstos estudios no
estan directamente relacionados con la propagacion del cultivo, han ayudado a definir las
condiciones para el cultivo continuo de las células de boniato, pero en estos trabajos de
embriogénesis somatica se han obtenido baja eficiencia en la conversion en plantulas y
existen problemas con la aclimatizacion de las vitroplantas, todo lo cual hace que los
protocolos presentados aun no sean capaces de dar respuesta a los problemas que
existen en la multiplicaciéon de la especie; de ahi que, en el laboratorio se llevd a cabo el
estudio de la embriogénesis somatica en el boniato, con la finalidad de establecer una
metodologia de trabajo que permita la obtencién de plantas genéticamente estables,
dando respuesta a la dificultad aun existente de disponibilidad de material de siembra
para establecer los bancos de “semilla” en este cultivo, logrando resultados en la

conversion en plantulas y la aclimatizacién de las mismas que superaron los protocolos
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propuestos en el boniato por Jarret (1989); Cantliffe (1993) y Lopez y col. (2002). En la
metodologia propuesta en el presente trabajo se emplearon limbos foliares obtenidos de
brotes de raices tuberosas colocadas en frascos con agua en condiciones
semicontroladas a los cuales se les realizaron diferentes estudios para posibilitar la
formacion de embriones somaticos y la posterior conversion en plantulas en las que se
llevé a cabo la aclimatizacion y plantacion en condiciones de campo, todo lo cual trae
consigo que constituya el primer reporte de embriogénesis soméatica en el cultivo del
boniato en Cuba, donde se expone una metodologia completa del proceso y la evaluacion
de la estabilidad genética de las plantas conjuntamente con los estudios histoldgicos, ya
que los trabajos publicados anteriormente en Cuba y en el extranjero se encuentran
dedicados fundamentalmente a la parte in vitro y con menores indices de conversion en
plantulas que los obtenidos en este trabajo, pudiendo demostrar esta metodologia su
facilidad de repeticion y las posibilidades de su aplicacion en la multiplicacion de la

especie en clones de interés comercial.

2.4.2. Germinacion y conversién en plantulas.

Con el empleo de la embriogénesis somatica se hace necesario llevar a cabo el estudio
detallado de las etapas de germinacion y conversion en plantulas, ya que estas
constituyen etapas criticas durante el proceso, siendo sefalados diversos cultivos como
recalcitrantes para lograr la germinacion y conversion de los embriones somaticos en
plantulas, entre los cuales podemos citar el boniato, ya que se han obtenido bajos indices
en estas etapas, determinando la posterior eficiencia del proceso y en el presente trabajo
se logré superar los porcentajes obtenidos por otros autores en este cultivo y el
establecimiento de una metodologia de trabajo que constituye una importante alternativa
para la produccién a gran escala del material vegetal deseado.

A lo largo de su desarrollo, la planta puede presentar una sucesion de caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas que son funcion de su edad y del estado de desarrollo. Cuando
son colocados en cultivo in vitro embriones somaticos germinados, se pueden observar
comportamientos diferentes en el crecimiento y el desarrollo del nuevo individuo segun la

especie y las condiciones de cultivo (Rodriguez y Mosqueda, 1996).
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Se ha podido comprobar que en el embribn somatico de muchas especies de plantas
puede inducirse dormancia artificialmente y para romper la misma se emplean
tratamientos con frio o aplicaciones de &cido giberélico, lo cual provoca una aceleracién en
la germinacién y el crecimiento del embrién (Hidrobo, 2000). Mientras que, por otra parte
Castillo (2000), plante6 que en diversas especies en el embrion soméatico durante la
maduracion puede artificialmente inducirse dormancia y esto constituye un aspecto de
gran importancia en la aplicacion de las técnicas de cultivo de tejidos.

Segun Desmond (2003), la germinacion es muy importante en el proceso de
embriogénesis somatica y es diferente de la conversion, siendo necesario poder contar
con un procedimiento adecuado para que se lleve a cabo exitosamente esta fase.

La conversion en plantulas a partir de los embriones somaticos se ha utilizado como una
alternativa en los métodos de propagacion. Sin embargo, esa aplicacion ha sido limitada
en algunos cultivos donde los embriones somaticos se trasplantan a un medio de
germinacion y posteriormente al medio de conversion hasta formar plantulas, momento en
que se consideran aptas para trasplantarlas a condiciones semicontroladas porque han
alcanzado un desarrollo que posibilita la aclimatizacién de las mismas (Pilgrim, 2000).
Varios investigadores al subcultivar embriones somaticos directamente de las condiciones
de formacion de los mismos a la germinacion han alcanzado pobres resultados, lo cual
sugiere del empleo de tratamientos de maduracion para mejorar la germinacién de los
mismos (Hidrobo, 2000), de ahi que resulte necesario continuar desarrollando estudios
que permitan definir las mejores condiciones para la conversion y germinacién de los

embriones sométicos en plantulas y lograr una mayor eficiencia del proceso.

2.5. Estudios histolégicos de la embriogénesis somatica.

La regeneracién de plantas en cultivo de tejidos es generalmente posible a través de dos
formas diferentes (desde el punto de vista morfolégico y anatémico), mediante la
embriogénesis somatica y la organogénesis de brotes y raices (Gonzalez, 2003).

La regeneracion de plantas mediante los sistemas de cultivo in vitro, ha mostrado un
mayor potencial mediante la embriogénesis somatica y desde los primeros informes de

éste proceso hasta la actualidad se han desarrollado numerosos trabajos para conocer
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mas a fondo este complejo proceso morfogenético, siendo de gran interés conocer el
tejido o célula de la cual se originan los embriones somaticos (Cevallos, 2000).

Se plantea que después de sembrados los explantes, la mayoria de los mismos cambian
morfolégicamente, probablemente, por la acumulacion de sustancias derivadas del
metabolismo secundario y se ha demostrado que los embriones somaticos provienen de
las células meristematicas que son las precursoras del tejido embriogénico que da lugar a
éstos.

Los tejidos procedentes de hojas han sido los mas usados en la embriogénesis somatica y
es sobre éstos que se han realizado la gran mayoria de los estudios histocitolégicos.
Segun Sondahl y col. (1979), la continua division periclinal de las células originadas a
partir de las células perivasculares provoca la ruptura de la epidermis apareciendo un callo
exogeno y posteriormente comienza la formacion de los embriones somaticos, los cuales
siguen una secuencia Unica en su desarrollo, donde un tejido friable que emerge de un
callo da lugar a estructuras globulares que se desarrollan asincronicamente y a partir de
ahi se originan los embriones somaticos en diferentes estadios de desarrollo.

Berthouly y Michaux-Ferriere (1996), destacaron que las ceélulas perivasculares que
rodean los haces vasculares y algunas células del mesofilo proximas a la zona del corte
del explante, son las primeras en dividirse y cuando el callo emerge del explante esta
compuesto por células parenquimatosas y grupos de células que podrian ser consideradas
embriogénicas con alta relacion nucleo citoplasma, citoplasma denso que contiene
almidén y proteinas de reserva. Luego las células se separan y se dividen dando lugar a la
desdiferenciacion.

Por otra parte, Michaux-Ferriere y col. (1987), en un seguimiento histolégico de la
embriogénesis somética en cafeto (Coffea canefora), encontraron que el callo se deriva de
las células perivasculares y que las células embriogénicas se forman en la periferia de
ciertos lébulos del callo y la transferencia a un segundo medio con diferente balance
hormonal provocd que las células embriogénicas dieran origen a proembriones que
evolucionaron a embriones somaticos perfectamente constituidos y absolutamente
comparables, desde el punto de vista morfogenético, con los embriones cigoticos.

Para un mayor conocimiento y una mejor comprension de los cambios estructurales que

dan lugar a la embriogénesis somatica en el cultivo in vitro, se ha hecho uso de las
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técnicas histoldgicas que facilitan conocer los pasos que conducen al tejido a readquirir
sus potencialidades embriogénicas y la seleccién de un apropiado procedimiento para la
preservacion de las estructuras embriogénicas (Ramirez y col., 2000). La descripcion
histologica del proceso de la embriogénesis somatica conlleva al conocimiento de los

pasos para la formacion y desarrollo de los embriones somaticos.

2.6. Empleo de marcadores bioquimicos y moleculares en la caracterizacion de la
estabilidad genética en plantas.
2.6.1. Marcadores bioquimicos.
Durante el desarrollo de las diferentes técnicas de cultivo in vitro, es necesario realizar
estudios de estabilidad y/o variabilidad genética del material propagado a fin de conocer el
comportamiento del mismo, luego de haber sido sometido a este proceso, que a su vez
esta influenciado por diversos factores, entre los que se encuentran: genotipo, métodos y
medios de cultivo, numero de subcultivos y factores ambientales (Gonzéalez, 2003).
Segun Ford-Llyod (2001), la identificacibn basada exclusivamente en marcadores
morfolégicos, aunque es la mas tradicional y oficialmente aceptada, no es totalmente
satisfactoria; lo cual ha motivado el desarrollo de métodos basados en la variacién
genética mediante las diversas técnicas. Dentro de los métodos utilizados para evaluar la
estabilidad genética de las plantas regeneradas se encuentran los citogenéticos (Portieles
y col., 2002), los isoenzimaticos (Warren y Christopher, 1999; Roman y col., 2001) y los
moleculares (Vargas y col., 2002), derivadas de la tecnologia de &cidos nucleicos.
Los métodos electroforéticos, a diferencia de los morfoagrondmicos brindan una
informacidn genética mas directa, ya que por lo general son representativos de sistemas
bastante simples (Nodal, 2001). De ahi que, la medicion de la variabilidad de un cultivo,
puede ser complementada por estudios mas directos a través del empleo de la técnica de
electroforesis de isoenzimas (Oliveira y col. 2002; Tapia, 2003).
Entre los marcadores bioquimicos los mas utilizados son las isoenzimas y éstos
constituyen los productos directos de los alelo, basta identificarlos para seleccionar la
planta con el fenotipo deseado, que es producido por el alelo de interés (Vallejo y Estrada,
2002).

O. Gonzdlez Panegue Tesis de Doctorado



Capitulo 2 Revisién Bibliogrdfica 22

Con el uso de las isoenzimas se inici6 la era de los marcadores bioquimicos y
moleculares en la genética y la electroforesis constituye una técnica de uso corriente en la
genética bioquimica, que puede facilitar informacion acerca de la identidad y variabilidad
almacenada en los bancos de genes (Orellana y Pefia, 2003).

El empleo de las isoenzimas como marcadores es de gran utilidad en los dltimos afios,
donde en numerosos trabajos se utilizan éstas técnicas, principalmente, para caracterizar
variedades, progenies y clones.

Segun Rodriguez y col. (2001), la actividad de las isoenzimas aparentemente se
incrementa con la edad del material vegetal y se encuentran muy relacionadas con el
desarrollo de los estados fisiolégicos de la planta e influenciadas por el ambiente.

El descubrimiento de las isoenzimas favorecié el empleo de los marcadores genéticos,
siendo mas eficientes que los morfolégicos, ya que permiten distinguir genotipos
homocigéticos de los heterocigoticos; en otras palabras, permite igualar el fenotipo de un
individuo con su respectivo genotipo. Las isoenzimas han sido frecuentemente empleadas
a las plantas en los estudios de germoplasma (Bretting y Widrelechner, 1995; Nodal, 200;
Tapia, 2003).

Las técnicas de electroforesis, pueden ser empleadas con éxito como una herramienta,
para buscar diferencias en los patrones de expresion entre cultivares, variedades y
plantas; lo cual indica que, los patrones son especificos para cada material genético,
siendo ésta una via que confirma que el método puede ser usado para evaluar las
variaciones genéticas en las plantas (Rodriguez y col., 2004).

Los estudios electroforéticos de diferentes sistemas isoenzimaticos constituyen una
técnica valida y rapida para la deteccion de la variabilidad genética, por ser marcadores
de expresion sujetos a la influencia ambiental y permiten distinguir los genotipos y
establecer las relaciones filogenéticas entre ellos (Gonzalez, 2002).

La mayoria de los autores estan de acuerdo en considerar las isoenzimas con las
siguientes caracteristicas minimas: son formas moleculares multiples, se derivan de un
mismo organismo y tienen al menos un sustrato en comun. Sin embargo, las
discrepancias son muchas, hay quienes consideran que debieran estar restringidas a

formas moleculares enziméticas derivadas de un mismo érgano o tejido, que tienen un
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mismo origen genético y actividades cataliticas similares (Cornide y col., 2002). En la

actualidad las isoenzimas contintan utilizdndose por muchos investigadores.

2.6.2. Marcadores moleculares.

La biotecnologia vegetal, como herramienta de apoyo al mejoramiento genético de
plantas, comprende una serie de técnicas tales como el cultivo de tejidos, ingenieria
genética y uso de marcadores moleculares; estrategias que generalmente son
interdependientes (Vallejo y Estrada, 2002; Oloriz y col., 2002).

Con el desarrollo de los marcadores moleculares, que constituyen una herramienta
moderna, se ha logrado potenciar la eficiencia de los programas de mejoramiento y
abierto nuevas perspectivas en los estudios de la genética vegetal (Ledn, 1998; Coto y
Cornide, 2002).

Las técnicas de los marcadores pueden ser empleadas para hacer mas eficiente la
obtencion de nuevas variedades; la utilidad de éstas ha sido demostrada; no hay dudas
que seran usados en los arbitrajes de propiedad intelectual en un futuro (Cornide, 2002).
Las herramientas moleculares se estan usando cada vez mas en la genética para
descifrar la base de caracteres agronémicos complejos y constituyen una alternativa
potencial para la identificacion de variedades y en las pruebas de semillas, especialmente
con respecto a la determinacién de la calidad y la sanidad de las mismas (Moré, 2000;
Lara, 2005).

Rodriguez y Arencibia (2002), plantearon que los marcadores moleculares se clasifican en
dos grandes grupos: marcadores detectados por hibridacion, entre los que se encuentran
el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), los minisatélites,
entre otros y los marcadores basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
entre los que se encuentran el polimorfismo del ADN amplificado al azar (RAPD),
polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados (AFLP), microsatélites, entre
otros.

Segun Coto y col. (2005), los marcadores polimorficos del &cido desoxirribonucleico
(ADN) o marcadores moleculares, son herramientas valiosas para los estudios genéticos
de las plantas, entre los que se encuentran el empleo de los RAPD, que ha permitido

realizar una caracterizacién genética mas refinada de las colecciones de germoplasma.
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La identificacion de genotipos mediante RAPD ha sido posible en varias especies debido a
que cada seleccion o cultivar produce un patrén reproducible de bandas de ADN
amplificado y aun cuando las técnicas moleculares han sido Utiles en la caracterizacion e
identificacion del germoplasma, ésta tecnologia debe usarse como complemento de las
evaluaciones morfologicas y agronémicas del material en estudio (Veray col., 1999).

Los marcadores RAPD, obtenidos mediante una PCR, son cebadores cortos de secuencia
arbitraria y tienen un gran potencial en la identificacion varietal de especies cultivadas
dado su elevado polimorfismo, donde el poder de ésta tecnologia se pone de manifiesto
cuando se utiliza para identificar variaciones en la secuencia de ADN entre individuos y
esto la hace una poderosa técnica para el estudio de la diversidad en la caracterizacion de
una poblacién y la localizacion de genes. Segun Diaz-Sala y col. (1995), requiere de
pequefias cantidades de ADN genomico y el proceso analitico es rapido y relativamente
simple.

Es necesario destacar el amplio uso de los RAPD, los cuales constituyen marcadores
moleculares que reducen sustancialmente el tiempo, las labores y el costo requerido para
el mapeo molecular e involucran el uso del ADN simple mediante la amplificacion de
secuencias aleatorias y en la actualidad se han usado en varios cultivos con el propdsito
de estudiar las variaciones genéticas en poblaciones y especies, para la construccion de
los mapas genéticos, para la identificacion de cultivares, entre otras (Shu y col., 2003). En
trabajos realzados por Gonzalez (2003), sefialaron que al emplear las técnicas de cultivo
in vitro, es necesario realizar estudios de estabilidad y/o variabilidad genética del material
propagado, a fin de conocer el comportamiento del mismo, luego de haber sido sometido a
este proceso, que a su vez esté influenciado por diversos factores.

Cornide (2001); Cornide y col. (2002), expresaron que entre las aplicaciones de los
marcadores moleculares de uso mas extendido, esta la identificacion de genotipos. En
estos casos los descriptores moleculares, previamente determinados sobre la base de un
estudio de caracterizacion de una coleccion amplia, constituyen un valioso método auxiliar
al permitir un dictamen rapido y preciso de los resultados alcanzados. Diversos autores
han planteado la utilidad del empleo de ésta técnica como marcador genético para

monitorear la variabilidad originada en el cultivo in vitro (Castillo y col., 2004).
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Los marcadores moleculares proporcionan una medida mas exacta de la estabilidad
genética que los marcadores bioquimicos, debido a que no son influidos por los factores
ambientales y tienen el potencial de revelar niveles elevados de variacion de todo el
genoma (Ramirez, 2005). Las ventajas del uso de los marcadores moleculares son
evidentes, ya que los resultados obtenidos permiten realizar una explotacion mas eficiente
de progenitores promisorios (Coto y col., 2005). Siendo necesario destacar que, segun
Gonzélez (2003), se han publicado pocos trabajos relacionados con esta temética en los
altimos afios, lo cual constituye un aspecto a tener presente en los trabajos de
micropropagacion; ya que contribuyen a garantizar una mayor seguridad en la
multiplicacion de las especies.

El conocimiento acerca de la diversidad genética entre los genotipos puede ser usado con
muchos propositos en el estudio de las plantas; de ahi que las técnicas de marcadores
moleculares de ADN hayan sido desarrolladas y pueden ser empleadas para la
identificacion, caracterizacion y evaluacion de la diversidad genética en las plantas
(Ramirez y col., 2002).

El tejido foliar es el mas ampliamente utilizado tanto por su disponibilidad como por la
calidad del ADN que proporciona (Doyle y Doyle, 2001), los mejores resultados se
obtienen en los tejidos jovenes porque; ademas, de triturarse mas facilmente, presentan
una mayor densidad de células y contienen menor cantidad de polisacaridos y metabolitos
secundarios.

Los marcadores RAPD han sido empleados en la identificacion de variedades,
caracterizacion de clones y la construccion de mapas genéticos; ademas, han sido usados
para los estudios de estabilidad genética de las plantas derivadas de la embriogénesis

somatica y regeneracion de plantas (Martin y Pérez, 1994).

2.7. Aspectos de importancia en la aclimatizacion de las vitroplantas.

Es conocido la influencia que ejerce el clima sobre el crecimiento y la produccion de los
cultivos, que en casi la totalidad de ellos determina su distribucion en las distintas
regiones del planeta (Soto y Morales, 1996).

Segun Gonzalez (2003), la micropropagacién constituye uno de los principales métodos

biotecnoldgicos para la multiplicacion acelerada de genotipos promisorios en diferentes
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especies vegetales. Sin embargo, lograr un adecuado crecimiento y desarrollo en
condiciones normales, de plantas obtenidas por esta via, es una de las dificultades que
mas se presentan para el desarrollo exitoso del proceso. La transicion del cultivo aséptico
a condiciones no estériles, conocido como fase de aclimatizacion (Agramonte y col.,
1998), constituye la mayor limitante para el desarrollo de plantas que se obtengan con el
empleo de los métodos in vitro. Lo anteriormente expuesto se debe a que las plantas se
desarrollan en condiciones especiales de permanencia en el laboratorio, alta humedad
relativa, baja intensidad luminica, acumulacion de altas concentraciones de etileno, entre
otras, que contribuyen a que las mismas sean susceptibles al ser trasladadas al lugar
donde deben continuar su ciclo de vida (Gonzélez, 2003).

Mientras que, el fenotipo de las plantas que crecen in vitro ha sido ampliamente descrito y
esta caracterizado por presentar, respecto a aquellas desarrolladas ex vitro, tallos mas
delgados, menor cantidad de ceras cuticulares, reduccién de los tejidos mecéanicos de
soporte, incremento del contenido de agua en las células, escasa capacidad fotosintética,
estomas con baja funcionalidad y crecimiento heterétrofo o mixotrofo; lo cual trae consigo
que la etapa de aclimatizacion requiera de una especial atencion para lograr la adaptacion
(Agramonte y col., 1998).

Por todo lo anterior, se puede plantear que las vitroplantas obtenidas in vitro requieren de
una fase de aclimatizaciébn antes de ser llevadas a condiciones de campo, ya que el
cambio a distintas condiciones trae como consecuencia que éstas sean muy susceptibles
a diferentes estrés, debido a que no han desarrollado o adaptado sus érganos a las
nuevas condiciones, por lo que necesitan responder con nuevas caracteristicas
morfoldgicas y fisiologicas (Preece, 1991).

Segun Vega y col. (2000), la fase final de aclimatizacion de las vitroplantas es
trascendental para la propagacion, pues del resultado de ésta dependera en gran medida
la calidad final de las plantas y la eficiencia total del proceso.

Agramonte y col. (1998), plantearon que la aclimatizaciébn de las vitroplantas en
condiciones ambientales, constituye una etapa muy critica en la propagacion masiva
mediante el cultivo de tejidos vegetales, ya que se exponen a un estrés cuando son

colocadas en las condiciones del ambiente natural.
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Pocos son los trabajos que recoge la literatura con respecto a la aclimatizacién de las
vitroplantas a campo (Ortiz y col., 1998). En los ultimos afios, las técnicas de cultivo de
tejidos vegetales han sobrepasado la fase de investigacion, dando como resultado el
establecimiento de laboratorios que producen masivamente muchas especies a escala
comercial (Granada, 1990).

De manera general, las vitroplantas son sensibles a los cambios que puedan ocurrir en su
medio, por lo que no es posible trasladarlas del laboratorio al suelo de forma directa y se
requiere de un tiempo de adaptacion en condiciones que les permitan alcanzar un
crecimiento y vigor para ser plantadas definitivamente en el suelo (Teran y col., 1996) y el
esfuerzo invertido en el cultivo de tejidos se perderia, si las plantas que se regeneran
mueren cuando intenten desarrollarse en un ambiente que, en un comienzo, les resulta

desfavorable (Segovia y Laing, 1993).
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3. Capitulo Ill. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aspectos generales.

El presente trabajo fue realizado en el Centro de Estudios de Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Ciencias Agricolas de la Universidad de Granma
(CEBVEG), Bayamo y el Departamento de Genética y Mejoramiento de las
Plantas, perteneciente al Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), San
José de las Lajas, La Habana.

En la figura 1 se expone el esquema general de trabajo desarrollado en esta
investigacion.

3.1.1. Seleccion de los clones.

Para la obtencion del material de partida se recolectaron raices tuberosas
correspondientes a los clones CEMSA 78-354, INIVIT B 90-1, INIVIT B 93-1,
Yabu-8 y Jewel, suministradas por el Instituto Nacional de Viandas Tropicales
(INIVIT), Santo Domingo, Villa Clara y Camagley. Su seleccién obedecié al hecho
de ser clones comerciales y precomerciales de elevada produccién y buenas

caracteristicas morfoagronémicas (Anexo 1).

3.1.1.2. Manipulacion del material vegetal.

Las raices tuberosas, de los cinco clones en estudio, se seleccionaron de plantas
de 100 dias de establecidas en el campo, con una masa promedio de 250 g; las
mismas fueron trasladadas al laboratorio y lavadas con agua para eliminar los
restos de suelo y otras suciedades, sumergiendo un tercio de la raiz tuberosa en
frascos con agua, manteniéndose a una temperatura de 27 + 2°C, humedad
relativa de 75-80% y radiacion fotosintética activa (PAR) de 72-90 ymol.m?.S™" de
intensidad radiométrica, equivalentes a 4000-5000 Ix de intensidad fotomeétrica
(McGree, 1972).

A los 25 dias de emitidos los brotes, que poseian una longitud entre 11 y 14 cm
con seis hojas como promedio, se procedidé al corte para la diseccion de los

explantes: limbos foliares, peciolos y entrenudos.
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Algunas caracteristicas de las raices tuberosas y los brotes se muestran en el

anexo 2.

3.1.2. Medios de cultivo y condiciones de incubacion.

Se emplearon las sales propuestas por Murashige y Skoog (1962), como medio
basal (Anexo 3). En todos los casos el medio de cultivo fue suplementado con
Mioinositol (100 mg.L™), tiamina (1,0 mg.L™), sacarosa (3,0%) y solidificado con
gelrite (0,2%). En los experimentos para la formacién de callos y la germinacion
de los embriones somaticos, se afiadieron ademas las vitaminas MS (10,0 ml.L™).
Los reguladores del crecimiento fueron incorporados al medio de cultivo en
dependencia del objetivo planteado en cada experimento (Anexo 4). Las pesadas
se realizaron en una balanza analitica (Sartorius) de 0,1 mg de precision.

El pH del medio de cultivo fue ajustado a 5,8 + 0,01 con un pH-metro (MV-88) y se
distribuyé afadiendo 20 ml en frascos de 250 ml y 10,0 ml en tubos de ensayo de
10,0 cm de longitud y 2,5 cm de diametro, esterilizados en la autoclave a 121°C
(1,2 Kgflcm? de presion) durante 20 minutos.

En la condicion de incubacion en oscuridad la temperatura promedio fue de 25 £
2°C y en la condicion de iluminacion el fotoperiodo fue de 16 horas luz a una
temperatura de 26 £ 2°C y la radiacion fotosintética activa (PAR) de 24-36 pymol.m’
2.5 (3 000-4 000 Ix). El valor de la humedad relativa para ambos casos fue de 80-
85%.

3.2. Experimento I: Desinfecciéon del material vegetal.

Para la desinfeccion del material vegetal se empled el hipoclorito de sodio a
diferentes concentraciones (0,5; 1,0; 1,5y 2,0% v/v), seleccionadas sobre la base
de experimentos previos realizados, con un tiempo fijo de inmersion de 15
minutos.

Los explantes usados fueron porciones de limbos foliares, peciolos y entrenudos
de los clones evaluados; el tamafo de los explantes fue de 1 cm? para las

porciones de limbo foliar y se procedié a aislar en toda su longitud la region central
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(incluyendo la nervadura central), los peciolos y los entrenudos fueron de 1 cm de
longitud y se colocaron a razéon de cinco explantes por frasco; los explantes de
limbos foliares fueron sembrados con la superficie adaxial en contacto con el
medio de cultivo, lo cual se mantuvo en los experimentos siguientes; luego del
tratamiento desinfectante, todos los explantes se incubaron en la condicion de
oscuridad en el medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962) sin el
empleo de reguladores del crecimiento.

A los 30 dias de la siembra se determino:

- Explantes desinfectados (libres de contaminaciones y sin dafos aparentes, %).
Se empled un tamano de muestra de 50 explantes por tratamiento, con tres
repeticiones para cada clon, el cual fue utilizado en todos los experimentos

relacionados con el explante (3.3 y 3.4).

3.3. Experimento II: Determinacion de la respuesta a la callogénesis en los

diferentes explantes.
Para estudiar la respuesta a la callogénesis, se tomaron tres tipos de explantes:
limbos foliares, peciolos y entrenudos.
Al medio de cultivo se le aiadié acido diclorofenoxiacetico (2,4-D) a 1,0 mg.L™" y 6-
bencilaminopurina (6-BAP) a 0,50 mg.L™", segun Cantliffe (1993). Para el estudio
del desarrollo del callo en cada tipo de explante, se empled la escala propuesta
por Santana (1982), la cual plantea:
Grado 0: No formacién del callo.
Grado 1: Ligera formacion del callo (débil proliferacién en las zonas del borde del
explante).
Grado 2: Formacion del callo (proliferacion celular por los bordes del explante, sin
formar una masa).
Grado 3: Abundante formacién del callo (masa voluminosa en todo el explante).
La incubacion se llevd a cabo bajo la condicidn de oscuridad. A los 30 dias de
efectuada la siembra, se determiné el porcentaje de formacién de callos de grado

3 para cada tipo de explante.
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Se realiz6 ademas una evaluacion cualitativa del callo en cuanto a:
- Color (amarillo, crema y blanco).

- Consistencia (compacto, friable y esponjoso).

3.4. Experimento lllI: Estudio del limbo foliar para la formacion de callos.

En todos los experimentos se utilizé el medio de cultivo, la condicion de incubacién
y las evaluaciones referidas en 3.3.

3.4.1. Procedencia.

Se emplearon como explantes para este experimento limbos foliares (1cm?) de
dos procedencias: brotes a partir de raices tuberosas y vitroplantas de 20 dias,
con una altura promedio de 5,7 cm, obtenidas de yemas axilares, siguiendo la
metodologia de Alguacil y col. (1996); las evaluaciones se realizaron a los 30 dias

posteriores a la siembra.

3.4.2. Edad fisiologica de la hoja.

Se emplearon segmentos de limbos (1cm?) de las cinco hojas mas jovenes
enumeradas del apice hacia la base, obtenidas de brotes de raices tuberosas
pertenecientes a los clones estudiados y a los 30 dias se realizaron las

evaluaciones.

3.4.3. Posicion en el medio de cultivo.

Se utilizaron explantes de los limbos foliares 3™ y 4° de brotes procedentes de
raices tuberosas, para estudiar el efecto de la posicién de éstos en la formacion
de callos en los diferentes clones estudiados al ser colocados con la superficie
adaxial y abaxial en contacto con el medio de cultivo. Se evalu6 ademas, la
respuesta a la formacion de callos en los explantes cuando se les produjeron o no
cortaduras a la superficie, en niumero de seis como promedio, como ha sido

propuesto por Salinas y col. (1991a) y a los 30 dias se evalud el experimento.

3.4.4. Zona del limbo foliar.
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La region central del limbo foliar se dividid en tres zonas (basal, media y apical),
de donde se tomaron los explantes (1cm?), que fueron colocados con la superficie
adaxial en contacto con el medio de cultivo.

A los 30 dias se evalud su efecto en la formacion de callos.

3.5. Experimento 1V: Seleccion del medio de cultivo para la formacion de

callos potencialmente embriogénicos.

3.5.1. Efecto del 2,4-D combinado con 6-BAP.

Explantes pertenecientes a la zona basal de los limbos foliares procedentes de los
cinco clones en estudio, fueron colocados en frascos de 250 ml, conteniendo 20
ml de medio de cultivo. Se colocaron cinco explantes por frasco; las diferentes
combinaciones de 2,4-D y 6-BAP aparecen en la tabla 1, éstas se basaron en los
resultados de un estudio preliminar realizado en el laboratorio (Anexo 5), donde se
evalu6é el efecto de diferentes medios de cultivo para la formacién de callos
potencialmente embriogénicos, los que fueron descritos por Jarret (1989) y
Cantliffe (1993).

Tabla 1. Combinaciones de 2,4-D y 6-BAP utilizadas para la formacion de callos.

Medios 2,4-D (mg.L™ 6-BAP (mg.L™)
M, 0,25 0,25
M, 0,50 0,25
M, 1,0 0,25
M, 2,0 0,25
Ms 25 0,25
Ms 0,25 0,50
M- 0,50 0,50
Ms 1,0 0,50
Ms 2,0 0,50
Mio 2,5 0,50
My, 0,25 1,0
M;, 0,50 1,0
Mis 1,0 1,0
Mys 2,0 1,0
Mis 2,5 1,0

A los 30 dias se evaluo:
- Porcentaje de formacion de callos de grado 3 segun la escala propuesta por
Santana (1982).
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- Porcentaje de callos potencialmente embriogénicos.

Se realiz6 una evaluacion cualitativa del callo en cuanto a:

- Color (amarillo, crema y blanco).

- Consistencia (compacto, friable y esponjoso).

Se realizaron muestreos de los callos a partir de los 20 hasta los 40 dias y se
evalud el porcentaje de callos potencialmente embriogénicos para determinar el
momento optimo para efectuar el subcultivo de los mismos.

La incubacién se realizé bajo la condicion de oscuridad y el tamafio de muestra
empleado fue de 50 explantes por tratamiento con tres repeticiones para cada
clon.

3.6. Experimento V: Formacién de embriones somaticos.

Para inducir la formacion de embriones somaticos, se utilizaron callos de los cinco
clones evaluados, provenientes del medio de cultivo M, compuesto por 2,4 (0,50
mg.L™") y 6-BAP (0,25 mg.L™"), los cuales fueron colocados en el medio basal
propuesto por Murashige y Skoog (1962) con diferentes concentraciones de 2,4-D
(Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciones de 2,4-D utilizadas para la formacion de embriones

somaticos.
Medios 2,4-D (mg.L™)
Ml 0,05
Ml, 0,1
Mi3 0,2
Ml, 0,25

Los callos fueron mantenidos en fotoperiodo de 16 horas luz y a los 30 dias, con el
empleo de un microscopio estereoscopio Carl Zeiss Jena (10X), se evalué:

- Numero de embriones somaticos por callo.

- Numero de embriones somaticos por estadios de desarrollo (globular, corazén y
torpedo).

- Color de los embriones somaticos (amarillo, crema y verde).

En callos del clon INIVIT B 93-1, se determind el tiempo transcurrido en los
diferentes estadios de desarrollo de los embriones somaticos (globular, corazon y

torpedo), para ello se seleccion6 una zona del callo en la que fueron marcados los
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embriones somaticos en estadio globular y se observaron diariamente con el
empleo del microscopio estereoscopio Carl Zeiss Jena (10X); para cada

evaluacion se tomaron tres callos.

3.7. Experimento _VI: Caracterizaciéon histoléogica del proceso de

embriogénesis somatica.

En colaboracion con el Departamento de Fisiologia Vegetal del INCA y el Grupo
de Organizacioén Molecular de las Plantas del Centro de Investigaciones Bioldgicas
(CIB), perteneciente al Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) de
Espafia, se realizo el presente experimento en el clon INIVIT B 93-1, seleccionado
sobre la base de los resultados obtenidos anteriormente.

Se realizaron muestreos del limbo foliar en el momento de la siembra y a los tres,
seis, nueve, catorce y veintiun dias después de efectuada la misma, asi como se
realizaron cortes en callos no embriogénicos y potencialmente embriogénicos a
los 30 dias, en callos con embriones somaticos a los 30 dias de formados y a los
embriones somaticos en los estadios de desarrollo globular, corazén, torpedo y
cotiledonal. Se tomd una porcion de 2 mm? para los explantes del limbo foliar y de
2 mm?® para los callos y los embriones somaticos, con tres repeticiones en cada
muestreo. Las muestras fueron fijadas en formaldehido al 4,0% en buffer fosfato a
pH 7,1 durante veinticuatro horas a 4°C, posteriormente, se lavaron tres veces con
solucion de buffer fosfato (PBS) durante diez minutos y se deshidrataron en
soluciones crecientes de etanol, pasadas de oxido de propileno/etanol a oxido de
propileno puro para realizar la infiltracion e inclusion en Epon (Risuefio, 2000).

Los cortes semifinos de 1 um de grosor, se obtuvieron con cuchillas de vidrio en
un ultramicrétomo LKB Nova (Upsala Sweden). La tincion se realizé con azul de
toluidina en agua al 0,01%. Las secciones fueron fotografiadas a 25X en un

microscopio Olympus con camara digital acoplada.

3.8. Experimento VII: Efecto del ABA en la maduracién de los embriones

somaéticos.
Para evaluar el efecto del acido abscisico (ABA) en la maduracion de los

embriones somaticos, fueron tomados embriones en estadio de torpedo, los cuales
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se colocaron en el medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962)
suplementado con diferentes concentraciones de este regulador del crecimiento
(Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de ABA utilizadas para la maduracion de los embriones

somaticos.
Medios ABA (mg.L™
MM, 0
MM, 1,0
MM, 2,0
MM, 2,5

Se consideraron embriones somaticos maduros aquellos que mostraron un
incremento del tamafio con la aparicion de los cotiledones y cambio de su
coloracion de crema-amarillo a verde, segun Litz y Jarret (1993). Los embriones
somaticos se colocaron en fotoperiodo de 16 horas luz. A los 30 dias se evaluo:

- Embriones somaticos maduros (%).

- Embriones somaticos necrosados (%).

Se emplearon 50 embriones somaticos por cada tratamiento, con tres repeticiones

cada uno; tamafo de muestra que sera utilizado en los proximos experimentos.

3.9. Experimento VIllI: Germinacién de los embriones somaticos.

Se utilizaron cinco tubos de ensayos con diez embriones somaticos cada uno en
estadio cotiledonal, procedentes de los cinco clones evaluados, que contenian
10,0 ml del medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962), al cual se le
afiadieron las vitaminas MS (10,0 ml.L") y se colocaron en fotoperiodo de 16

horas luz. Los diferentes medios de cultivo empleados aparecen en la tabla 4.

Tabla 4. Composicién del medio de cultivo utilizado para la germinacién de los
embriones sométicos.

Medios NO’3 Tidiazuron 6-BAP Kinetina
(%) (mg.L™ (mg.L™) (mg.L™)
MG, 50 -- -- --
MG, 100 -- -- --
MG3 100 0,1 -- --
MG, 100 0,25 -- --
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Medios NO; Tidiazurén 6-BAP Kinetina

(%) (mg.L™) (mg.L™) (mg.L™)
MGsg 100 0,4 -- -
MGg 100 -- 0,5 --
MG, 100 -- 1,0 --
MGg 100 -- 2,0 -
MGq 100 -- -- 0,5
MGy 100 -- -- 1,0
MG 100 - -- 2,0

NO'3 = KNO3; y NH4sNO; (macroelementos del medio propuesto por Murashige y Skoog, 1962).
A los 45 dias se evaluo el porcentaje de embriones somaticos germinados.

La germinacion se considero cuando existio elongacion del hipocétilo y emision de

la radicula (Alemanno y col., 1997).

3.10. Experimento IX: Conversion en plantulas.

Se emplearon embriones somaticos germinados, pertenecientes a los clones
INIVIT B 90-1, INIVIT B 93-1 y Jewel, sembrados cinco de éstos por tubo de
ensayo, conteniendo 10,0 ml del medio de cultivo propuesto por Murashige y
Skoog (1962) y diferentes concentraciones de acido giberélico (GAsz), como se
muestra en la tabla 5, seleccionadas sobre la base de experimentos previos
realizados.

Tabla 5. Concentraciones de GA; empleadas para la conversion de los embriones
somaticos en plantulas.

Medios Concentramon?)s de GA; (mg.L
MC, 5,0
MC, 10,0
MC; 15,0

Los mismos fueron colocados en fotoperiodo de 16 horas luz y se evalué a los 10
dias el porcentaje de embriones somaticos convertidos en plantulas.

La conversion en plantulas ocurrié cuando el apice del brote se desarrollé y
aparecieron las hojas verdaderas (Alemanno y col., 1997).

A los 20 dias, en el momento de pasarlas a bolsas, se evaluaron las siguientes
variables:

- Altura de las plantulas (cm).

- Numero de hojas por plantula.
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- Longitud de las raices (cm).

3.11. Experimento X: Analisis bioquimicos y moleculares.

3.11.1. Andlisis bioquimicos.

En colaboracién con el Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de
Biologia de la Universidad de la Habana (UH), fueron establecidos los patrones de
bandas de los sistemas peroxidasas (Px), esterasas (Est) y anhidrasa carbonica
(AC), para lo cual se tomaron al azar muestras de tejido foliar de los diferentes
clones estudiados y en el clon INIVIT B 93-1 fueron evaluados callos no
embriogénicos y potencialmente embriogénicos con 30 dias de formados; callos
con embriones somaticos en diferentes estadios de desarrollo y vitroplantas
obtenidas a partir de embriones somaticos. Para la extraccién de la muestra, se
pesaron 5 g de los materiales anteriormente mencionados y fueron macerados en
un mortero frio con diez gotas de solucion de sacarosa (20,0%). Los extractos se
filtraron en tela de gasa doble, envasados en frascos de cristal y mantenidos a
una temperatura de —15°C hasta su posterior utilizacién.

Las corridas electroforéticas se realizaron en gel de poliacrilamida (8,5%) segun la
técnica descrita por Davies (1964), adaptada a electroforesis en lamina vertical
por Raymond (1964) y modificada en el Laboratorio de Isoenzimas de la Facultad
de Biologia de la Universidad de la Habana por Chapel y col. (1974). El frente de
corrida se visualizoé por la presencia de la banda de Kohlarausch (Gonzalez y
Gonzalez, 1981) y el tiempo de duracion fue de 4 horas. Se realizaron tres
repeticiones para cada sistema isoenzimatico.

Después de efectuada la separacion, se llevaron a cabo las tinciones especificas
para la caracterizacion de cada uno de los sistemas estudiados, como se muestra
en la tabla 6.

Tabla 6. Sistemas isoenzimaticos estudiados y métodos de tincién utilizados.

Tipo de enzima Sistema isoenzimético Método de tincién
Oxidorreductasas Peroxidasas (Px) Iglesias y col. (1974)
Hidrolasas Esterasas (Est) Gonzalez y Gonzalez (1981)
Liasas Anhidrasa Carbédnica (AC) Brewer y Singn (1979)
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Los geles, después de lavados con agua destilada, se conservaron en una
solucion de acido acético glacial al 10,0% hasta el momento de la confeccion de
los zimogramas y los fenotipos isoenzimaticos de cada individuo se establecieron
sobre la base del numero, grosor y posicion de las bandas (Gonzalez y Gonzalez,
1981).

A partir de los resultados obtenidos en los zimogramas de los sistemas
isoenzimaticos analizados, se evaluaron las semejanzas entre los materiales con
el empleo del paquete de programas MAT-GEN (Sigarroa y Cornide, 1995) por el
indice de Jaccard, teniendo en cuenta los patrones de bandas caracteristicos de
cada clon, asi como los callos y vitroplantas del clon INIVIT B 93-1, realizandose
con la matriz de datos obtenida, un analisis de conglomerados (Cluster),
empleando el programa STATISTICA (1998) versién 6.0 sobre sistema Windows.

El umbral de corte se realizé a la distancia de 0,86.

3.11.2. Anélisis moleculares del ADN.

En colaboracion con el Laboratorio de Fisiopatologia del Departamento de
Fitopatologia perteneciente al Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria de la
Habana (CENSA) y con la finalidad de evaluar la utilizacién de la Técnica de
Amplificacion Aleatoria del ADN Polimoérfico (RAPD) para estudiar la estabilidad
del material propagado, se tomaron al azar muestras de tejido foliar de brotes de
raices tuberosas y vitroplantas con 20 dias pertenecientes al clon INIVIT B 93-1.
Se extrajo el ADN gendmico total, segun el método descrito por Dellaporta y col.
(1983). La concentracion de ADN de cada muestra fue determinada por
espectrofotometria y se estimé la medicion a la intensidad 6ptica de 260 y 280 nm
en un espectrofotdmetro (Ultrasepec Plus Spectrophotometer Pharmacia LKB). La
reaccion de amplificacion se realizé en un volumen total de 25 uL que contenia: 10
mM Tris- HCL a pH 8,3; 50 mM KCL, 2 mM MgCL,, 0,001% de gelatina; 100 uM

de cada dNTPs, 5 pmoles de los cebadores Kits OPA y OPF de la firma comercial

Operon Technologies Alameda California, 5 ng de ADN gendmico y 2 y de taq

ADN polimerasa (Amplicen).
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Se usaron diez cebadores arbitrarios que fueron los siguientes: OPF-15, OPF-14,
OPA-13, OPF-13, OPF-04, OPF-07, OPF-01, OPF-03, OPA-12 y OPF-05; los
cuales han sido usados con anterioridad para este tipo de estudio en diferentes
cultivos por otros autores (Peteira y col., 1999; Peteira y col., 2001).

La amplificacién fue llevada a cabo en un termociclador marca Techme de la firma
comercial Progene y la reaccién de amplificacion se realizé durante 45 ciclos de 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 36°C y 2 minutos a 72°C y un ciclo de 10 minutos a
72°C (Peteira y col., 1999). Los productos de la amplificacién (PCR), separados
mediante electroforesis vertical en gel de agarosa al 1,5% en solucion
amortiguadora de Tris-HCL &cido bérico EDTA (TBE) 0,5X a 110 volts, fueron
tefiidos con bromuro de etidio (5 mg.mL™) y visualizados en un transiluminador
ultravioleta.

Se evaluaron las bandas existentes en el donante y el regenerante de forma
binaria por su presencia (1) y ausencia (0), visualizandose a través de fotografias.

Los resultados se expresaron en porcentajes de monomorfismo.

3.12. Experimento Xl: Aclimatizacion de las vitroplantas.
Vitroplantas de 20 dias, pertenecientes a los clones INIVIT B 90-1, INIVIT B 93-1y

Jewel, obtenidas a partir de embriones somaticos, fueron sembradas en bolsas de

nylon de 8 cm de diametro y 21 cm de alto que poseian, aproximadamente, 1 kg
de la mezcla de suelo Ferralitico Rojo Lixiviado Tipico (Hernandez y col., 1999) y
materia organica (cachaza), en proporcion 3:1 (p/p), siendo empleado un control
para cada clon con vitroplantas de 20 dias, obtenidas mediante la multiplicacion in
vitro de yemas axilares, segun la metodologia de Alguacil y col. (1996).

Se evaluaron 100 vitroplantas a razén de una por bolsa, con tres repeticiones para
cada clon y el control empleado. Las bolsas fueron situadas en forma aleatoria en
un area sombreada (umbraculo), cubiertas con una campana de cristal durante los
primeros siete dias, para protegerlas de la accién del aire; la temperatura
promedio fue de 30,3 + 2°C, la humedad relativa de 80-90% y la PAR de 90-108

umol.m2.8", equivalente a una intensidad luminosa de 6 000-8 000 Ix. Se
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mantuvo la humedad del suelo anadiendo cada dos dias 100 ml de agua por
bolsa.

A los diez dias se evaluo el porcentaje de supervivencia en las vitroplantas.

A los 20 dias se evaluaron las variables siguientes:

- Altura de las plantas (cm).

- Numero de hojas por planta.

- Longitud y ancho de las hojas (cm).

- Longitud de las raices (cm).

- Longitud de los peciolos (cm).

- Vigor (segun Huaman, 1991).

Se realiz6 una evaluacion cualitativa de las plantas en cuanto a:

- Color de las hojas.

- Morfologia de las plantas (normal o atipica).

- Forma de las hojas (lobulada, cordada y hastada), segun Huaman (1991).

- Pubescencia (segun Huaman, 1991).

A partir de este momento se procedio a la siembra del material en condiciones de

campo.

3.13. Experimento XlI: Evaluacion en condiciones de campo.

Se tomaron esquejes de 20-25 cm de longitud del clon INIVIT B 93-1 y para ello
se procedi6 al corte de la punta y prepunta del tallo, los cuales fueron plantados y
atendidos en el campo, siguiendo las indicaciones del Instructivo Técnico del
Boniato (CUBA. MINAGRI, 1998), con la finalidad de evaluar el crecimiento y la
produccion de raices tuberosas, empleando un total de 500 esquejes y utilizando
un control obtenido por la via tradicional, siendo plantados dos surcos de 50
metros de longitud cada uno, en un suelo Ferralitico Rojo Lixiviado Tipico
(Hernandez y col., 1999) ubicado en el area experimental del INCA, cuyas
caracteristicas fueron descritas por Borges (2004) y se expresan en el anexo 6, la
toma de muestras se realiz6 a los 20 centimetros de profundidad (anexos 6,1; 6,2

y 6,3). En estas condiciones, la temperatura promedio fue de 30,5 £ 2°C, la
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humedad relativa de 75-85% y la PAR de 108-115 pmol.m™.S™, equivalente a una
intensidad luminosa de 10000- 15000 Ix.

A los 60 dias se evaluaron las variables siguientes:

- Longitud de las plantas (cm).

- Numero de hojas por planta.

- Longitud y ancho de las hojas (cm).

- Longitud de los peciolos (cm).

- Vigor (segun Huaman, 1991).

La cosecha fue realizada a los 120 dias después de plantado el material en el
campo y para la calibracion del tamafio de las raices tuberosas se empled la
escala propuesta por Bertoli y col. (1994), en la cual se definieron como
pequefas: menores de 60 mm de diametro ecuatorial; medianas: mayores de 60
mm y menores de 100 mm; grandes: mayores de 100 mm y aceptadas como
comerciales todas las que superaron los 60 mm de diametro; la cual se realiz6 a
quince plantas tomadas al azar y se evaluo:

- Numero de raices tuberosas por planta.

- Raices tuberosas no comerciales por planta.

- Masa promedio de la raiz tuberosa (kg).

- Masa de raices tuberosas por planta (kg).

- Longitud de las raices tuberosas (diametro polar, cm).

- Ancho de las raices tuberosas (diametro ecuatorial, cm).

- Forma (redondo y ovoide), segun Huaman (1991).

3.14. Anélisis estadisticos.

Para el procesamiento estadistico de los datos, fue comprobada la normalidad por
el test de Kolmogorov-Smirnov y se realizé la prueba de homogeneidad de la
varianza mediante la prueba de Bartlet.

Los datos de la desinfeccion del material vegetal, se procesaron mediante un
analisis de varianza de clasificacion doble con arreglo factorial por genotipo, donde
los factores fueron las concentraciones del producto desinfectante y los tipos de

explantes, para el procesamiento estadistico de los datos se realizd la
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transformacion arcoseno raiz cuadrada del porciento. A la variable formacion de
callos de grado 3 para cada tipo de explante (limbos foliares, peciolos y
entrenudos), fue aplicada la prueba de Kruskal-Wallis (1952) y de encontrarse
diferencias significativas, se procedié a realizar la comparacion de las medias
mediante la prueba de Student-Newman-Keuls (SNK) para p < 0,05.

Los datos obtenidos en la formacion de callos de las variables procedencia de los
limbos foliares, edad fisiolégica de la hoja, posicion del limbo foliar en el medio de
cultivo, zona del limbo foliar y efecto del 2,4-D combinado con 6-BAP, expresados
en porcentajes de callos formados pertenecientes al grado 3 de la escala
propuesta por Santana (1982), fueron procesados mediante un analisis de
comparacion de proporciones, segun el paquete estadistico diseiado para ese fin
en el Departamento de Matematica Aplicada del Instituto Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA) de la Habana.

Al numero de embriones somaticos, estadios de desarrollo, nuUmero de embriones
somaticos maduros, necrosados, germinacion, conversion en plantulas a los diez
dias, diferentes variables analizadas en la aclimatizacién de las vitroplantas a los
20 y 60 dias, y a la producciéon de raices tuberosas y sus componentes, se les
aplico un analisis de varianza de clasificacion simple.

A las variables altura de las plantulas, numero de hojas por plantula, longitud y
ancho de las hojas, y longitud de las raices, evaluadas en el epigrafe referente a la
conversion en plantulas a los 20 dias, fue realizado un analisis de varianza con
arreglo factorial, donde los factores fueron los clones evaluados y la concentracion
del regulador del crecimiento. Se utilizé el paquete estadistico STATISTICA (1998)
version 6.0 sobre sistema Windows.

En todos los casos, de existir significacion entre las medias fue aplicada la prueba

de comparacion de Rangos Multiples de Duncan para p < 0,05.
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4. Capitulo IV: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Experimento I: Desinfeccidén del material vegetal.

Como se observa en la tabla 7, existidé interaccion en todos los clones entre el tipo de
explante y la concentracion de hipoclorito, resultando el tratamiento consistente en el
limbo foliar con el hipoclorito de sodio al 1,0% significativamente superior al resto,
lograndose entre un 92,0 y 96,0% de desinfeccién, con excepcion del clon Yabu-8, en el
que no se observd diferencia significativa entre los distintos explantes para esta
concentracion del agente desinfectante.

De acuerdo con la respuesta de los clones, la concentraciéon de 0,5 mg.L'1 parece
resultar muy baja, obteniéndose los menores valores de desinfeccion; mientras que, la
concentraciéon de 2 mg.L™" pudo haber resultado excesiva causando necrosis en los
explantes, lo cual indica que a partir de esta concentracion comienza a danarse el tejido
por la accion del agente desinfectante sobre el mismo.

Tabla 7. Efecto de las concentraciones de hipoclorito de sodio en la desinfeccion de los
explantes en los diferentes clones evaluados.

Concentracion de hipoclorito de sodio (%)
Clones Explantes 0,5 1,0 15 2,0
Datos Datos Datos Datos

Transf. X Transf. X Transf. X Transf. X

Limbos F. 279¢g 21,9 78,5a 96,1 54,3d 66,0 54,0d 64,5

CEMSA Peciolos 279¢g 21,9 71,6 b 90,1 59,4 c 74,0 404 f 42,0

78-354 | Entrenudos | 21,9h 13,9 68,2 b 86,0 438¢ 48,0 38,0 f 38,0

CV (%) [=429 [ES@®)=][181***

Limbos F. 279¢g 21,9 785a 96,0 56,8 ¢ 70,0 50,8d 60,0

INIVIT Peciolos 279¢g 21,9 71,6 b 90,1 56,8 ¢ 70,0 45,0 e 50,0

B 90-1 Entrenudos | 26,5 g 20,0 71,6 b 90,1 52,3 cd 62,6 39,2 f 40,0

CV (%) [=776 |ES @) =]277%**

Limbos F. 30,6 g 26,0 78,5a 95,3 62,0 c 78,0 47,3 de 54,0

INIVIT Peciolos 279¢g 22,0 71,6 b 90,1 59,5¢ 72,0 438 ¢ 48,0

B 93-1 Entrenudos | 26,6 g 20,0 68,1 b 86,1 50,8 d 60,0 35,7f 34,0

CV (%)|=448 |ES @) =159

Limbos F. 329e 29,6 73,6 a 92,0 53,lb 64,0 473 ¢ 54,0

Yabu-8 Peciolos 279 f 22,0 71,6 a 90,0 485 ¢ 56,0 42,7d 46,0

Entrenudos | 183 ¢g 9,9 71,6 a 90,0 48,5 ¢ 56,0 38,0d 38,0

CV (%) =547 |ES@x)=]159%

Limbos F. 380e 38,0 78,5a 96,0 48,5 cd 56,0 40,4 e 42,0

Jewel Peciolos 380e 38,0 71,6 b 90,1 50,8 ¢ 60,0 45,0d 50,0

Entrenudos | 279f 21,9 71,6 b 90,1 48,5 cd 56,0 40,4 ¢ 42,0

CV (%)[=465 |ES ) =]164***

Valores con letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan (p < 0,05).
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Numerosos son los autores que han empleado el hipoclorito de sodio en la desinfeccion
de explantes de diferentes especies vegetales, asi Salas y col. (2003) obtuvieron un
92,0% en la desinfeccion de limbos foliares de morera (Morus alba L.) empleando el
hipoclorito de sodio al 1,2% (v/v) con un tiempo fijo de inmersion de 15 minutos. Por otra
parte, Andrade y col. (2002) lo utilizaron al 1,0% (v/v) con un tiempo de 20 minutos
logrando hasta 83,0% en la desinfeccion de yemas de arboles frutales.

Hernandez y col. (1998), en la desinfeccion de yemas apicales y axilares de malanga
(Xanthosoma sp.); Silva y col. (2002) en la desinfeccion de semillas de mandarina
cleopatra (Citrus reshni Hort ex Tan.), emplearon el hipoclorito de sodio al 2,0% (v/v) con
un tiempo fijo de inmersion de 10 minutos, alcanzando hasta el 88,0 y 90,0%,
respectivamente, lo cual demuestra que este agente desinfectante resulta eficaz en
diferentes especies y diversos tipos de explantes.

Marulanda (2000), en explantes de Mora de Castilla (Rubus glaucus, Benth), alcanzé
s6lo 60,0% de explantes libres de contaminacion con el empleo del hipoclorito de sodio
al 1,0%.

En trabajos realizados por Finalé y col. (2002) y Alvarado y col. (2003), plantearon que la
desinfeccion del material vegetal requiere de un analisis minucioso, teniendo en cuenta
las condiciones en que se desarrollé la planta donante. La existencia de poblaciones
bacterianas y fungosas en los explantes constituye un factor responsable de las mayores
pérdidas por contaminacién en el cultivo in vitro de plantas (Herrera y col., 2001; Leifert y
Cassells, 2001; Carrazana y col., 2003) y continua siendo uno de los principales
problemas que afectan la aplicacibn de las técnicas del cultivo in vitro de tejidos
vegetales (Gonzalez y Barrios, 2003).

De acuerdo con los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, el hipoclorito
de sodio al 1,0%, con un tiempo fijo de inmersion de 15 minutos, result6 el tratamiento
adecuado para la desinfeccién de los explantes de limbo foliar, alcanzando hasta un
96,1% de explantes desinfectados en los clones de Ipomoea batatas estudiados, por lo

que el mismo se empleara en los experimentos posteriores.
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4.2. Experimento |I: Determinacién de la respuesta a la callogénesis en los

diferentes explantes.

Los explantes de limbos foliares presentaron los mayores valores (entre 90,0 y 93,0%)
para la formacion de callos de grado 3 de la escala, difiriendo significativamente del resto
en todos los clones. No se detectaron diferencias significativas entre los peciolos y
entrenudos en los clones CEMSA 78-354 e INIVIT B 90-1, resultando este ultimo
explante superior significativamente en el INIVIT B 93-1 y Jewel (47,0 y 46,0%,
respectivamente); mientras que, en el clon Yabu-8 el explante de peciolo resultd
significativamente superior al entrenudo (Tabla 8).

Tabla 8. Respuesta del tipo de explante en la formacidn de callos de grado 3 en los clones
de boniato estudiados.

Formacion de callos de grado 3 de la escala de Santana (1982)
Tipo de explante Clones evaluados
CEMSA 78-354 | INIVITB90-1 | INIVIT B 93-1 Yabu-8 Jewel
Limbos P K-W 1575,0 a 1563,0 a 1566,0 a 1554,0 a 15750 a
foliares CF (%) 93,0 91,0 92,0 90,0 93,0
Peciolos P K-W 575,0b 592,5Db 489,0 ¢ 701,0 b 525,0 ¢
CF (%) 34,0 35,0 29,0 41,0 31,0
Entrenudos | P K-W 700,0 b 694,5b 795,0b 595,0c 750,0 b
CF (%) 41,0 41,0 47,0 35,0 46,0
Ezteafg_s\t/i\fo (H) 56,60 *** 53,90 ##* 59,39 ##x 54,60 %% | 62,82 *x

Medias con letras iguales no difieren entre si segun la prueba de Student-Newman-Keuls (SNK) (p < 0,05).
P K-W: Prueba de Kruskal-Wallis. CF (%): Callos Formados (valores originales).

Segun Suksa-Ard y col. (1999), la formacidon del callo y la embriogénesis somatica
depende considerablemente del 6rgano usado como explante. Diversos autores han
destacado la importancia del tipo de explante para el éxito del proceso de embriogénesis
somatica en especies vegetales, entre los que podemos citar a Castillo (2000) y
Usatorres y col. (2002).
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De acuerdo con Gonzalez (1993), las diferencias en la respuesta de los explantes
pueden deberse a variaciones en el contenido endogeno de hormonas y a las
caracteristicas anatomicas de los mismos, ya que la estructura laminar del limbo foliar
favorece el contacto con el medio de cultivo y puede ser un factor determinante en la
respuesta. Jiménez y col. (2005), consideraron que altos niveles enddgenos de auxinas
en los explantes son necesarios para la proliferacion celular y favorecer los procesos
embriogénicos, siendo responsables de la ocurrencia de la embriogénesis somatica,
estando directamente correlacionado el contenido de hormonas enddgenas con la
capacidad embriogénica del explante.

Segun Gonzalez y col. (2002); Rodriguez y col. (2004), el estado de desarrollo de la
planta madre, el tipo y la edad fisiologica del explante, son de gran importancia en el
éxito del cultivo in vitro; en la mayoria de las investigaciones realizadas en la
embriogénesis somatica se han obtenido los mejores resultados con el empleo del limbo
foliar y en la presente investigacion los callos formados a partir de este tipo de explante
fueron de color crema-amarillo, nodulares y consistencia friable.

En el presente trabajo, en todos los casos, el crecimiento del callo comenzé en los
bordes de los explantes (callo de cicatrizacion) y las caracteristicas de los callos
obtenidos a partir de peciolos fueron menos favorables, formandose callos de color
amarillo, nodulares y compactos.

Liu y Cantliffe (1984) y Salinas y col. (1991), utilizaron limbos foliares para la formacion
de callos en boniato y sefialaron que el limbo foliar fue el tipo de explante que
proporciond los mejores resultados, con un 82,3 y 86,4%, respectivamente,
encontrandose los resultados mostrados por encima de éstos.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, el limbo foliar sera el explante empleado

en los siguientes experimentos.

4.3. Experimento lll: Estudio del limbo foliar para la formacion de callos.

4.3.1. Procedencia.
Como se observa en la figura 2, en los clones CEMSA 78-354 e INIVIT B 90-1, los
explantes procedentes de brotes de raices tuberosas resultaron significativamente

superiores en cuanto a la formacién de callos de grado 3 (92,0 y 96,0%,
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respectivamente) al ser comparados con los de vitroplantas (60,0 y 72,0%,
respectivamente), no asi en el resto de los clones (INIVIT B 93-1, Yabu-8 y Jewel), en

los que no existieron diferencias significativas entre ambos materiales.
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Figura 2. Efecto del explante sobre la formacién de callos de grado 3.
(Letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de
Duncan, p <0,05)

Los callos formados a partir de limbos foliares de raices tuberosas fueron de color
crema-amarillo, nodulares y consistencia friable, resultando adecuados en cuanto a las
caracteristicas morfoldgicas para el desarrollo de estructuras embriogénicas.

Cantliffe (1993), a partir de limbos foliares de vitroplantas de boniato en otros clones de
interés comercial, logré callos de color crema, nodulares y consistencia friable, los cuales
fueron de tamafio pequeno, siendo superados por los alcanzados en el presente trabajo
y esto denota la obtencién de callos con diferentes procedencias del limbo foliar.

Segun Gonzalez (2003), un factor de gran importancia en el cultivo in vitro es el genotipo
y unido a ésto, las caracteristicas del explante en funcién de la fuente de donde proceda
el mismo, ya que la respuesta puede ser diferente para cada una de las especies y para
los diferentes clones dentro de la especie; sin embargo, como se observa en la figura 2,

la tendencia general para la formacién de callos de grado 3 estuvo a favor de los
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explantes procedentes de raices tuberosas, aunque las diferencias sélo resultaron
significativas en los clones CEMSA 78-354 e INIVIT B 90-1.

La procedencia de los explantes es un aspecto determinante en la embriogénesis
somatica, ya que el proceso se encuentra influido por el contenido de hormonas
enddgenas y las caracteristicas anatomicas del 6rgano a partir del cual se seleccionan
los explantes para la formacion de los callos (Dodds y col., 1992).

La respuesta encontrada probablemente se debe a que las vitroplantas se desarrollan en
condiciones especiales de permanencia en el laboratorio, que contribuyen a que las
mismas presenten en los limbos foliares cambios anatémicos y fisiolégicos (Gonzalez,
2003), manifestados por la presencia de cuticulas poco desarrolladas, escasa
funcionalidad estomatal, estructura dorsiventral del limbo mas delgada, entre otras.
Estos cambios estructurales y funcionales repercuten en la formacién de los callos, lo
cual hace que presenten un menor crecimiento, color crema, nodulares y consistencia
entre compacta y friable, caracteristicas morfologicas menos favorables a la formacién
de callos potencialmente embriogénicos, al ser comparado con los explantes de brotes
de raices tuberosas.

Segun Dodds y col. (1992), la naturaleza de la planta donadora es un aspecto
determinante en la embriogénesis somatica, ya que se encuentra influenciado por las
caracteristicas anatomicas del 6rgano a partir del cual se seleccionan los explantes para
la formacién de callos.

Por todo lo antes expuesto, el conocimiento de la morfologia de las especies usadas en
el cultivo in vitro, es de gran importancia para identificar los explantes potencialmente
embriogénicos (Litz y Jarret, 1993).

De acuerdo con los resultados obtenidos, en lo adelante, se empleara el limbo foliar
procedente de brotes de raices tuberosas, teniendo en cuenta lo que ello representa en

eficiencia en relacién con el empleo de explantes procedentes de vitroplantas.

4.3.2. Edad fisiologica de la hoja.
Segun la edad de la hoja empleada, se observé la presencia de tres tipos de callos, con
las caracteristicas morfolégicas siguientes: cuando se utilizaron segmentos de limbos

foliares como explantes, procedentes de la 1™ y 2% hojas, se obtuvieron callos de color
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amarillo claro, apariencia mucilaginosa y consistencia esponjosa y en los explantes
procedentes de hojas de mayor madurez (5%), se obtuvieron callos de color amarillo, en
ocasiones pardos, de consistencia compacta y poco friables, de apariencia nodular. En
cambio, en los explantes procedentes de las hojas 3™ y 4%, los callos fueron de color
crema-amarillo, nodulares y consistencia friable, caracteristicas favorables a la formacién
de embriones somaticos.

No se detectaron diferencias significativas entre el porcentaje de callos formados en los
explantes obtenidos de los limbos foliares 3™ y 4" en los diferentes clones evaluados. El
clon Yabu-8 mostro los menores valores de porcentaje de callos formados, con un valor

maximo de 78,0%; mientras que, en el resto de los clones los valores estuvieron entre

88,0 y 96,0% de formacién de callos de grado 3

(Figura 3).
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Figura 3. Efecto de la edad fisioldgica de los limbos foliares sobre el porcentaje
de callos formados de grado 3.

(Letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan, p < 0,905)

Los resultados alcanzados pudieran estar asociados a que los limbos foliares 3™ y 4%,
presentan una condicion fisiolégica y morfolégica mas favorable que el resto para la
formacion de callos, lo que se encuentra relacionado con el contenido de hormonas

enddgenas y el balance de las mismas, el cual varia con la edad del explante y a su vez

O. Gonzdlez Paneque Tesis de Doctorado



Capitulo 4 Resultados y Discusion 50

tiene influencia en la formacion de los callos y sus caracteristicas. Los callos de grado 3
obtenidos a partir de explantes se caracterizaron por presentar un color crema-amarillo,
nodulares y de consistencia friable.

En el presente experimento se pudo observar que los callos de grado 3, se formaron en
el mismo periodo de tiempo que los callos de grados 1 y 2; estos ultimos no llegaron a
alcanzar el grado 3 de la escala, aunque permanecieran en el medio de cultivo por un
mayor periodo de tiempo y se apreciaron cambios en sus caracteristicas morfolégicas
(color oscuro y consistencia compacto).

Estudios relacionados con la edad del explante han sido abordados en diferentes
cultivos como el cafeto (Coffea sp.) por Santana (1993), quien plante6 que el empleo de
los limbos foliares del 3™ y 4° nudos de ramas centrales ortotropicas de plantas
cultivadas en campo, presentaron una mayor formacion de callos en comparacion con
los limbos mas jovenes.

Roca y Mroginski (1993); Villalobos y Thorpe (1993), plantearon que las respuestas en la
formacion de callos de los explantes cultivados in vitro pueden variar con la edad de los
mismos. Jiménez y Bangerth (2001); Bidot y col. (2003), demostraron que la edad del
explante es uno de los factores mas importantes en el proceso de formacién de callos e
influye en el éxito del proceso de la embriogénesis somatica.

Segun Diaz-Sala y col. (1995); Tirajoh y col. (1998), se han encontrado diferencias en la
formacién de callos cuando los tejidos cultivados provienen de material vegetal de
diferentes edades fisioldgicas, indicando que la estacién del afio durante la cual es
tomado, también pueden influir notablemente en el potencial embriogénico.

Diversos han sido los estudios realizados en los cuales se ha planteado que la formacién
de callos esta influida por el estado de desarrollo de los explantes incrementado por la
edad de los mismos (Malgorzata, 2001).

Los resultados obtenidos corroboran lo planteado por los autores citados, que en la
callogénesis el material original es determinante y fisioldgicamente el explante ejerce un
efecto acentuado, no sélo en la respuesta; sino ademas, en la uniformidad del proceso,
lo cual ha sido enfatizado, ademas, por Margara (1988); Dessai y col. (1995).

De manera general, los resultados alcanzados a partir de la utilizacién de los limbos

foliares 3™ y 4 como explantes en la formacién de callos de grado 3 de la escala,
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superaron al resto de los limbos foliares evaluados con diferentes edades fisioldgicas y

por ello seran empleados en los préximos experimentos.

4.3.3. Posicion en el medio de cultivo.

El mayor numero de callos de grado 3 se obtuvo, en todos los clones, cuando los
explantes de limbos foliares se colocaron con la superficie adaxial en contacto con el
medio de cultivo (94,0 a 100%) y cuando se les produjeron cortaduras sembrados en
esta misma posicion (92,0 a 100%), entre los cuales no existieron diferencias
significativas en ninguno de los clones estudiados (Tabla 9). Desde el punto de vista
practico, al no diferir significativamente ambos tratamientos, para disminuir la
manipulacion del material vegetal y posibles contaminaciones, se seleccioné el primero

como el mejor tratamiento para continuar los experimentos.

Tabla 9. Efecto de la posicién de siembra del limbo foliar con y sin cortaduras en la
formacion de callos de grado 3 en los clones estudiados.

Posicion del Formacion de callos de grado 3 de la escala de Santana (1982) (%)
limbo foliar Clones evaluados
CEMSA 78-354 [ INIVIT B 90-1 | INIVIT B 93-1 Yabu-8 Jewel
Superficie adaxial 98,0a 97,0a 98,0a 940a 100 a
Superficie abaxial 84,0 ¢ 92,0b 88,0 ¢c 84,0 b 92,0c

Superficie adaxial

96,0 a 96,0 a 96,0 a 92,0a 100 a
con cortaduras
S e clonl 92,0 b 92,0 b 92,0 b 84,0 b 96,0 b
con cortaduras
ES (2) 0,09 ** 0,08 *** 0,10 ** 0,09 *** 0,08 ***

Valores con letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan, (p < 0,05).

Los resultados referidos anteriormente pueden deberse a la estructura interna del limbo
foliar, la cual presenta anatomia bifaxial o dorsiventral y un parénquima en empalizada
préximo a la superficie adaxial que se caracteriza por poseer células muy unidas que
posibilita el transporte de los reguladores del crecimiento y los nutrientes hasta la region
abaxial, donde se encuentra el tejido esponjoso que esta constituido por células con
abundantes espacios entre ellas (Esau, 1969), facilitando el crecimiento del callo

endogeno hasta cubrir la superficie del limbo foliar.
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En estudios realizados en el cultivo del boniato por Liu y Cantliffe (1984), al evaluar la
posicion del limbo foliar, obtuvieron los mejores resultados en la formacién de callos
cuando éstos fueron colocados con la superficie adaxial en contacto con el medio de
cultivo, lo cual se corrobor¢ en este estudio.

Margara (1988), planted que la orientacion del material vegetal que se siembra juega un
papel importante en la formacién de callos; coincidiendo con Salinas y col. (1990) en el
cultivo del boniato; Santarem y col. (1997) en especies de leguminosas; Lee y col. (2000)
en plantas ornamentales; lo que significa que indistintamente de la especie que se
trabaje, juega un papel fundamental en la formacion de callos la posicion del explante en
el medio de cultivo, resultando la superficie adaxial en el mismo en la que mejor
comportamiento se obtuvo.

En los siguientes experimentos, para la formacion de callos, se empleara el explante con
la superficie adaxial sin cortaduras en contacto con el medio de cultivo, lo cual desde el
punto de vista practico disminuye la manipulacion de los explantes y posibles

contaminaciones en los mismos.

4.3.4. Zona del limbo foliar.

La zona del limbo foliar donde se tomé el area del explante, tuvo una influencia marcada
en la formacion de callos de grado 3 en todos los clones estudiados.

La formacién de callos de grado 3, fue significativamente superior cuando el explante se
tomd de la zona basal del limbo foliar para todos los clones, alcanzando mas del 88,0%
en los clones CEMSA 78-354, INIVIT B 90-1 y Jewel, y se lograron menores resultados
con las zonas apical y media, con valores entre 12,0 y 52,0%, respectivamente (Figura
4).

O. Gonzdlez Paneque Tesis de Doctorado



Capitulo 4 Resultados y Discusion 53
INTBOL INVTBB1
EVBABHA ES(+)=0,05* ES(£)=0,10% ES(+)=0,08*
a
a c
S g 2 2 t
8¢ b 22 S%e
Sg c =S C 8 C
£ SE S
=] = y—
- 2
A M B A M B A M B
Zonadd libofoliar Zoracd limbo fdliar Zeddinofda
Yeb(t3 Jewel
ES(+)=0,09* ES(%)=0,09*
a
a 100
g g€ »
88 b g o X Leyenda:
ggg S g 40 . A: Apical.
c . .
5 5™ M: Media.
0 B: Basal.
A M B A M B

Zonadd limbofdiar Zona del limbo foliar

Figura 4. Efecto de la zona del limbo foliar de donde se tomé el explante sobre
la formacién callos de grado 3.
(Letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan, p
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Los resultados obtenidos pudieran deberse a la mayor cantidad de nervaduras presentes
en la zona basal, donde se encontré que la unién del limbo foliar con el peciolo favorecio
la cicatrizacion de las heridas y la formacion del callo de color crema-amarillo, nodular y
consistencia friable; ademas, segun Esau (1969), en esta regién del limbo foliar existen
células meristematicas remanentes del proceso de iniciacion del mismo, las cuales
tienen gran influencia y favorecen la formacién de los callos.

Estudios realizados por Haydu y Vasil (1981); Wernieken y Brettell (1981), en el cultivo
del millo (Pennisetum purpureum Shum) y sorgo (Sorghum bicolor), respectivamente,
revelaron que los mejores resultados en la formacion de callos se obtuvieron con el
empleo de la zona basal del limbo foliar.

Asi mismo, Margara (1988) sefialdé que existen diferentes respuestas segun las zonas de
donde se toma el explante, debido a la conformacion anatémica de cada region de los

diferentes 6rganos de la planta y por la posicion que ocupa cada zona en el 6rgano

vegetal.
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De manera general, en la zona basal del limbo foliar para cada uno de los clones
evaluados, se alcanzaron los mejores resultados en la formacion de callos de grado 3 en
comparacion con las zonas medias y apical, en las cuales prevalecioé en la mayoria de

los clones callos de grado 2 y grado 1 de la escala propuesta por Santana (1982).

4.4. Experimento IV: Seleccién del medio de cultivo para la formacién de callos

potencialmente embriogénicos.

4.4.1. Efecto del 2,4-D combinado con 6-BAP.

En estudios realizados por Jarret (1989) y Cantliffe (1993), en boniato para la formacion
de callos potencialmente embriogénicos, plantearon que estos se caracterizaron por
presentar un gran crecimiento, cubriendo completamente el explante, de color crema-
amarillo, apariencia nodular y consistencia friable. En el presente trabajo, en relacién al
numero total de callos formados, la respuesta de los clones no siguié un patron definido
en cuanto al balance con el empleo de 2,4-D y 6-BAP (Tabla 10).

Balances a favor de una o otra hormona favorecieron la formacién de callos en los
mismos; lo cual pudiera deberse a una respuesta de crecimiento acelerado de células
provocado por cualquier estimulo exdgeno; sin embargo, la calidad del callo si respondid
de forma especifica, obteniéndose la mayor cantidad de callos potencialmente
embriogénicos en todos los clones con el medio My, que contenia 0,50 mg.L™" de 2,4-D y
0,25 mg.L" de 6-BAP, los cuales fueron de color crema-amarillo, nodulares vy
consistencia friable (Figura 5A), tratamiento que difirid significativamente del resto en
todos los genotipos estudiados. Estos resultados corroboraron lo planteado por
numerosos autores en cuanto a la influencia del balance hormonal alcanzado en el

medio de cultivo sobre las caracteristicas de los callos formados en ellos.
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Tabla 10. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D y 6-BAP en la formacion de callos
potencialmente embriogénicos.

Medio | Composic. Formacion de callos de grado 3 (%)
induct. del
de medio Clones evaluados
callos |24-Dy6-BAP | CEMSA 78-354 | INIVITB 90-1 | INIVIT B 93-1 Yabu-8 Jewel

- (mg.L™) TCF | CPE | TCF | CPE | TCF | CPE | TCF | CPE | TCF | CPE

M; 025 0,25 [90,0bc| 50,0h [ 100a | 76,0f | 100a | 70,0c | 80,0c | 34,0k | 100a | 66,0g

M, 0,50 0,25 100a | 96,0a | 100a | 100a | 100a | 100a | 100a | 90,0a [ 100a | 100a

M 1,0 0,25 |[96,0ab |88,0bc| 100a [90,0bc | 100a [90,0bc | 74,0d | 72,0d | 100a | 94,0b

M, 20 0,25 100a | 90,0b | 100a |88,0cd| 100a [ 90,0b | 88,0b | 86,0b | 100a | 90,0 ¢

Ms 25 025 |80,0cd| 50,0h | 96,0b | 60,0h | 100a | 64,0f [ 80,0c [ 48,01 [ 90,0b | 72,0f

Mg 0,25 0,50 100a | 8.,0c | 100a | 84,0e | 100a | 90,0b | 100a | 60,0g | 100a | 85,0d

My 0,50 0,50 76,0d | 80,0d [ 90,0c | 88,0cd| 940b | 90,0b | 84,0bc | 58,0g | 100a | 80,0e

Mg 1,0 0,50 68,0e | 740f | 100a [86,0de| 100a | 78,0d | 100a | 60,0g | 100a | 88,0cd

Mo 20 0,50 100a | 80,0d | 100a | 92,0b | 100a | 90,0b [ 100a | 82,0c [ 100a | 84,0d

Mio 25 0,50 84,0c | 86,0c | 90,0c | 88,0cd| 96,0b | 84,0c | 80,0c | 64,0f [ 840c [ 80,0¢e

My 025 1,0 100a | 80,0d | 100a | 88,0cd| 100a | 90,0b [ 100a [ 64,0f [ 100a | 86,0d

My, 0,50 1,0 100a | 76,0ef | 100a |88,0cd| 100a [ 84,0c [ 100a | 60,0g | 100a | 90,0c

Mys 10 1,0 86,0c | 78,0de | 100a | 84,0e | 88,0c | 80,0d | 80,0c | 68,0e | 100a | 60,0h
My, 20 10 90,0bc | 66,0g | 100a | 72,0g | 100a | 70,0e | 100a | 54,0h | 100a | 60,0h
M5 25 10 40,0f | 48,01 100a | 40,01 100a | 54,0g | 88,0b | 40,01 100a | 50,01

1,20 0,83 0,41 0,62 0,41 0,54 0,58 0,63 0,40 0,49

Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan (p < 0,05).
TCF: Total de Callos Formados. CPE: Callos Potencialmente Embriogénicos.

Segun Garcia (1998), es necesario profundizar en los aspectos cuantitativos (ganancia
en masa fresca) y cualitativos (caracteristicas morfoldgicas) del crecimiento del callo,
pues el resultado es determinante en la formacion de callos potencialmente
embriogénicos. Este mismo autor sefald la importancia del balance hormonal en los
medios de cultivo, planteando que la obtencién de un medio de cultivo éptimo que

permita la formacion de callos potencialmente embriogénicos, requiere de mayor
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Figura 5. Formacién de callos a partir de limbo foliar. (A): Callos potencialmente
embriogénicos. (B): Callos no embriogénicos.
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profundidad en las investigaciones, donde los analisis cuantitativos y cualitativos en el
crecimiento contribuyan de forma esclarecedora para una mejor interpretacién de los
resultados.

Es importante sefalar que el medio M,, compuesto por 2,4-D (0,50 mg.L") y 6-BAP
(0,25 mg.L™), resulté superior al propuesto por Cantliffe (1993) con iguales propdsitos en
clones de boniato, el cual contenia 1,0 mg.L™ de 2,4-D y 0,50 mg.L™ de 6-BAP (Mg), con
un consiguiente ahorro de reactivos y fundamentalmente del riesgo de producir
variabilidad al reducirse a la mitad la concentracion de 2,4-D en el medio de cultivo.

Al ser empleadas las concentraciones mas altas de 2,4-D (1,0; 2,0y 2,5 mg.L") y 6-BAP
(1,0 mg.L™"), en los clones INIVIT B 90-1, Jewel e INIVIT B 93-1 se obtuvieron callos de
color verde palido, con zonas de color crema y la presencia de raices (rizogénesis);
mientras que, con la mas baja concentracion evaluada de ambos reguladores (0,25
mg.L™ de 2,4-D y 0,25 mg.L™" de 6-BAP) se obtuvieron callos de consistencia esponjosa
(Figura 5B).

Estudios relacionados con la composicién del medio de cultivo han sido abordados por
Santana (1982) en el cultivo del cafeto, sefialando que la accién independiente del 2,4-D
en la formaciéon de callos fue nula, pero al combinarse con 6-BAP, ésta fue posible.
Mientras que, al respecto Schoofs y col. (1999); Collado y col. (2005), indicaron que no
sélo el 2,4-D combinado con una citoquinina juega un papel importante en la formacion
de callos; sino que influye en las caracteristicas de los mismos. Por otra parte, Capote y
col. (2000), plantearon que cuando se analiza la respuesta en la formacion de los callos,
se observo que la adicion de 2,4-D combinado con una citoquinina estimulé la formacion
de estos.

Diversos autores sefalaron la importancia del empleo de los reguladores del crecimiento
en la formacion de callos, entre ellos el 2,4-D que es considerado una potente auxina
grandemente empleada con esta finalidad y es la mas efectiva en la formacién de callos
(De Klerk, 1998) y la presencia de los reguladores del crecimiento en el medio promueve
la division celular y estimula el potencial embriogénico en los callos, la relativa
concentracion de los mismos determina el tipo de diferenciacién morfogénica que se
exprese (Bhojwani y Razdan, 1996) y se encuentra relacionado con la sensibilidad de
acciéon de los reguladores del crecimiento sobre la respuesta en determinados tipos de

explantes empleados en el cultivo de tejidos vegetales (Jiménez, 2005).
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Georget y col. (2000) y Desmond (2003), sefalaron los efectos positivos que produce la
interaccion del 2,4-D con 6-BAP para la callogénesis en banano (Musa sp.), resaltando
que estimulan un incremento en la flexibilidad de la pared celular provocada por la
acidificacion de las mismas y ésto facilita el incremento celular, que a su vez posibilita el
crecimiento del callo.

Callos con caracteristicas similares a las descritas en este estudio fueron obtenidos por
Garcia (1998) y Cevallos (2000), los cuales analizaron las caracteristicas cualitativas en
los callos procedentes de explantes de cafeto, al emplear distintas combinaciones de los
reguladores del crecimiento, encontrando diferencias en la morfologia de los mismos
(color, nodulacion y textura) a pesar de existir similitud en el numero de callos formados,
lo cual determina posteriormente, a partir de los mismos, la formacién de los embriones
somaticos (Taiz y Zeiger, 1991; Santana y col., 1998).

Garcia y Menéndez (1987), en trabajos realizados en cafeto (Coffea arabica), llevaron a
cabo experimentos con un amplio rango de combinaciones de 2,4-D y AIB con kinetina y
6-BAP, encontrando que se formaron gran cantidad de callos en diversas de estas
combinaciones y sélo con el empleo del 2,4-D (1,0 mg.L™") y 6-BAP (0,8 mg.L") se
favorecio la formacion de callos potencialmente embriogénicos.

Suksa-Ard y col. (1999); Garcia y col. (2002), plantearon que por lo general, se tiende
mas a buscar el efecto de las diferentes concentraciones a través de diversas
combinaciones hormonales, asumiéndose que existe un balance en el proceso y el
mismo sea reproducible. Sin embargo, también es necesario conocer la accion que
dichos reguladores ejercen a diferentes niveles, asi como su interrelaciéon con el
complejo hormonal endégeno del explante que sin dudas es muy diferente al de la planta
intacta, pues no existe una regulacion centralizada y organizada (Piferrer y col., 2001).
De manera general, los callos formados potencialmente embriogénicos fueron de color
crema-amarillo, nodulares y consistencia friable, siendo posible obtener poblaciones
uniformes con predominio de callos pertenecientes al grado 3 de la escala propuesta por
Santana (1982).

En lo adelante en el presente trabajo se empleara la combinacién de 2,4-D (0,50 mg.L™)
y 6-BAP (0,25 mg.L™) por ser la que mejores resultados ofrecié para la formacion de

callos potencialmente embriogénicos.
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Conjuntamente con la composicion del medio y el tipo de explante seleccionado para la
formacion de callos, el tiempo de permanencia de éstos en el medio de cultivo (edad del
callo) resulta importante para el desarrollo de etapas posteriores y se encontrd en las
condiciones experimentales descritas que el momento Optimo para realizar la
transferencia de los callos potencialmente embriogénicos al medio para la formacién de
embriones somaticos estuvo comprendido entre los 28 y 32 dias (Tabla 11).

Antes de este momento, los callos presentaban un color amarillo y consistencia
compactos; lo cual demuestra que requieren de un tiempo mas prolongado en el medio
de cultivo. Hasta los 36 dias los callos mantuvieron el color crema-amarillo, nodulares y
consistencia friable, y posteriormente tomaron un color crema-oscuro, lo que indicé la
pérdida de potencialidades embriogénicas en los mismos, comenzando el necrosado y
senescencia del callo, lo cual pudo ser causado por el envejecimiento de las células
conjuntamente con el agotamiento de los nutrientes y el agua como constituyentes del

medio de cultivo.

Tabla 11. Influencia de la edad del callo sobre las caracteristicas del mismo.

Edad del callo Caracteristicas de los callos
(dias) Callos formados Color Nodular Friable Compacto

20 ++ Amarillo -- -- *

22 ++ Amarillo -- -- *

24 +++ Amarillo * -- *

26 +++ Amarillo * -- *

28 +++ Crema — Amarillo *% *k --

30 -+ Crema — Amarillo *k *ok --

32 -+ Crema — Amarillo *k ** --

34 +++ Crema — Amarillo * * --

36 +++ Crema — Amarillo * * --

38 +++ Crema — Oscuro * - *

40 +++ Crema — Oscuro * -- *
Cantidad de callos formados: Nodular: Friable: Compacto:
(-): no formacion (Grado 0). (-): no nodular. (-): no friable. (-): no compacto
(+): ligera formacion (Grado 1). (*): poco nodular. (*): poco friable. (*): compacto.
(++): formacion del callo (Grado 2). (**): nodular. (**): friable.

(+++): abundante formacion (Grado 3).
La edad del callo constituye un aspecto de gran importancia en el proceso callogénico en
las diferentes especies vegetales y las caracteristicas morfologicas pudieran constituir un

marcador cualitativo de gran utilidad practica para determinar el momento del pase de
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los mismos a otros medios, ya que el tiempo de permanencia en el medio de cultivo
define el posterior comportamiento de éstos en la formacion de embriones somaticos
(Garcia, 1998).

Gonzalez (2001) y Gonzalez (2003), al evaluar la edad del callo en henequén (Agave
fourcroydes Lem.) y cafeto, respectivamente, plantearon que es evidente la marcada
influencia que ejerce la composicion hormonal endégena del explante empleado y los
reguladores del crecimiento en el medio de cultivo sobre la edad de los callos y ésto se
manifiesta en sus caracteristicas morfoldgicas.

De manera general, se puso de manifiesto que es necesario evaluar en los callos sus
caracteristicas cuantitativas y cualitativas, expresadas en la cantidad, color, nodulacion y
textura de los callos, a fin de garantizar un adecuado desarrollo de los posteriores
eventos en el proceso de embriogénesis somatica; por lo que se estableci6 los 30 dias

como momento 6ptimo para pasar los callos a la siguiente etapa.

4.5. Experimento V: Formacion de embriones somaticos.

La concentracién de 0,2 mg.L™" de 2,4-D resultd significativamente superior al resto de
las empleadas para la formacién de embriones somaticos, como se observa en las
figuras 6A y 6B, excepto en el clon CEMSA 78-354, en que no difirid significativamente
de 0,1 mg.L™". El nimero de embriones somaticos formados en esta concentracién de
2,4-D estuvo entre 51,0 en el clon Yabu-8 y 70,4 en el clon INIVIT B 93-1 (Tabla 12).

En el clon CEMSA 78-354 se obtuvieron 64,5 y 62,2 embriones somaticos como
promedio por callo con el empleo del 2,4-D (0,2 y 0,1 mg.L™"), respectivamente, sin existir
diferencias significativas entre ellos pero si con el resto de las concentraciones
evaluadas; mientras que, la mas baja concentracion (0,05 mg.L™") fue la que ofrecié peor
comportamiento en la formacion de embriones somaticos, en todos los clones.

En el clon INIVIT B 90-1 se lograron con 0,2 mg.L”" de 2,4-D hasta 68,0 embriones
somaticos como promedio por callo, resultando la mejor concentracién evaluada.
Mientras que, las concentraciones de 0,05 y 0,1 mg.L™" no difirieron significativamente
entre ellas y la concentracién de 0,25 mg.L™ resultd la peor en este clon.

En el clon INIVIT B 93-1 se obtuvo una alta formacion de embriones somaticos por callo
(70,4), con el empleo del 2,4-D en el medio de cultivo a la concentracién de 0,2 mg.L™,

mostrando diferencias significativas con el resto de las concentraciones empleadas.
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Figura 6. Formacién de embriones somaticos a partir del limbo foliar.
(A): Callos con embriones soméaticos. (B): Abundante
formacion de embriones somaticos.
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Es de destacar que, en el clon Yabu-8 se observé un numero total menor de embriones
somaticos formados; se obtuvo 51,0 embriones somaticos por callo en la concentracion
de 0,2 mg.L‘1 que fue significativamente superior al resto y solo 27,0 en la concentracion
de 0,25 mg.L" que resultd ser menos favorable en este clon, lo que pudiera ser
explicado por la sensibilidad a la concentracion del regulador del crecimiento usada en la

presente etapa.

Tabla 12. Efecto de la concentraciéon de 2,4-D en la formacion de embriones somaticos.

Tratamientos NUmero de embriones somaticos por callo
(2.4-D) Clones evaluados

(mg.L™) CEMSA 78-354 | INIVIT B90-1| INIVIT B 93-1 Yabu-8 Jewel
Ml 0,05 350c¢ 61,0b 51,0c 330c 23,0d
Ml, 0,1 62,2a 63,0 b 52,0c 41,0b 61,0b
Mi; 0,2 64,5 a 68,0 a 70,4 a 51,0a 70,0 a
Ml, 0,25 41,8b 50,5¢ 67,00 27,0d 56,0 ¢

-- ES () 0,42 *** 0,19 **x* 0,32 #** 0,57 *** 0,42 ***

Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

El clon Jewel mostr6é altos valores en el nimero de embriones somaticos por callo,
lograndose hasta 70,0 embriones somaticos en la concentracién de 0,2 mg.L™" que fue
significativamente superior al resto. Las dosis extremas resultaron menos favorables,
siendo la dosis de 0,05 mg.L™" de peor comportamiento, difiriendo significativamente del
resto, con solamente 23,0 embriones somaticos por callo.

Qing-chang y col. (1992) y Qi y col. (1996), obtuvieron los mejores resultados en la
formacion de embriones somaticos en el cultivo del boniato con el empleo del 2,4-D (0,2
mg.L™"), alcanzando 32 y 24 embriones somaticos como promedio por callo,
respectivamente, lo cual indica que el numero de embriones somaticos por callo fue
superado en la presente investigacion.

El numero de embriones somaticos formados por callo, en el presente trabajo, supera
los resultados obtenidos por otros investigadores como Liu y Cantliffe (1984) y Torres y

col. (2001), a partir de explantes de limbos foliares de boniato. Asi mismo, Kokubu y col.
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(1993) con 0,2 mg.L" de 2,4-D, lograron la formacion de hasta 20,0 embriones
somaticos por callo en el cultivo del boniato, lo cual se encuentra muy por debajo de los
resultados referidos en el presente trabajo.

Es ampliamente sefalado en la literatura la influencia de aplicaciones exdgenas de
auxinas, preferentemente, el empleo del 2,4-D en el medio de cultivo para la formacién
de embriones somaticos a partir de callos transferidos a estos medios, ya que el mismo
favorece la formacién de embriones somaticos en diferentes especies vegetales
(Jiménez, 2002; Fehér y col.,, 2003), reflejado por su efecto sobre las células
embriogénicas, que es importante en el establecimiento de la simetria bilateral de los
embriones somaticos y por consecuencia el futuro desarrollo de los mismos (Jiménez y
col., 2001).

Cevallos (2000), en estudios realizados en el cultivo del cafeto, plante6 que el papel que
desempefan las auxinas durante el proceso de embriogénesis somatica ha sido
grandemente estudiado y Jiménez (2005), sefalé que en la mayoria de los sistemas
embriogénicos se requiere de esta en el medio de cultivo para la formacién de los
embriones somaticos.

Segun Bhojwani y Razdan (1996) el 2,4-D es, generalmente, necesario para llevar a
cabo la embriogénesis somatica y se ha obtenido con buenos resultados en plantas
como zanahoria (Daucus carota), alfalfa (Medicago sativa), cereales, entre otras.

En la figura 7 se muestra el numero de embriones somaticos en los estadios globular,
corazon y torpedo, obtenidos a los 30 dias de sembrados los callos en el medio de
cultivo para la formacion de embriones somaticos, en cada uno de los clones estudiados.
Como se observo el estadio de desarrollo predominante fue el globular, lo cual indica
que el proceso se encontraba en fase inicial en todos los genotipos. En la concentracion
de 0,2 mg.L”" la cantidad de embriones somaticos globulares superd significativamente
al resto en todos los clones, excepto en el INIVIT B 90-1, que esta concentracién no
difirié significativamente de 0,05 y 0,1 mg.L™" de 2,4-D. Sin embargo, los estadios de
desarrollo de corazon y torpedo resultaron superiores en la concentracion de 0,2 mg.L'1,
aunque sin diferencias significativas para este ultimo estadio de desarrollo al emplear
0,25 mg.L™".
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Figura 7. Namero de embriones sométicos por estadio de desarrollo en las diferentes
concentraciones de 2,4-D.

(Letras iguales no difieren significativamente entre si para Duncan, p < 0,05)
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Los clones INIVIT B 90-1, Yabu-8 y Jewel presentaron los mayores valores de
embriones somaticos en el estadio de corazén con la concentracion de 0,2 mg.L™" y este
tltimo sin diferir significativamente con la concentracién de 0,1 mg.L™.

Es valido senalar que, aunque el clon Yabu-8 mostré un comportamiento similar a los
restantes y los mejores resultados en la formacion de embriones somaticos se
alcanzaron en la concentracién de 0,2 mg.L'1 y prevalecié para este tiempo de
evaluacion el estadio de desarrollo globular, sus valores generalmente resultaron
inferiores con relacion a los logrados en los restantes clones evaluados.

Se observé la alta formacion de embriones somaticos, dando apariencia de una roseta,
este fendmeno fue sefalado por Michaux-Ferriere y col. (1987), destacando que los
embriones somaticos son capaces de aparecer en diferentes estadios de desarrollo;
coincidentemente con ello, no se observo uniformidad en la formacion, estadios de
desarrollo, color y forma de los embriones somaticos en el presente experimento; lo cual
se ha atribuido a que una vez formadas las células embriogénicas, no todas se
encuentran simultaneamente listas desde el punto de vista fisiolégico para expresar su
totipotencia, aun en un medio favorable para su cultivo (Gonzalez, 2003).

La asincronia como fendmeno ha atraido la atencién de varios autores en el proceso de
embriogénesis somatica (Cevallos, 2000; Gonzalez, 2001; Hita y col., 2003; Gonzalez,
2003), los cuales plantearon que constituye la causa que las poblaciones de embriones
somaticos muestren un amplio rango de tamanos y estadios de desarrollo, es el principal
problema que presenta este sistema para su aplicacion industrial y es un fendbmeno
comun a todos los cultivos y se inicia a nivel celular, ya que todas las células no
muestran el mismo tamafo, ni el mismo grado de desarrollo (Michaux-Ferriere y col.,
1987). Diversos autores han sefialado que el control de determinados factores pudiera
contribuir a la disminucion de la asincronia, tal es el caso de la formacion de embriones
somaticos secundarios, cuyo origen puede ser a partir del eje principal del embrién o en
la zona del suspensor (Gonzalez, 2003); lo que podria contrarrestarse con la disminucion
0 suspension de los niveles de auxinas en los medios de cultivo, ya que éstos estimulan
la division de las células embriogénicas que permanecen en estado de latencia en las
paredes del eje principal o de las células del suspensor.

Cevallos (2000), estudi6 el efecto del tamizaje celular sobre la produccion de embriones

somaticos, logrando una mayor sincronizacion del proceso. El control del pH es otro
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factor a considerar, ya que segun el valor, es posible dirigir el proceso hacia la formacion
de embriones somaticos en un estadio de desarrollo determinado. Sin embargo, esta
problematica no ha sido resuelta en la mayoria de los cultivos que exhiben la
embriogénesis somatica como una via de diferenciacion (Santana, 1993).

De manera general, se evidencio un incremento en los primeros estadios embrionarios
(globulares), los que se apreciaron a los 30 dias después de la siembra de los callos, los
cuales posteriormente pasaron por los diferentes estadios de desarrollo y el mejor
comportamiento se obtuvo para la concentracion de 0,2 mg.L'1 de 2,4-D, por lo que esta
se empleara en lo adelante en la presente investigacion.

Es necesario destacar que, los resultados alcanzados en el presente trabajo en lo
referente al numero de embriones somaticos formados por callo (hasta 70,0), resulté
superior al sefalado por otros autores en este cultivo e incluso al obtenido en otras
especies, lo cual permite una mayor eficiencia en el proceso y para algunos de los
clones evaluados (INIVIT B 90-1, INIVIT B 93-1 y Yabu-8) constituye el primer informe
de formacién de embriones somaticos.

Posterior a los 30 dias, los embriones somaticos continuaron su crecimiento, pasando
por los diferentes estadios de desarrollo tipicos de los mismos (globular, corazon,
torpedo y cotiledonal) y para obtener este ultimo estadio de desarrollo se hace necesario
el empleo de un medio que favorezca la maduracidén conjuntamente con la aparicion de
los cotiledones y garantice la obtencion de una respuesta adecuada en las siguientes
fases del proceso, logrando mayor calidad del embrion, tanto en sincronia como en
morfologia.

El embridén somatico requiere de un determinado tiempo para alcanzar su completa
formacion. En la figura 8 se muestran los estadios de desarrollo de los embriones
somaticos en el clon INIVIT B 93-1, tomado como modelo por su alta capacidad de
respuesta en la formacién de los mismos.

Una vez que aparecieron los embriones somaticos en el estadio globular, pudo
observarse que permanecieron en el mismo por un periodo de tiempo promedio de cinco
dias, en ese momento, pasaron al estadio de corazén en el cual se mantuvieron por un
periodo de tres dias; este estadio de desarrollo es apenas observable en otros cultivos
en los cuales permanece por un periodo de tiempo corto y en otros no se observa

(Cevallos, 2000).
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Una vez transcurrido dicho tiempo, aparecieron los embriones somaticos en el estadio
de torpedo, en el cual permanecieron durante 10 dias, a partir de los cuales comenzo la

aparicion de los cotiledones.

= 2
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= 5 G c T
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w
. . , , Leyenda:
G: Globular.
0 2 10 13 20 C: Corazoén.
Tiempo (dias) T: Torpedo.

Figura 8. Duracion de los estadios de desarrollo de los embriones somaticos en el clon
INIVIT B 93-1.

El color de los embriones somaticos en el estadio globular y corazén fue crema-amarillo
y posteriormente, aparecieron en el estadio de torpedo de color verde-amarillo y forma
alargada.

Las observaciones realizadas resultan importantes para lograr la formacién de
vitroplantas, teniendo en cuenta el tiempo de permanencia de los embriones somaticos
en cada estadio de desarrollo, mas aun si se piensa en la produccion industrial de
embriones somaticos en biorreactores para lograr automatizar el proceso.

Los resultados alcanzados en la presente investigacion sirven de partida para futuras
investigaciones; ya que no existen antecedentes en Cuba de trabajos realizados en
relacion con el estudio de la duracién de los estadios de desarrollo de los embriones

somaticos en el cultivo del boniato.

4.6. Experimento VI: Caracterizacion histolégica del proceso de embriogénesis

somatica.
Formacion del callo potencialmente embriogénico.
En las secciones transversales del limbo foliar, se observod la estructura caracteristica de

este tipo de tejido, donde se distingue claramente la epidermis adaxial y abaxial, el
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Figura 9. Cortes histoldgicos del limbo foliar y de callos de boniato del clon INIVIT B 93-1.

(A): Secciones transversales del limbo foliar tomadas al momento de realizar la siembra. (B):
Callo con 30 dias de formado y con predominio de células pequefias y abundantes. (C): Seccion
transversal de un callo con zonas embriogénicas después de los cinco dias del subcultivo. (D):
Seccidn transversal de un callo con estructuras proembriogénicas. Barras en las fotos: (A) =100
my, (B) =150 my, (C) y (D) =200 mp.

Leyenda: EAd: Epidermis Adaxial. EAb: Epidermis Abaxial. PEm: Parenquima en Empalizada. PEs:
Parenquima Esponjoso. CE: Células Embriogénicas. CNE: Células No Embriogénicas. ZE: Zona
Embriogénica. EPE: Estructura Proembriogénica.

Globular (A) Corazoén (B) Torpedo (C) Cotiledonal (D)

Figura 10. Secciones histoldgicas de los embriones somaticos en diferentes estadios de desarrollo
(Globular, Corazon, Torpedo y Cotiledonal).



Capitulo 4 Resultados y Discusion 65

parénquima clorofilico bien diferenciado en empalizada y el lagunar o esponjoso (Figura
9A).

Posteriormente, se observo la formacion del callo que se habia iniciado en las células
perivasculares del haz, descritos anteriormente por Michuax-Ferriere y col. (1987); Lee y
col. (1997), a partir de explantes de limbos foliares de cafeto y Musa sp.,
respectivamente.

El incremento de crecimiento del callo en todas direcciones dio lugar a que el callo se
hiciera notable y se proyectara al exterior a través de la epidermis, el cual ocup6 toda la
superficie del explante, y en ese momento, se manifestd la etapa de desdiferenciacion
del mismo y se incrementd el crecimiento con la multiplicacion de células
meristematicas, que segun Rodriguez y Mosqueda (1996), se componen de células
isodiamétricas, citoplasma denso, vacuolas pequefias, nucleo prominente y abundante
contenido de almidon; siendo a partir de estas células que se originan los embriones
somaticos, lo cual ha sido informado por Zapata (1994); Gonzalez y Ferrer (1996), en el
cultivo del cafeto.

A los 30 dias de la siembra, el callo presenté una apariencia homogénea y la masa
callogénica crecio hacia la zona abaxial con la predominancia de células potencialmente
embriogénicas y también existieron células de tipo no embriogénicas muy vacuoladas
(Figura 9B), demostrandose que el mismo callo puede presentar células con capacidad
embriogénica y células no embriogénicas, lo cual ha sido discutido por Mukherjee y col.
(2001) y la predominancia de un tipo determinado de células, conlleva a la formacion de
un tipo de callo u otro expresado en su composicion celular y caracteristicas
morfoldgicas, lo cual depende, entre otras cosas, del explante empleado (Rival, 2000;
Goh y col., 2001).

En trabajos realizados por Laparra y col. (1997), demostraron que las células
embriogénicas proceden de las células meristematicas, y segun Rodriguez y Mosqueda
(1996), el aumento en el numero de éstas se debe, casi enteramente, a la division
repetida en tejidos meristematicos especificos que se encuentran en regiones limitadas.
Estudios histoloégicos del callo han sido llevados a cabo por Maximova y col. (2002), los
que destacaron que las células meristematicas que lo determinan se encuentran por los
bordes del explante. En trabajos realizados por Santana (1993), al efectuar un analisis

microscopico de las secciones de los limbos foliares de cafeto sometidos a la accién de
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los reguladores del crecimiento, observé que el callo se origind a partir del parénquima y
su proliferacion ocasion6 posteriormente la ruptura de la epidermis, lo cual indica que el
origen de los callos se encuentra relacionado con el explante empleado y comienza la
formacién del mismo por un callo endégeno que posteriormente se hace visible con la

ruptura de la epidermis (callo exégeno).

Formacion de los embriones sométicos.

Después de los cinco dias de sembrados los callos potencialmente embriogénicos en el
medio de cultivo para la formacién de los embriones somaticos, se observé el desarrollo
de zonas embriogénicas en los callos conformadas por un grupo pequefio de células
redondeadas y muy unidas (Figura 9C), similares a las observaciones realizadas por
Alemanno y col. (1997) en el cultivo del cacao (Theobroma cacao L.), al realizar cortes
histologicos en callos potencialmente embriogénicos colocados en el medio de cultivo
para la formacion de embriones somaticos, planteando que comienzan a aparecer zonas
formadas por pocas células redondeadas que tienen una gran actividad nuclear, gran
cantidad de almidén y alta capacidad de division.

La aparicion de las zonas embriogénicas constituye una primera fase en la formacion de
los embriones somaticos y el agrupamiento celular posteriormente dio inicio a la
formacion de estructuras proembriogénicas (Figura 9D), facilmente visibles que
alcanzaron un mayor tamano y a partir de las cuales se produjo, posteriormente, la
emergencia de los embriones somaticos.

Testillano y col. (2001), sefialaron que las estructuras proembriogénicas se encontraban
formadas por células embriogénicas que, posteriormente, mediante divisiones sucesivas
dieron lugar a los embriones somaticos globulares, los que pasaron por los distintos
estadios de desarrollo similares a los embriones cigoticos.

En estudios histolégicos realizados por diferentes investigadores, éstos plantearon que
en las zonas meristematicas ubicadas en los callos ocurren, frecuentemente, divisiones
anticlinales y periclinales de las células; existiendo poco conocimiento acerca del origen
y el desarrollo de los embriones somaticos (Dangou y col., 2002; Concepcion y col.,
2003).
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Caracterizacion de los embriones somaéticos.

Las secciones longitudinales de los embriones somaticos mostraron la naturaleza bipolar
propia de los mismos (Figura 10) y durante el transcurso de los estadios de desarrollo,
se pudo observar la variacion que tiene lugar en cuanto a forma, tamafo y apariencia de
los mismos, que siguen una trayectoria de desarrollo semejante a los embriones
cigoticos; asociado a cambios que se van presentando a nivel celular con la maduracion
de los mismos (Michaux-Ferriere y Carron, 1989; Farias, 2000).

Al realizar el corte histolégico a los embriones somaticos en el estadio globular, se
observé la forma tipica redondeada de este tipo de estructura embriogénica, conformada
por células meristematicas (Figura 10A).

Los embriones somaticos en el estadio de corazén (Figura 10B), permanecieron por un
periodo de tiempo corto, como fue descrito anteriormente, caracterizados por presentar
un mayor tamafno que el estadio globular y una forma acorazonada, la cual da el nombre
a este estadio de desarrollo, permitiendo con el posterior crecimiento y desarrollo del
mismo que el embridon somatico transitara a una etapa superior.

En la figura 10C, se muestra la imagen de un embrién somatico en estadio de torpedo
obtenido en las mismas condiciones y medio de cultivo que los anteriores y constituye un
estadio de desarrollo mas avanzado del mismo, que presenta la forma de estructura
alargada caracteristica de los embriones somaticos en el estadio de torpedo,
conformada por un eje apical y radical, siendo ésta una de las propiedades
fundamentales que los diferencian de las estructuras que se forman durante el proceso
de organogénesis.

En la figura 10D, se puede apreciar el ultimo estadio en la formacién de un embrion
somatico (cotiledonal) y se observa la aparicion de los cotiledones completamente
desarrollados, caracteristica propia de este estadio.

Segun Budimir (2003), al realizar estudios de los diferentes estadios de desarrollo de los
embriones somaticos, le confiere gran importancia a las células presentes, ya que
aunque todas las células de un organismo son consideradas del mismo genotipo, no
todas las células de un tejido o explante responden a la formacion de embriones
somaticos de igual manera; debido a que, solamente ciertas células parecen estar aptas

para responder a la embriogénesis somatica bajo la influencia de los reguladores del
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crecimiento, lo cual trae consigo la necesidad de llevar a cabo estudios histolégicos
detallados del proceso de embriogénesis somatica.

En el cultivo del boniato, éstos constituyen los primeros informes de la caracterizacion
histologica del proceso de embriogénesis somatica, lo cual facilita el estudio de la

formacién de los callos y la obtencion de los embriones somaticos.

47. Experimento VII: Efecto del ABA en la maduracién de los embriones

somaticos.
El aumento de tamafo de los embriones somaticos responde a la acumulacion de
sustancias de reserva obtenidas a partir del medio de cultivo, lo cual provoca un cambio
de coloracién en los embriones somaticos y un mayor vigor que le permite la posterior
germinacion del mismo.
Segun Jiménez (2005), con la presencia del ABA en el medio de cultivo se induce la
desecacién parcial de los embriones somaticos y se logra el desarrollo de los mismos, lo
cual es considerado importante para la posterior germinacién de los embriones
somaticos y conversion en plantulas.
Se observo durante el proceso de maduracion, un incremento significativo en el tamafio
de los embriones somaticos en comparacion con el que presentaban en el momento de
la siembra, expresado por un crecimiento de los cotiledones y ademas se manifestdé un
cambio de coloracién observandose la presencia de un color verde intenso.
En todos los clones evaluados, los mayores porcentajes de embriones somaticos
maduros se obtuvieron en la concentracién de 1,0 mg.L”" de ABA (Figura 11) y se
destacaron los clones INIVIT B 93-1 e INIVIT B 90-1 con mas del 85,0% y el Jewel cerca
del 80,0%, existiendo diferencias significativas con las demas concentraciones en todos
los clones.
Los clones CEMSA 78-354 y Yabu-8 presentaron los valores mas bajos en la
maduracion de los embriones somaticos con 45,0 y 50,0%, respectivamente, difiriendo
significativamente del resto de las concentraciones evaluadas para cada clon. Con el
empleo de las demas concentraciones los resultados fueron menos favorables en la
maduracion de los embriones somaticos y en el medio libre de reguladores del
crecimiento se alcanzo, en algunos clones como el Yabu-8 y el CEMSA 78-354, valores

entre 0 y 10,0%, respectivamente.
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Figura 11. Influencia del ABA en la maduracion de los embriones somaticos.

(Letras iguales no difieren significativamente entre si para Duncan, p < 0,05)
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Torres y col. (2001) y Gonzalez (2003), en boniato y cafeto, respectivamente,
encontraron que en ausencia de ABA en el medio de cultivo, los embriones somaticos no
maduraron, muchos presentaron anormalidades y un desarrollo unipolar. En la presente
investigacion en ausencia de ABA los embriones somaticos se necrosaron y no
germinaron, trayendo consigo que se demore la germinacion de los mismos y no
desarrollan en plantulas, un comportamiento completamente diferente al observado en
presencia de este regulador, lo cual segun los autores antes mencionados, pudiera
deberse a que en presencia de ABA se inhibe la division celular, favoreciendo el
completo desarrollo de los embriones somaticos formados durante el proceso.

Algunos autores han destacado el papel del ABA en los medios de cultivo para la
maduracion de los embriones somaticos, como es el caso de Gonzalez y col. (2000), al
estudiar la regulacion del desarrollo de embriones somaticos en cafeto, logrando mayor
calidad de los embriones somaticos tanto en sincronia como en morfologia al emplear
1,0 mg.L”" de ABA en el medio de cultivo, lo cual corrobora lo planteado en relacion con
el efecto que éste ejerce sobre la maduracion de los embriones somaticos.

Parrot (2002); Jiménez (2002) y Corredoira y col. (2003), plantearon que los embriones
somaticos requieren del uso de reguladores del crecimiento antes de germinar y
convertirse en plantulas, siendo necesario el proceso de maduracion, el cual se
caracteriza por la acumulacion de sustancias de reservas de forma analoga a la madurez
fisiolégica de los embriones cigéticos que conforman las semillas; lo que corrobora los
estudios realizados por Aderkas y col. (2001), los cuales sehalaron que la maduracién
comienza cuando el embrion somatico completa el proceso de histodiferenciacion y
después el crecimiento por mitosis se detiene y las células se comienzan a expandir y
acumular sustancias de reservas, especialmente, proteinas y carbohidratos que ayudan
a incrementar la tolerancia a la desecacion y al estrés provocado bajo las condiciones
artificiales. Por otra parte, la maduracién de los embriones somaticos posibilita la
obtencion de vitroplantas aptas para soportar la fase de aclimatizacién (Bhojwani y
Razdan, 1996; Castillo, 2000; Hilde e Inzé, 2001).

El efecto del ABA en la maduracion de los embriones somaticos ha sido estudiado por
otro grupo de autores, tales como Barranco (2000); Ashok y col. (2003); Gonzalez (2003)
y Langhansova y col. (2004), al evaluar el empleo de este regulador del crecimiento en

cultivos de banano, pepino (Cucumis sativus), cafeto y plantas medicinales como el
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ginseng (Panax ginseng), respectivamente, los cuales plantearon que los embriones
somaticos necesitan ser colocados en un medio de cultivo especifico para favorecer la
maduracion de los mismos y la acumulacion de sustancias de reserva, garantizando la
obtencién de una respuesta adecuada a las siguientes fases del proceso.

Los resultados alcanzados en el presente estudio, se encuentran en correspondencia
con los autores antes mencionados y con lo planteado por Sanchez y col. (2003); Mauri
y Manzanera (2003), en el arbol del caucho (Quercus ilex L.), quienes encontraron que el
proceso de maduracion de los embriones somaticos, posibilité el aumento de la
germinacion de los mismos.

Segun Danso y Ford (2004), el analisis de las concentraciones de ABA a emplear resulta
importante para la conversion en plantulas de los embriones somaticos y éste constituye
el regulador del crecimiento mayormente usado durante el proceso de maduracion de los
mismos. En la presente investigacion se seleccioné la concentracion de 1,0 mg.L™" para
ser empleada con esta finalidad.

De manera general, se puede plantear que los mejores resultados en la maduracién se
alcanzaron al colocar los embriones somaticos en el medio de cultivo que contenia ABA

a la concentracién de 1,0 mg.L™.

4.8. Experimento VIlI: Germinacién de los embriones somaticos.
En los medios suplementados con 6-BAP (MGg, MG7 y MGg) y Kinetina (MGg, MG ¥y

MG11), no se produjo la germinaciéon de los embriones somaticos en ninguno de los

clones.

Los clones CEMSA 78-354 y Yabu-8 no respondieron a ninguno de los medios
empleados, permaneciendo los embriones somaticos en el estadio cotiledonal vy
necrosandose posteriormente. Ambos clones pueden ser considerados como muy
recalcitrantes segun lo planteado por Jarret (1989), al expresar que la germinacion
constituye una etapa critica en el proceso de embriogénesis somatica, siendo muy
frecuente la baja respuesta de los mismos y en ocasiones no se lleva a cabo.

Segun Orellana (1998), un factor de gran importancia en el cultivo in vitro es el genotipo
que se trabaje, ya que el indice de propagacion es diferente para cada una de las

especies y para los diferentes clones dentro de la especie. En muchos casos las
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diferencias entre los genotipos puede ser determinante, existiendo algunos cuya
multiplicacién es extremadamente dificil, conocidos como genotipos “recalcitrantes”.

Es valido destacar que, los resultados alcanzados en el presente estudio difirieron de los
informados por Jarret (1989); Salinas y col. (1990); Cantliffe (1993), al emplear con éxito
el 6-BAP y la Kinetina en el medio de cultivo para la germinacion de los embriones
somaticos en clones de boniato diferentes a los evaluados en la presente investigacion.
Como se puede observar en la tabla 13, la concentracién de 0,25 mg.L™ de tidiazurén
(TDZ) ofrecioé los mayores valores en la germinacion de los embriones somaticos, los
cuales se muestran en la figura 12A; presentando diferencias significativas con el resto
de los tratamientos en los tres clones; al emplearse una concentracion inferior o superior,
se produjo un efecto depresor sobre ésta.

Onay y col. (2000) en frutales y Motoike y col. (2001) en el cultivo de la vid (Vitis
vinifera), emplearon concentraciones de 0,2 y 0,25 mg.L'1 de TDZ, respectivamente,
para la germinacion de los embriones somaticos, obteniendo buenos resultados. Por otro
lado, estudios relacionados con los procesos de germinacion en el cultivo in vitro han
sido abordados por Freire (2002), en trabajos realizados en cafia de azucar (Saccharum
officinarum L.) y el mayor porcentaje de germinacion de los embriones somaticos
(53,8%), se obtuvo cuando fueron sometidos a una fase de maduracion previa a la
germinacion.

Tabla 13. Efecto de la composicion del medio de cultivo en la germinacion de los
embriones sométicos.

Tratamientos Germinacion de los embriones somaticos (%6).
Clones evaluados
EED el Composicion del INIVITB90-1 | INIVIT B 93-1 Jewel
germinacion | medio de cultivo (mg.L™)

MG, MS + NO™; (mitad) sin 4,0d 8,0¢ 10,0d
reguladores del crecimiento

MGs TDZ (0,1) 44,0 b 30,0b 40,0 ¢

MG, TDZ (0,25) 50,0 a 60,0 a 60,0 a

MGs TDZ (0,4) 35,0¢ 30,0 b 55,0b

ES (2) 0,16 ** 0,21 ** 0,18 **
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Figura 12. Obtencion de vitroplantas. (A): Germinaciéon y conversion de los
embriones somaticos en plantulas. (B): Vitroplantas obtenidas a
partir de embriones somaticos.
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Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

La reduccién de los nitratos a la mitad en el medio de cultivo sin reguladores del
crecimiento (MG4) y el empleo de los nitratos en el medio al ciento porciento sin
reguladores del crecimiento (MG;), han sido recomendados para favorecer la
germinacion de los embriones somaticos en especie lefiosas (Mauri y Manzanera, 2003;
Corredoira y col.,, 2003). Sin embargo, no resultaron favorables en la presente
investigacion, ya que con el empleo de los nitratos en el medio de cultivo al ciento
porciento no se obtuvieron resultados y con el nitrato a la mitad se obtuvieron valores
muy bajos para este tratamiento en los clones evaluados y como se observa en la tabla
13, resulto inferior al resto.

Segun Jiménez (2001), pueden existir fallas en la germinacion de los embriones
somaticos seleccionados como maduros por sus caracteristicas morfologicas y ésto
puede estar dado porque fisiolégicamente no han alcanzado el grado de madurez que le
permita la germinacion en un medio apropiado; por lo que es poco frecuente lograr el
100% de germinacién en especies vegetales aun cuando morfolégicamente los
embriones somaticos posean caracteristicas de madurez.

De Feria (2001); Walker y Parrot (2001), plantearon que la germinacion de los embriones
somaticos constituye un paso importante para la validacion in vitro de cualquier proceso
embriogénico y es uno de los mayores obstaculos durante el proceso de la
embriogénesis somatica de numerosas especies.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion demostraron que el TDZ tuvo un
efecto positivo en la germinacion de los embriones somaticos en Ipomoea batatas, ya
que posee una alta actividad como citoquinina, estimulando en general la germinacién
de los mismos y es por ello que se ha utilizado ademas, para la regeneracién de
plantulas a partir del cultivo in vitro en especies recalcitrantes y en la micropropagacion
de un gran numero de cultivos (Murthy y col., 1998). Por otro lado, Fehér y col. (2003) en
estudios realizados en alfalfa, sefalaron la importancia del uso de las citoquininas en la
germinacion de los embriones somaticos y entre ellos se destaca el empleo del TDZ.

En trabajos realizados por Feitosa y col. (2004) en el cultivo de la yuca (Manihot
esculenta Crantz), obtuvieron buenos resultados con el TDZ (0,2 mg.L™") logrando mas
del 80,0% en la germinacion. Mientras que, Benega y col. (2000), lo emplearon en la
germinacion de embriones somaticos en pifia (Ananas comosus (L.) Mer.), mostrando

O. Gonzdlez Paneque Tesis de Doctorado



Capitulo 4 Resultados y Discusion 73

los mismos en presencia de TDZ (0,2 mg.L™") un color verde y una rapida germinacion,
con resultados muy similares a los encontrados en esta investigacion.

La germinacidén constituye una etapa importante a tener en cuenta en el proceso de
embriogénesis somatica, lo cual se demuestra por los resultados obtenidos en el
presente trabajo, los que a su vez superaron los porcentajes de germinacion de
embriones somaticos alcanzados por otros autores en diferentes clones de esta especie,
entre los que se encuentran Salinas y col. (1991); Lépez y col. (2002), los que obtuvieron
entre 20,0 y 30,0%, respectivamente, con el empleo del TDZ en el medio de cultivo, los
cuales expresaron que la germinacion esta determinada por el genotipo y consideraron
los clones que no respondieron como “recalcitrantes”.

Al respecto, Payro y Vidal (2002); Medero y col. (2002), plantearon que la embriogénesis
somatica tiene como limitante principal el bajo porcentaje de germinacion, aspecto que
dificulta su aplicacion en la produccion masiva de plantas, de ahi la importancia de los
resultados obtenidos en esta investigacion para el establecimiento de una metodologia
de uso practico en Ipomoea batatas, con el empleo de 0,25 mg.L™ de TDZ en el medio
de cultivo al alcanzar entre el 50,0 y 60,0% en la germinacién de los embriones
somaticos.

La germinacion de los embriones somaticos en el cultivo del boniato, resulté favorecida
con el uso del TDZ (0,25 mg.L"), en comparacién con los demas tratamientos
empleados, al ser obtenido en los clones evaluados un mayor numero de embriones

somaticos germinados.

4.9. Experimento IX: Conversién en plantulas.

A partir de los embriones somaticos germinados, se logré la conversion en plantulas
luego de ser transferidos al medio de cultivo con GA3z, como se observa en las figuras
12A y 12B, y los mayores valores se obtuvieron con 10,0 mg.L™ (Tabla 14), donde se
alcanzé un 100% de conversion en los tres clones que lograron germinar, existiendo
diferencias significativas con el resto de los tratamientos; se obtuvieron valores
significativamente inferiores y muy bajos cuando se empleé una menor concentracion;
mientras que, con la mas alta concentracion utilizada (15,0 mg.L™) sélo se lograron

plantulas en bajo porcentaje (10,0%) en el clon Jewel.
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Tabla 14. Efecto de diferentes concentraciones de GAs en la conversion en plantulas.
Tratamientos Conversion en plantulas (%)
Clones evaluados
Medio de GA; INIVIT B 90-1 INIVIT B 93-1 Jewel
conversion | (mg.L™)
MC, 5,0 10,0 b 15,b 10,0 b
MC, 10,0 100 a 100 a 100 a
MC; 15,0 Oc Oc 10,0 ¢
ES (2) 0.24 ** 0,26 ** 0,21 **

Medias con letras iguales no difieren significativamente entre si segtn la prueba de Duncan (p < 0,05).

Werbrouck y col. (2000); Sanchez y col. (2003) emplearon el GA; para la conversion en
plantulas a partir de embriones somaticos de Spathiphyllum y en plantas lefiosas,
respectivamente, obteniendo buenos resultados. Los porcentajes de conversion en
plantulas a partir de embriones somaticos en algunos cultivos son aun bajos, tal es el
caso de Musa acuminata que mostré porcentajes de conversion entre 10,0 y 17,4%
(Escobedo, 1996), al igual que en el boniato por Léopez y col. (2002) que obtuvieron
18,2% de plantas regeneradas. En el presente trabajo se lograron resultados superiores
a los alcanzados por los autores antes mencionados y los obtenidos en el cultivo del
boniato por Salinas y col. (1991) y Cantliffe (1993), quienes alcanzaron 28,0 y 32,0%,
respectivamente.

Segun Escalona (1999) y Jiménez (2005), en el cultivo in vitro es reconocido el papel del
GA; en la elongacién de los brotes y su adicion en el medio puede suplir el déficit
enddégeno de este regulador del crecimiento en los mismos y los estudios relacionados
con los niveles enddogenos de GA; en el proceso de embriogénesis somatica son
limitados, pero se conoce de su efecto en esta etapa in vitro y la importancia de la
adicion del GAs al medio, el cual actua como estimulante en el proceso, estos resultados
fueron citados en citricos por Jiménez y col. (2001).

En la tabla 15 se observan los valores de altura de las plantulas a los 20 dias,
obteniéndose el mejor resultado en el clon INIVIT B 93-1 con 10,0 mg.L™" de GAs,
tratamiento que super6 significativamente al resto; en los clones INIVIT B 90-1 y Jewel

de igual manera que en el clon anterior, la mayor altura de las plantulas se obtuvo con la
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concentracion de 10,0 mg.L™" de GAs;, con medias de 6,9 y 5,6 cm, respectivamente,
difiriendo significativamente de las demas concentraciones y entre ellos.

Al evaluar el numero de hojas por plantula, el mejor comportamiento se obtuvo en el clon
INIVIT B 90-1 a las concentraciones de 5,0 y 10,0 mg.L™' de GA3, las cuales superaron
significativamente al resto de los tratamientos evaluados.

En los clones INIVIT B 93-1 y Jewel las medias mayores se alcanzaron con 10,0 mg.L™
de GAs, aunque sin diferencias significativas en el primero para la concentraciéon de 15,0
mg.L" y en Jewel con la concentracién de 5 mg.L”; poniéndose de manifiesto la
influencia del genotipo en la respuesta a concentraciones mayores o menores de este
regulador.

En la concentracion de 10,0 mg.L™" se alcanzaron los mayores resultados en la longitud
de las raices, donde se destaco el clon INIVIT B 90-1 con el mayor valor, el cual difirid

significativamente del resto de los tratamientos evaluados.

Tabla 15. Efecto de diferentes concentraciones de GA; en el crecimiento de las plantulas.

. i Altura NUmero Longitud
Clones Rl CREEIEET 2 de las de hojas de las
de GA; . a
plantulas por raices
conversion (mg.L %) (cm) plantula (cm)
MC; 5,0 59d 6,0a 95¢
INIVIT
B 90-1 MC, 10,0 69c 59a 134a
MC; 15,0 55e 48b 104 b
MC, 5,0 7.8b 32e 8,1d
INIVIT
8,3 3,8d 99b
B 93-1 MC, 10,0 a c
MC; 15,0 7,0 c 3,6d 8,4d
MC; 5,0 4,7 f 490 58¢g
5,6 de 52b 71e
e MC, 10,0
MC; 15,0 4,1g 4,0c 6,3 f
- -- ES (¥) 0,15 *** 0,15 *+* 0;21 ***
-- -- CV (%) 8,26 10,60 5,75

Medias con letras iguales no difieren entres si segtin la prueba de Duncan (p < 0,05).
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De manera general, fue observado un efecto favorable con la concentracion de 10,0
mg.L" de GAs en las variables evaluadas en las plantulas provenientes de todos los
clones y al alcanzar un mayor tamafo, la morfologia de las vitroplantas se correspondi6
con la de plantas normales, ya que contaban con dos o mas hojas verdaderas de forma

y color en correspondencia con las caracteristicas morfoldgicas de los clones evaluados.

4.10. Experimento X: Analisis bioquimicos y moleculares.

4.10.1. Anélisis bioquimicos.

Las peroxidasas es el sistema enzimatico mas estudiado, catalizan la oxidacion de
fenoles y estan implicadas en los procesos de crecimiento, respiracion y resistencia a
enfermedades (Iglesias y Gonzalez, 1995), por tal motivo su estudio es de gran
importancia en la evaluacion de la variabilidad de las diferentes especies.

El numero y posicién de las bandas correspondientes al sistema peroxidasas (Px) fueron
idénticas para los cinco clones estudiados, asi como para las vitroplantas pertenecientes
al clon INIVIT B 93-1; lo cual indica que, al parecer, el proceso de embriogénesis
somatica no indujo variacién en este sistema para este clon.

El sistema peroxidasas se caracterizd por la presencia de nueve bandas, de las cuales
cuatro presentaron mayor grosor e intensidad de tinciéon (bandas 1, 4, 7 y 9), en
comparacion con las restantes bandas obtenidas (Figura 13).

No hubo diferencias en el perfil isoenzimatico de los callos potencialmente
embriogénicos y los no embriogénicos. Sin embargo, en los callos que hubo presencia
de embriones somaticos no aparecio la banda seis. La banda siete estuvo presente soélo
en los tres tipos de callos, tanto potencialmente embriogénicos como no embriogénicos y
con embriones somaticos, por lo que parece, su actividad esta relacionada con el
proceso propio de la callogénesis.

El sistema esterasas (Est) resultdé el mas polimorfico; en el zimograma del mismo se
observan un total de quince bandas, de las cuales, ocho fueron comunes a todos los
clones (Figura 14). Entre los clones se presentaron diferencias, ya que todos mostraron
distintos zimotipos, al existir bandas propias o ausencia de algunas bandas entre éstos,
por lo que el sistema podria emplearse para su identificacion. Las vitroplantas obtenidas

del clon INIVIT B 93-1 a partir de embriones somaticos poseen idéntico zimotipo que el
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clon donante; lo cual indica que, el proceso de embriogénesis somatica no indujo
variacion para este sistema.

Los callos potencialmente embriogénicos y con embriones somaticos pertenecientes al
clon INIVIT B 93-1, mostraron idénticos patrones de bandas y se diferenciaron del callo
no embriogénico porque este ultimo no presento la banda 2, caracterizada por una alta
intensidad de tincion; lo cual puede ser un elemento de gran importancia para identificar
callos potencialmente embriogénicos y esto permitira desde etapas muy tempranas del
proceso, poder seleccionar los callos con estas caracteristicas, lo que denota la sintesis
de determinadas formas proteicas para los estadios de desarrollo del callo, siendo esto
estudiado por Gonzalez (2001) en henequén y Hernandez y col. (2004) en boniato, al
expresar que el hecho de haberse encontrado el mismo patron de bandas para las
muestras de los callos, sugiere que esta técnica puede ser utilizada para detectar
patrones comunes entre los materiales en el proceso de embriogénesis somatica e
identificar la posible utilizacion de los mismos en la caracterizacion de los callos con
potencialidades embriogénicas.

Moré (2000) en el cultivo de la papa (Solanum tuberosum, L.), al realizar estudios con el
empleo del sistema esterasas, destacé la presencia de bandas distintas en los callos, lo
cual indica la factibilidad de su empleo en la caracterizacion de los mismos. De igual
manera, Bapat y col. (1992), en trigo (Triticum astivum, L.), sefialaron la importancia de
la caracterizacion de los perfiles isoenzimaticos de las esterasas durante el proceso de
formacién de callos potencialmente embriogénicos y no embriogénicos.

Segun Cavalcante y col. (1994), el estudio de las isoenzimas se considera apropiado
para distinguir entre los callos potencialmente embriogénicos y los no embriogénicos en
el cultivo del boniato, siendo éste un factor asociado con la actividad isoenzimatica, lo
cual se corroboro en este estudio para el sistema esterasas.

En la especie |. batatas el sistema esterasas posee un valor taxonémico marcado,
pudiendo servir para identificar los diferentes clones, y de igual forma, la banda 2 puede
emplearse para seleccionar los callos potencialmente embriogénicos.

El sistema anhidrasa carbdnica (AC) mostré trece bandas (Figura 15), caracterizadas en
su mayoria por una gran intensidad de tincién; diez de ellas fueron comunes a todos los
clones, solamente el CEMSA 78-354 e INIVIT B 93-1, tuvieron idénticos zimotipos

diferenciandose del resto y éstos entre si por la presencia o ausencia de alguna banda.
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Figura 13. Zimograma del sistema isoenzimético peroxidasas (A) y foto del gel (B).

Leyenda: Representacién en columnas de los clones CEMSA 78-354 (1), INIVIT B 90-1 (2), Jewel (3), Yabu-8 (4)
e INIVIT B 93-1 (5), callos no embriogénicos del clon INIVIT B 93-1 (6), callos potencialmente embriogénicos
del clon INIVIT B 93-1 (7), callos con embriones sométicos del clon INIVIT B 93-1 (8) y vitroplantas
regeneradas a partir de embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1 (9).
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Figura 14. Zimograma del sistema isoenzimatico esterasas (A) y foto del gel (B).

Leyenda: Representacién en columnas de los clones CEMSA 78-354 (1), INIVIT B 90-1 (2), Jewel (3), Yabu-8 (4)
e INIVIT B 93-1 (5), callos no embriogénicos del clon INIVIT B 93-1 (6), callos potencialmente embriogénicos
del clon INIVIT B 93-1 (7), callos con embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1 (8) y vitroplantas
regeneradas a partir de embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1 (9).
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El analisis de los patrones de anhidrasa carbdnica no mostrd diferencias entre las
plantas donantes y las vitroplantas del clon INIVIT B 93-1.

Beovides (2002), en estudios realizados con este sistema en el cultivo de la yuca, al
evaluar el material propagado in vitro, encontré que existié uniformidad en el numero de
bandas obtenidas en comparacioén con el material donante.

Segun Roman (2004), se han realizado estudios de la anhidrasa carbdnica en diferentes
especies de plantas, pero aun se encuentra poco estudiada. Aunque no se cuenta con
evidencias de su caracterizaciéon en el boniato, se sabe que esta es una de las proteinas
solubles mas abundantes y se encuentra, fundamentalmente, en los cloroplastos (Lara y
col., 2003). Estos mismos autores plantearon que resulta de gran importancia el empleo
de las isoenzimas para evaluar los procesos que tienen lugar cuando se utilizan las
técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales y mas aun, cuando se utilizan reguladores
del crecimiento en el medio de cultivo, entre los que se encuentra el 2,4-D, cuya
utilizacion reviste una gran importancia para el proceso de embriogénesis somatica, el
cual es utilizado a bajas concentraciones en el presente trabajo.

El empleo del 2,4-D en la embriogénesis somatica del henequén, no produjo variabilidad
genética en el material obtenido (Gonzalez, 2001), lo cual es corroborado con los
resultados logrados en la presente investigacion. El andlisis de la estabilidad genética en
las vitroplantas, es de gran importancia en la validacién del empleo de la embriogénesis
somatica como método de propagacién del material vegetal de manera estable, lo que
fue planteado en los resultados obtenidos por Gonzalez y col. (2002), en investigaciones
relacionadas con la embriogénesis somatica en henequén.

La posible presencia de variabilidad genética en plantulas obtenidas a partir de
embriones somaticos, ha sido analizada por diversos autores (Arias y col., 1997; Iglesias
y Casas, 2004), en diferentes cultivos como la pifia y especies forestales,
respectivamente. Resulta interesante destacar que Santana (1993); Montes y col.
(1995), observaron una gran homogeneidad genética entre las poblaciones obtenidas a
partir de embriones somaticos en cafeto, al encontrar los mismos perfiles e intensidad de
las bandas en los sistemas estudiados, por lo que algunos autores le confieren una gran
importancia a estos estudios, entre los cuales podemos citar a Gonzalez y col. (2001);
Oliveira y col. (2002), en trabajos realizados en los cultivos de tabaco (Nicotiana sp.) y

boniato, respectivamente.
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Figura 15. Zimograma del sistema isoenzimético anhidrasa carbénica (A) y foto del gel (B).

Leyenda: Representacion en columnas de los clones CEMSA 78-354 (1), INIVIT B 90-1 (2), Jewel (3), Yabu-8 (4)
e INIVIT B 93-1 (5), callos no embriogénicos del clon INIVIT B 93-1 (6), callos potencialmente embriogénicos
del clon INIVIT B 93-1 (7), callos con embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1 (8) y vitroplantas
regeneradas a partir de embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1 (9).
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En la figura 16 se representa el dendrograma obtenido a partir de la informacion
aportada por los zimogramas de los diferentes sistemas evaluados, en el que se observa
para un indice de similitud del 0,86 la formacion de dos grupos, en el primero se
encuentran los cinco clones estudiados y las vitroplantas obtenidas a partir de los
embriones somaticos del clon INIVIT B 93-1, lo que denota la afinidad genética de este
material y en el segundo grupo se encuentran los tres tipos de callos evaluados.

Los resultados anteriores constituyen una evidencia en la que el proceso de
embriogénesis somatica, para el clon analizado, no indujo variabilidad genética en las

vitroplantas obtenidas con respecto al donante.
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Figura 16. Dendrograma obtenido a partir de la matriz de similitud por el indice de

Jaccard.

Leyenda: CEMSA 78-354 (1), INIVIT B 90-1 (2), Jewel (3), Yabu-8 (4) e INIVIT B 93-1
(5), callos no embriogénicos del clon INIVIT B 93-1 (6), callos potencialmente
embriogénicos del clon INIVIT B 93-1 (7), callos con embriones soméaticos del clon
INIVIT B 93-1 (8) y vitroplantas obtenidas a partir de embriones somaticos del clon
INIVIT B 93-1 (9).

Segun Cullis y Kumed (2000); Valencia y col. (2002), en trabajos realizados en banano,
plantearon que llevar a cabo el estudio de los analisis bioquimicos con la finalidad de
monitorear o identificar las variaciones somaclonales es de gran importancia, ya que
este es un fendmeno muy difundido en las plantas provenientes de cultivo de tejidos y la
aplicacion de los mismos resulta de interés en los programas donde se apliquen los

meétodos biotecnoldgicos.
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En el cultivo del boniato no se han desarrollado estudios para monitorear la estabilidad
de las vitroplantas obtenidas a partir de embriones somaticos, por lo que los resultados
obtenidos revisten gran importancia al demostrar la factibilidad del empleo de algunos

sistemas con este fin.

4.10.2. Anélisis moleculares del ADN.

Un total de diez cebadores ensayados en el experimento, siete produjeron una
amplificacién aceptable en cuanto a la intensidad de bandas (OPF-15, OPF-14, OPF-04,
OPF-07, OPF-01, OPA-12 y OPF-05) y los cebadores mas informativos fueron el OPF-
01, OPA-12 y OPF-07, al generar el mayor numero de bandas en el donante y las
vitroplantas obtenidas a partir de embriones somaticos (Tabla 16), coincidiendo el total
de bandas obtenidas para el donante y las vitroplantas con todos los cebadores
empleados (Figura 17), existiendo un alto monomorfismo entre ambos materiales
(100%).

Tabla 16. Resultados del andlisis de los RAPD en el material donante y el material
regenerado a partir de embriones sométicos en el clon INIVIT B 93-1.

Clon INIVIT B 93-1

Cebador Secuencia Total de bandas (n) mofoagg?:icas Monomorfismo
Donante | Regenerado (%0)
OPF-15 CCAGTACTCC 4 4 4 100
OPF-14 TGCTGCAGGT 2 2 2 100
OPA-13 | CAGCACCCAC 5 5 5 100
OPF-13 | GGCTGCAGAA 1 1 1 100
OPF-04 | GGTGATCAGG 3 3 3 100
OPF-07 CCGATATCCC 5 5 5 100
OPF-01 | ACGGATCCYG 6 6 6 100
OPF-03 CCTGATCACC 2 2 2 100
OPA-12 | TCGGCCATAG 6 6 6 100
OPF-05 CCGAATTCCC 6 6 6 100
Total 40 40 40 100
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Segun Cornide y col. (2002) y Ramirez (2005), los marcadores moleculares son una
herramienta eficaz para monitorear la estabilidad genética del material vegetal.
Referente al empleo de los marcadores moleculares, Rodriguez y Arencibia (2002); Coto
y Cornide (2002), plantearon que los mismos brindan mas informacion que los
marcadores morfoldgicos, pues el polimorfismo detectado es mayor y no estan
influenciados por el ambiente.

La funcionalidad de los cebadores empleados en este trabajo, para detectar variacion
genética, ha sido informada por Peteira y col. (1999) y Peteira y col. (2001), en estudios
de diversidad genética en diferentes especies vegetales del género Lycopersicon,
quienes demostraron que los mismos son efectivos para estos estudios y no han sido
senalados con anterioridad para el cultivo del boniato, por lo que deberan probarse otros
cebadores antes de hacer conclusivos los resultados de monomorfismo encontrados
para el donante y las plantas regeneradas a partir de embriones somaticos del clon
INIVIT B 93-1.

Las isoenzimas y los RAPD han sido usados extensamente para determinar diversidad
genética y relaciones entre especies (Ipek e Ipek, 2003; Bamberg y del Rio, 2003). En el
cultivo del boniato, los estudios moleculares con el empleo de RAPD han sido usados en
algunos cultivares para la estimacion de la diversidad genética, para el mapeo genético y
la localizacion de genes para resistencias a nematodos en las raices (Tseng y col.,
2001), no existiendo reportes en lo referente a estudios llevados a cabo en el material
propagado via embriogénesis somatica.

Las semejanzas observadas en el ADN genomico del clon donante y sus vitroplantas
evidenciaron la estabilidad genética de las mismas. Los resultados indicaron una total
correspondencia entre las secuencias de ADN que fueron determinadas.

Al respecto, Sanchez y col. (2003), plantearon que los analisis de RAPD pueden ser
usados para la identificacion de cultivares; ademas, para distinguir diferencias entre
genotipos. Mientras que por otro lado Medero y col. (2004), en el cultivo de la yuca, al
comparar plantas donantes con vitroplantas procedentes de embriones somaticos,
determinaron mediante el empleo de marcadores morfoagronémicos y moleculares
(AFLP), que las plantas obtenidas de los embriones somaticos fueron genéticamente
estables, y ésto a su vez, confirmo la posibilidad de emplear la embriogénesis somatica

como una via de micropropagacion acelerada en este cultivo.
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Desde el punto de vista bioquimico y molecular, el cultivo del boniato ha sido poco
investigado, aspecto éste que se hace necesario enfatizar, ya que segun Gonzalez
(2003), la aplicacién de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales requieren como
analisis complementarios los estudios de la estabilidad genética del material obtenido, a
fin de conocer el comportamiento del mismo, luego de haber sido sometido a este
proceso, representando estos resultados el primer reporte de aplicacion de los RAPDs al
analisis de la estabilidad de plantas obtenidas via embriogénesis somatica en el boniato.
De manera general puede plantearse que, la amplificacion del ADN de los materiales
con los cebadores utilizados, produjo un alto grado de monomorfismo, presentando las
plantas procedentes de embriones somaticos patrones de bandas idénticos al donante
en la region del ADN explorada por los mismos.

Los estudios de los marcadores moleculares en el cultivo del boniato han sido muy
limitados y mas aun en la determinacién de la estabilidad genética en plantas obtenidas
a partir de embriones somaticos; de ahi que podamos plantear que los resultados
obtenidos en la presente investigacion, constituye un aporte cientifico y por primera vez
en Cuba se informa de los resultados alcanzados con la aplicacién de los RAPD a

plantas propagadas a través de embriones somaticos en la especie Ipomoea batatas.

4.11. Experimento Xl: Aclimatizacion de las vitroplantas.

La aclimatizacién de las vitroplantas posibilita a las mismas continuar su ciclo
vegetativo, ya que las condiciones de laboratorio, en ocasiones, provoca cambios
anatomicos y fisioldgicos que repercuten en la supervivencia de estas en las
condiciones ex vitro y no se encuentran aptas para soportarlas, de ahi la necesidad de
estudiar detenidamente esta etapa (Gonzalez, 2003).

A los diez dias posteriores a la plantacién en las bolsas, las plantas procedentes de
embriones somaticos pertenecientes a los clones INIVIT B 90-1, INIVIT B 93-1 y Jewel,
presentaban un alto porcentaje de supervivencia (el 100% en los dos primeros y el
85,0% en el ultimo), comenzando la emision de nuevas hojas y con buen vigor.

Los valores de supervivencia de las plantas resultaron elevados en relacién con los
alcanzados en las investigaciones realizadas por Qing-chang y col. (1992) y Qi y col.

(1996), quienes obtuvieron un 60,5 y 76,2%, respectivamente, al llevar a cabo la
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1 — Material donante.
2- Vitroplantas obtenidas a partir de embriones somaticos.

Figura 17. Productos de la amplificacion por PCR del ADN en Ipomoea batatas
perteneciente al clon INIVIT B 93-1.
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aclimatizacion de vitroplantas de boniato regeneradas a partir de embriones somaticos,
empleando como sustrato vermiculita y suelo, respectivamente. Estos autores sefialaron
que la aclimatizacion de las vitroplantas constituye una etapa de mucho cuidado en la
manipulacion y seleccion de las mismas para lograr éxitos en estas condiciones.

Al respecto, Gonzalez (2001), ratificd la importancia del estudio de la aclimatizacion de
las vitroplantas y planteé que con una correcta manipulacion del material, unido al
rejuvenecimiento de los tejidos se pueden lograr altos indices en la aclimatizacion de las
mismas.

En el presente trabajo esta etapa no presentd dificultades, dado el alto indice de
supervivencia que se logro en la aclimatizacién de las vitroplantas, lo cual hace que la
metodologia propuesta sea valida para la multiplicacion de clones en el cultivo del
boniato.

Segun Rodriguez (2005), el principal problema que afecta las vitroplantas durante la
aclimatizacion es el control estricto de la transpiracion durante los primeros dias de su
traslado a estas condiciones, lo cual es fundamental para alcanzar alta supervivencia.

En el caso que nos ocupa, se empled una campana de cristal para cubrir las vitroplantas
durante los primeros siete dias después de la plantacién en las bolsas, a fin de disminuir
la transpiracion en las mismas y de esta manera se garantiz6 el éxito en esta fase.

En las figuras 18, 19 y 20 se muestra el comportamiento de diferentes variables de las
plantas en bolsas a los 20 dias posteriores a la plantacion a estas condiciones vy
comparado con las plantas control obtenidas de yemas axilares.

Al ser analizado el clon INIVIT B 90-1, se pudo observar que entre las variables longitud
y ancho de las hojas, longitud de los peciolos y numero de hojas, no existieron
diferencias significativas entre el material control y las plantas obtenidas a partir de
embriones somaticos; mientras que, al evaluar la altura de las plantas y la longitud de las
raices, éstas mostraron diferencias significativas entre ambos materiales, siendo la

primera variable superior en las plantas obtenidas a partir de embriones somaticos.
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18+ b
16 a 16
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10 10 .
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5 ol ns |8 N
64 n.s n.s n.s 6
44 4
2 2
0 Ll 0
Altura Longitud Ancho Longitud  Longitud Numero
plantas hojas hojas raices peciolos hojas
Variables evaluadas por planta
ES(¥) 0,06* 0,05 0,06 0,09* 0,04 0,04

E1Plantas control [JPlantas de embriones somaticos

Figura 18. Evaluacion de las plantas del clon INIVIT B 90-1.(Letras iguales no difieren
significativamente entre si segun la prueba de Duncan p < 0,05)

Al evaluar el comportamiento de las plantas en el clon INIVIT B 93-1 (Figura 19), se
observd que no existieron diferencias significativas entre las variables longitud y ancho
de las hojas y longitud de los peciolos entre las plantas control y las procedentes de
embriones somaticos y en las restantes variables existieron diferencias significativas
entre ambas.

Las plantas control resultaron superior en la longitud de las raices y el numero de hojas,
aunque los valores de estas variables en las plantas procedentes de embriones

somaticos no resultaron desfavorables.
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Altura Longitud Ancho Longitud  Longitud Numero
plantas hojas hojas raices peciolos hojas

Vnriables evaluadas por planta
ES(#£)  0,09% 0,06 0,08 0,10% 0,06 0,04%*
O Plantas control [JPlantas de embriones somaticos

Figura 19. Evaluacién de las plantas del clon INIVIT B 93-1. (Letras iguales no difieren
significativamente entre si segtn la prueba de Duncan p < 0,05)

En la figura 20 se observan los resultados obtenidos en el clon Jewel, donde se aprecia
que no existieron diferencias significativas entre las variables longitud de los peciolos y
longitud y ancho de las hojas; mientas que, en la altura de las plantas, numero de hojas
y longitud de las raices existieron diferencias significativas; en las dos primeras
variables, las plantas control fueron superiores a las obtenidas a partir de embriones

somaticos, no siendo asi en la longitud de las raices.

16
16+ a 1
14 b a
12. 12
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8 de
£ 84 6 hojas
6
4 4
2 2
0
01
Altura Longitud  Longitud Ancho Longitud Numero
plantas peciolos hojas hojas raices hojas
Variables evaluadas por planta
ES(#) 0,06* 0,07 0,04 0,08 0,08%* 0,08%*

O Plantas control [JPlantas de embriones somaticos

Figura 20. Evaluacién de las plantas del clon Jewel.
(Letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan p < 0,05)
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Figura 21. Vitroplantas obtenidas a partir de embriones soméaticos. (A): Aclimatizacion
de las vitroplantas en bolsas durante los primeros dias. (B): Aclimatizacién
de las vitroplantas en bolsas hasta los 30 dias.
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De manera general, al efectuar una evaluacién cualitativa de las plantas, se pudo
observar que las mismas presentaron un buen vigor, alcanzando en todos los clones,
valores de las variables evaluadas que se encontraban en el rango establecido para
considerarlas como tal.

Trabajos de aclimatizacién han sido llevados a cabo en plantas obtenidas a partir de
embriones somaticos en diferentes especies, tal es el caso de Ashok y col. (2003), que
refieren la aclimatizacion de vitroplantas de Cucurbitaceas al ser plantadas en bolsas
con una mezcla de suelo y materia organica colocadas en condiciones de invernadero,
los cuales observaron mas del 80,0% de supervivencia. En este sentido, Agramonte y
col. (1998) y Garriga (2003), sefalaron que la adaptacién de las vitroplantas al medio en
condiciones naturales debe ser cuidadosa, pues la respuesta fisiolégica cambia, porque
durante el cultivo in vitro crecen con alta humedad relativa, baja intensidad luminosa,
temperatura constante, escaso intercambio gaseoso, medios ricos en compuestos
inorganicos y estas condiciones provocan cambios en la morfologia de las vitroplantas
que las hacen diferir de las que crecen en invernaderos o en el campo.

En la tabla 17 se muestra una evaluacién cualitativa de las plantas procedentes de

embriones somaticos en los clones que fueron llevados a la fase de aclimatizacion.

Tabla 17. Comportamiento morfoldgico de las plantas durante la fase de aclimatizacion.

Clones Color_ Forma_ Morfologia Pubescencia
de las hojas de las hojas de las plantas

IN :g:)-rl;tlfo?)o_l Verde intenso Lobulada Normal No

(Plantas JL\I ;\r;LtiEn?e(;—iométicos) Verde intenso Lobulada Normal No
IN 2:/ :)-r:tfo?)s-l Verde intenso Cordada Normal No

(Plantas c:t’e\l ;\r;LT'iEnge?;-iométicos) Verde intenso Cordada Normal No
(C:] (fr\llzﬁél) Verde Hastada Normal No

(Plantas de err;]g\ll’\;(e)Les SOmAticos) Verde Hastada Normal No

Se observa que no existieron diferencias en el color y la forma de las hojas, la morfologia
de la planta y la pubescencia entre las plantas empleadas como control y las obtenidas a
partir de embriones somaticos; ambas se correspondieron con las de plantas normales y
no se apreciaron anomalias ni plantas atipicas en su crecimiento durante esta etapa de

aclimatizacion en bolsas (Figuras 21A 'y 21B).
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4.12. Experimento Xll: Evaluacion en condiciones de campo.

Se logré un buen crecimiento al ser plantados en condiciones de campo los esquejes del
clon INIVIT B 93-1 (Figura 22).

Se pudo observar que las plantas procedentes de embriones somaticos alcanzaron en la
altura, longitud de los peciolos y numero de hojas por planta, valores superiores al
control, existiendo diferencias significativas entre éstos. En las demas variables
evaluadas (longitud y ancho de las hojas), los valores alcanzados no difirieron
significativamente del control y se observd que no se presentaron variaciones en la
morfologia de las plantas obtenidas a lo largo de todo el ciclo del cultivo.

Se comprobd el alto grado de supervivencia (100%), el vigor y la sanidad con que
crecieron las plantas durante todo el ciclo, posibilitando la disponibilidad de material de
siembra para su continuo establecimiento en el campo, lo cual estuvo muy relacionado
con la calidad del material y las excelentes condiciones de preparacion del suelo que

prevalecieron en el momento y posterior a la plantacion.

35 b 14
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30+
10
25 a
1 b = 8 NUumero
20 de
cm I 6 .
15- n.s hojas
| n.s 4
10+ b
5. 2
O,L 0
Altura Longitud Ancho Longitud Numero
plantas hojas hojas peciolos hojas

Variables evaluadas por planta
ES(x) 0,04% 0,04 0,08 0,11 0,22%*
E1Plantas control [JPlantas de embriones somaticos

Figura 22. Evaluacién de las plantas en campo del clon INIVIT B 93-1.

(Letras iguales no difieren significativamente entre si segun la prueba de Duncan p < 0,05)

El cierre del campo fue muy semejante entre las plantas obtenidas a partir de embriones
somaticos y las empleadas como control; o sea, las plantas obtenidas a partir de

embriones somaticos mostraron habitos de crecimiento similares a las obtenidas por la
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via tradicional en cuanto al desarrollo alcanzado (Figura 22A), produciendo raices
tuberosas una vez establecidas en estas condiciones (Figura 22B).

Gonzalez y col. (1998), indicaron que cualquier sistema de propagacion utilizado debe
permitir la aclimatizacion y el posterior desarrollo de las plantas en el campo; siendo
importante ya que todo sistema de micropropagacion, debe concluir con los estudios de
campo del material vegetal obtenido. Segun Ortiz (2000) y Malgorzata (2001), para la
aplicacion de la embriogénesis somatica en la agricultura, cualquier sistema in vitro debe
lograr finalmente la regeneracién de plantas.

En la tabla 18 se muestra el comportamiento en la produccién de raices tuberosas y sus
componentes en las plantas correspondientes al clon INIVIT B 93-1, el cual fue
seleccionado para estudiar el proceso en la fase de campo, debido a que el mismo

posee caracteristicas morfoagronémicas favorables.

Tabla 18. Comportamiento en la produccién de raices tuberosas y sus componentes en
las plantas correspondientes al clon INIVIT B 93-1.

Numero de Raices Masa promedio Masa Calibre de las
raices tuberosas no de la raiz de raices raices tuberosas
Tratamientos | tuberosas/ | comerciales/ tuberosa tuberosas/ -
planta planta (kg) planta (kg) Longitud Ancho
(cm) (cm)
Plantas
e 4,13 0,33 0,17 0,70 17,52 11,63 a
Plantas de
embriones 4,27 0,53 0,13 0,55 16,27 9,84 b
somaticos
ES () 0,12 n.s 0,18 n.s 0,10 n.s 0,12 n.s 0,20 n.s 0,34 *

Medias con letras iguales no difieren entres si segun la prueba de Duncan (p < 0,05).

En la tabla anterior se observa que no se apreciaron diferencias significativas en el
numero de raices tuberosas por planta al ser comparado el material procedente de
esquejes con el obtenido a partir de embriones somaticos; similar comportamiento se
presentd en las raices tuberosas no comerciales por planta, masa promedio de la raiz
tuberosa, masa de raices tuberosas por planta y longitud de las raices tuberosas, no
existiendo diferencias desde el punto de vista estadistico. El ancho de las raices
tuberosas se vio favorecido en las plantas procedentes de esquejes (control), difiriendo

significativamente de las plantas procedentes de embriones somaticos; lo cual pudiera
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Figura 22A y 22B. Vitroplantas obtenidas a partir de embriones soméaticos.
(A): Crecimiento y desarrollo de las plantas en el campo. (B): Raices
tuberosas cosechadas de las plantas obtenidas a partir de
embriones sométicos.



Capitulo 4 Resultados y Discusion 89

deberse a que estas ultimas necesitan una primera campafa de siembra en el campo
para favorecer el crecimiento de las mismas.

En lo referente a la forma de las raices tuberosas, se observd que esta no varié entre las
plantas procedentes de embriones somaticos y las plantas control, la cual fue redondo a
ovoide, con predominio del redondo para ambos casos y preferentemente en las raices
tuberosas de mayor calibre. En el momento de la cosecha se presentd un buen
desarrollo vegetativo en las plantas.

Los resultados logrados en el presente trabajo estdan en correspondencia con los
alcanzados por Medero y col. (2004), en el cultivo de la yuca, los cuales encontraron que
en el primer ciclo del cultivo de material procedente de embriones somaticos, la
produccién fue menor que los alcanzados al ser comparados con las plantas
procedentes del método de siembra tradicional y ésto es debido al periodo de
adaptacion que se requiere en el material procedente de cultivo in vitro en el primer ciclo
de plantacion en el campo y los autores antes mencionados alcanzaron la mejor
respuesta productiva y el mejor crecimiento y desarrollo de las plantas durante el
segundo y el tercer ciclo de siembra en el campo.

En trabajos realizados por Jiménez (1995), con plantas obtenidas a partir de embriones
somaticos en el cultivo de la cafia de azucar (Saccharum sp.), encontré que las mismas
presentaron una disminucién en el diametro de los tallos con respecto a las plantas
obtenidas por via tradicional, observandose una disminucion de los tallos en las plantas
micropropagadas; lo cual se presento en el primer retofio siendo un reflejo del efecto del
cultivo in vitro y en lo sucesivo se observo la estabilizacion de los distintos caracteres
agricolas en las plantas evaluadas, lo que le permitid expresar que las plantas
propagadas in vitro en sus primeros ciclos de adaptacion a las condiciones de campo
muestran variaciones respecto a las plantas propagadas por la via tradicional, tal es el
caso que se puede presentar un incremento o disminucion de algunos caracteres
agricolas, los cuales estan relacionados con el efecto de rejuvenecimiento o cambios
temporales.

Los resultados alcanzados constituyen el primer informe de evaluacion en condiciones
de campo de plantas de boniato obtenidas a partir de embriones somaticos, debido a

que no se conocen trabajos de otros autores y el mismo reviste una gran importancia, ya
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que permite validar el proceso de embriogénesis somatica hasta la produccién de raices

tuberosas en estas condiciones.

4.13. Metodologia propuesta para la multiplicacion acelerada del boniato (Ipomoea
batatas (L.) Lam.) mediante la embriogénesis somatica.

A partir de la integracion de los resultados obtenidos en la presente investigacion en las
diferentes etapas evaluadas durante el proceso de embriogénesis somatica, se logré la
obtencion de una metodologia de micropropagacion via embriogénesis somatica que
incluye desde la formacion de los callos hasta la aclimatizacion de las vitroplantas y su
plantacion en campo. Basado en los resultados obtenidos, se propone el esquema
general de la metodologia para la obtencién de plantas a través de la embriogénesis
somatica en el cultivo del boniato (Figura 23).

Con la aplicacion de estos resultados se dispone de una via alternativa para fortalecer la
produccion de “semilla” y facilitar la multiplicacién e introduccion de nuevos clones o la
sustitucion rapida de otros ante problemas sanitarios o de desastres naturales y ser
empleada en el mejoramiento genético, la conservacion y el intercambio nacional e
internacional de germoplasma.

La presente metodologia puede recomendarse como el primer sistema completo de
embriogénesis somatica en el cultivo del boniato llevado a cabo en Cuba; donde se
realizaron; ademas, estudios de la estabilidad genética del material vegetal regenerado y

evaluaciones en condiciones de campo.
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Figura 23. Esquema de la metodologia propuesta para la micropropagacion via embriogénesis
somatica en boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam.).
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5. CONCLUSIONES

1.

Se establecid una metodologia completa para la micropropagacion del
boniato basada en la embriogénesis somatica, con valores de germinacion
y conversién en plantulas que supera los alcanzados por otros autores y en
la cual se logré la aclimatizacion y establecimiento en campo de las plantas
obtenidas.

Los explantes procedentes de brotes de raices tuberosas resultaron
superiores, lograndose un 96,1% de desinfeccion con el hipoclorito de sodio
al 1,0% y hasta 96,0% de formacion de callos cuando se coloco la
superficie adaxial de la zona basal de los limbos foliares 3° y 4° en

contacto con el medio de cultivo.

Se obtuvo hasta 96,0% de callos potencialmente embriogénicos cuando se
empleé un medio de cultivo suplementado con 0,50 mg.L™ de 2,4-D y 0,25
mg.L" de 6-BAP, y la formacién de embriones somaéticos se favorecié
cuando se eliminé la citoquinina y se redujo el 2,4-D a 0,2 mg.L™. La
maduracion de los embriones somaticos se logré con el empleo del ABA a
una concentraciéon de 1,0 mg.L? y la germinacién de los mismos y/o
conversién en plantulas se incrementd con el empleo del TDZ (0,25 mg.L™)
y GA;z (10,0 mg.L™), respectivamente.

La descripcion histologica de las diferentes etapas del proceso permitio
establecer la zona de origen del callo, asi como las caracteristicas de los

embriones somaticos en los diferentes estadios de desarrollo.

En las etapas de aclimatizacion y plantacion en el campo, se lograron
elevados valores de supervivencia de las plantas (85,0-100 y 100%,
respectivamente), no habiéndose detectado variabilidad del material
obtenido con respecto al donante mediante los estudios bioquimicos vy
moleculares realizados, asi como de acuerdo a las caracteristicas

morfoagronémicas evaluadas.
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6. RECOMENDACIONES
Emplear la metodologia propuesta en la micropropagacion de clones de
boniato para llevar a cabo el establecimiento de bancos de “semilla”, la
conservacion e intercambio de germoplasma y la transformacion genética en el
cultivo y a partir de los resultados obtenidos, evaluar la misma en otros clones

de interés.

2. Continuar profundizando en los estudios relacionados con el proceso de
embriogénesis somética en sistemas, a fin de poder realizar en un futuro la

automatizacién del proceso.

3. Analizar otros sistemas isoenzimaticos y emplear otras técnicas moleculares y
cebadores que exploren otras regiones del ADN, para llevar a cabo los

estudios de estabilidad de los materiales obtenidos.

4. Incluir los resultados obtenidos en esta investigacion en los programas de las

asignaturas de pre y posgrado relacionados con la teméatica.
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8. Anexos

Anexo 1. Principales caracteristicas de los clones seleccionados.

. . . Color Color de las Forma
Categoria d Raiz tub. Ciclo del . de |
Clones comercial Ren 1, por vegetativo €1a raices €1as
(t.ha™) lanta (dfas) masa tuberosas raices
P (epidermis) tuberosas
CEMSA 78-354 Comercial 43,0 3,1 120 Blanca Crema Alargada
INIVIT B 90-1 | Pre-comercial | 20,0 2,9 120 Anaranjado | - Anaranjado Redondo
eliptica
INIVIT B 93-1 | Pre-comercial | 36,0 3,0 120 Anaranjado |~ Anaranjado Redondo
eliptica
Yabu-8 Comercial 35,0 2,5 130 Crema claro Morado Eliptica
Jewel Pre-comercial 36,0 2,9 110 Ar_laranjado Anaranjado Eliptica
intenso intenso
Fuentes: Lépez y col. (1995); Dodds y col. (1992); Instructivo Técnico del Boniato (Cuba. MINAGRI, 1998).
Anexo 2. Potencialidades de las raices tuberosas en la emision de brotes a los 25 dias.
Nimero Total Brotes Longitud Hojas Total Hojas por
Clones de raices de por de los por de raiz
tuberosas brotes raiz brotes brote | hojas tuberosa
recolectadas tuberosa (cm) (x) (x)
CEMSA 78-354 32 86 2,7 13,4 5,7 492 15,4
INIVIT B 90-1 40 92 2,3 14,2 55 503 12,6
INIVIT B 93-1 36 87 2,4 12,1 5,3 463 12,7
Yabu-8 35 87 2,5 10,2 54 467 13,5
Jewel 26 55 2,1 11,1 5,4 298 11,3
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Anexos

Anexo 3. Composicién del medio de cultivo propuesto por Murashige y Skoog (1962) utilizado como
medio basico en esta investigacion.

Elementos Concentracion (mg.l™)
CaCl, x 2H,0 440,0
KNO3 1900,0
Macroelementos  [KH,PO, 170,0
NH4NO3 1650,0
FeSO, x 7H,0O 27,8
N, EDTA 37,3
MgSO4 X 7H,0 37,0
CoCl, x 6H,0 0,025
CuSO, x 5H,0 0,025
HsBO3 6,2
Microelementos [k 0.83
MnSO, x 4H,0 22,3
Na,MoO, x 2H,0 0,25
ZnSO,x 7H,0O 8,6
Acido nicotinico 50,0
Vitaminas MS Piridoxina-HCI 60,0
Tiamina 10,0
Glicina 200,0
Suplementos Mioinositol 100,0
Sacarosa 30,0g.L"

Anexo 4. Composicién de los medios de cultivo con mejores resultados en las diferentes etapas de la
investigacion.

ETAPAS DE LA INVESTIGACION
Formacién Formacién Maduracién Germinacion Conversién
Componentes de de de los de los en
callos embriones embriones embriones plantulas
somaticos somaticos somaticos
Sales MS 10,0 ml.L" 10,0 ml.L™" 10,0 ml.L™" 10,0 ml.L™ 10,0 ml.L™
Sacarosa 30,0g.L" 30,0g.L" 30,0g.L" 30,0g.L7 30,0g.LT
Tiamina - 1,0mg.L"” 1,0mg.L” - 1,0mg.L"
Vitaminas MS 10,0 ml.L"! -- - 10,0 ml.L"

Mioinositol 100 mg.L™ 100 mg.L™ 100 mg.L™ 100 mg.L”" 100 mg.L™
2,4-D 0,50 mg.L™" 0,2mg.L" - - -
6-BAP 0,25 mg.L" - - - -
ABA - - 1,0mg.L" - -

TDZ - - - 0,25 mg.L" -

GA; -- - - - 10,0 mg.L™
Gelrite 0,2% 0,2% 0,2% 0,2% 0,2%

pH 5,8 +0,01 5,8+£0,01 5,8+0,01 58+0,01 58+0,01
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Anexo 5. Evaluacion del efecto de diferentes reguladores del crecimiento en la formacién de callos
potencialmente embriogénico a partir de limbos foliares.

Reguladores del crecimiento (mg.L™) Callos potencialmente embriogénicos
ANA AlA AlIB 2,4-D | 6-BAP Kinetina | Picloram | Cant. | Color | Nod. | Cpto. Fr. Br.
0,1 -- -- -- -- -- -- -- 0 0 0 0 0
1,0 -- -- -- -- -- -- -- 0 0 0 0 0
2,0 - - - - - - + B 0 0 0 *
3,0 - - - -- - - + B 0 * 0 *
4,0 -- -- -- -- - - ++ A 0 * 0 0
5,0 -- -- -- -- - - +++ A * 0 * 0
6,0 -- -- -- -- - - +++ A * 0 * 0
7,0 -- -- -- -- - - +++ A * 0 * 0
8,0 - - - - -- -- ++ A 0 0 0 0
9,0 -- -- -- -- - - ++ A 0 * 0 0
10,0 -- -- -- -- -- - ++ A 0 * 0 0
- 0,01 - - - - - - 0 0 0 0 0
- 0,05 - - -- - - + B 0 * 0 *
- 0,1 - -- - - - + B 0 * 0 *
- 0,5 - -- - - - + B 0 * 0 *
- 1,0 - - - - - ++ A 0 * 0 0
- - 0,1 - -- - - + A * * 0 0
- - 05 - - - - ++ A-Cr * * 0 0
-- -- 1,0 -- -- -- -- +++ Cr * 0 * 0
- - - 0,25 - — — ++ A * 0 * *
-- -- - 0,50 -- -- -- +++ Cr-A * 0 * *
- - - 1,0 - — — ++ A * 0 * *
- - - 2’0 - - — + A * 0 * *
- - - 2’5 - - — + A * 0 * *
- - - 0,25 0,25 -- -- +++ A 0 * 0 *
- - - 0,50 0,25 -- -- +++ Cr-A * 0 * 0
- - - 1,0 0,25 -- -- +++ Cr-A * * 0 0
- - - 2,0 0,25 -- -- +++ A * * 0 0
- - - 25 0,25 - - +++ A 0 * 0 0
- - - 0,25 0,50 - - +++ Cr-A * * 0 0
- - - 0,50 0,50 - - +++ Cr-A * * 0 0
- - - 1,0 0,50 -- -- ++ Cr-A * * 0 0
-- -- -- 2,0 0,50 - - +++ A * * 0 0
-- -- -- 2,5 0,50 - - +++ A 0 * 0 0
- - - 0,25 1,0 - - ++ A 0 * 0 0
-- -- -- 0,50 1,0 - - +++ A 0 * 0 0
-- -- -- 1,0 1,0 -- -- +++ A 0 * 0 *
-- -- -- 2,0 1,0 -- -- +++ A 0 * 0 *
- - - 2,5 1,0 - - ++ A 0 * 0 *
... Continua...
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Anexos

Anexo 5. Evaluacion del efecto de diferentes reguladores del crecimiento en la formacién de callos
potencialmente embriogénico a partir de limbos foliares.
...Continuacion...

Reguladores del crecimiento (mg.L™) Callos potencialmente embriogénicos

ANA AlA AlIB 2,4-D | 6-BAP Kinetina | Picloram | Cant. | Color | Nod. | Cpto. Fr. Br.
- - - 0,25 - 0,05 - +++ Cr-A * 0 * *
- - - 0,50 - 0,05 - +++ Cr-A * 0 * *
- - - 1,0 - 0,05 - +++ | Cr-A * 0 * *
- - - 2,0 - 0,05 - +++ A * 0 * *
-- -- -- 2,5 -- 0,05 - ++ A * 0 * *
-- -- -- 0,25 -- 0,1 - +++ Cr-A * * 0 0
- - - 0,50 - 0,1 - +++ Cr-A * * 0 0
- - - 1,0 - 0,1 - ++ A * 0 * 0
- - - 2,0 - 0,1 - + A 0 * 0 0
- - - 2,5 - 0,1 - + A 0 * 0 0
- - - 0,25 - 15 - +++ A * 0 * 0
- - - 0,50 - 15 - +++ A * 0 * 0
- - - 1,0 - 15 - + A 0 * 0 0
- - - 2,0 - 15 - + A 0 * 0 0
- - - 2,5 - 1,5 - + A 0 * 0 0
-- -- -- 0,25 -- 2,0 - ++ A * 0 * 0
-- -- -- 0,50 -- 2,0 - ++ A * 0 * 0
- - - 1,0 - 2,0 - + A 0 * 0 0
- - - 2,0 - 2,0 - + A 0 * 0 0
- - - 2,5 - 2,0 - + A 0 * 0 0
- - - - 0,25 - 0,5 +++ A * 0 * *
- - - - 0,25 - 1,0 +++ A * 0 * *
- - - - 0,25 - 15 +++ A * 0 * 0

Cant.: Cantidad de callos formados: Color: A: amarillo.

(-): no formacion de callos (0%). Cr: crema.

(+): poca formacion de callos (hasta 30%). B: blanco.

(++): mediana formacion de callos (desde 31% hasta 60%).
(+++): abundante formacion de callos (desde 61% hasta 100%).

Fr.: friable. Nod.: nodular.
Cpto.: compacto. Br.: brillante.
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Anexo 7. Actividades a desarrollar mediante la carta tecnoldgica en la siembra tradicional del banco
de “semilla” del boniato.

No. Labores realizadas Numero de Dias Norma salarial hombre/dia/labor
labores (antes y después) (MN)
1 Roturar 1 - 60 6,80
2 Grada 4 -41, 23, 20, 11 7,84
3 Cruce 1 -30 6,80
4 Subsolador 1 -25 7,84
5 Alisar 2 -21,19 6,80
6 Surcar 1 -4 3,92
7 Triturar fertilizante 1 -4 5,36
8 Tiro de fertilizante 2 -4 5,92
9 Fertilizar 2 -3 4,96
10 Otras labores 1 -3 4,96
11 Desinfeccion de “semilla” 2 0,9 5,36
12 Tiro de “semilla” 2 0,9 4,96
13 Acondicionamiento de 5 0,6, 12, 22,35 4,96

riego
14 Riego 5 0,6, 12, 22,35 5,92
15 Sembrar 1 0 5,36
16 Aplicacién de herbicidas 1 1 5,92
17 Preparacion de “semilla” 1 9 5,36
18 Resiembra 1 10 5,36
19 Cultivar 3 18, 31, 47 8,17
20 Limpia manual 3 19, 32, 48 5,36
21 | Tiro de agua de fumigacion 3 23, 30, 37 8,17
22 Fumigar 3 23, 30, 37 5,92
23 Corte de “semilla” 3 60, 120, 180 5,92
Total 51 47

Fuente: Carta Tecnoldgica de la Empresa de Cultivos Varios de Manzanillo, Provincia Granma. Segun el Instructivo
Técnico del Boniato (Cuba. MINAGRI, 1998).

Labores para realizar en una hectarea hasta los sesenta dias: 51.

Total de labores hasta los sesenta dias: 47.
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Anexo 6. Caracterizacion fisico-quimica del suelo Ferralitico Rojo Lixiviado Tipico (Borges, 2004).

Horizontes Profundidad MO Ca Mg Na K Da Porosidad total Humedad
(cm) pH (%) | (cmolkg™® | (cmolkg™® | (cmolkg™ | (cmolkg® |(kg.dm®) (%) (%)
A 0-19 7.3 | 3,67 16,3 2,1 0,2 0,9 1,11 59,0 27,9
By 20-44 6,8 | -- 13,4 2,8 0,2 0,5 1,17 56,8 30,6
B, 45-60 6,7 | 2,00 9,5 1,5 0,2 0,3 1,10 59,9 32,1
B 61-100 57 | 1,12 8,3 1,0 0,2 0,2 1,10 60,3 33,8

Descripcién del primer horizonte: Color en seco: rojo oscuro (0-3 cm) y rojo (4-19 cm), textura: arcillosa, estructura: granular pequefia (0-3 cm) y bloques (4-19 cm),
friable (0-3 cm) y compacto (4-19 cm), seco, poroso y sin reaccion al HCL.
Anexo 6.1. Caracterizacion fisico-quimica del suelo utilizado en la investigacién.

Sustrato empleado pH 19 = Mg K N P B
P (%) (cmol.kg™) (cmol.kg™) (cmol.kg™) (kg.ha™) (ppm) (kg.dm?)
Suelo 7,5 3,24 16,9 3,2 0,19 0,16 203,0 1,00
Anexo 6.2. Caracterizacion fisico-quimica de la materia organica (cachaza) utilizada en la investigacion.
Sustrato empleado Condicién pH MO Ca Mg K N P Da Humedad
: (%) (%) (%) (%) (%) (%) (kg.dm®) (%)
Cachaza Base seca 8,8 62,10 4,57 2,70 0,17 1,43 1,68 0,78 --
Base humeda 8,8 51,92 3,82 2,25 0,14 1,20 1,42 -- 16,26
Anexo 6.3. Caracterizacion fisico-quimica del sustrato utilizado en la investigacion.
Sustrato empleado Condicién pH MO Ca Mg K P Da Humedad
2 (%) (%) (%) (%) (ppm) (kg.dm®) (%)
Mezcla Suelo +Cachaza Base seca 7,9 16,02 6,9 1,87 0,87 159 1,01 61,6
Base humeda 7,9 16,31 5,2 1,38 0,33 118 1.01 61,6
Mezcla en proporcion: 3:1 (p/p). Profundidad del suelo analizada: 20 cm.

Métodos de valoracién empleados para la determinacién de los elementos del suelo asimilable:

K (Potasio) y N, (Nitrato): Método de Maslova (1939) de extraccion con acetato de amonio y determinacion por fotometria de llama *.

C. (Calcio) y Mg (Magnesio): Método de Maslova (1939) de extraccion con acetato de amonio y determinacion por valoracion con EDTA*,
P (Fésforo): Método de Aronld y Kurtz *.

MO (Materia orgéanica): Método de Walkley-Black (1947).

N (Nitrégeno): Método de Kjeldahl (1945).*

pH: Método Potenciométrico (en agua). 100 (PH - PS)
Humedad: Método gravimétrico. Humedad (%) =
* Citados por Jakson (1970). PH
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