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Resumen

El cultivo del boniato presenta una gran importancia, ya que se puede emplear en la alimentacion humana y animal, asi
como en la industria; el mismo produce raices reservantes de gran valor calérico y nutritivo con alto contenido de carbo-
hidratos. Entre las raices y tubérculos cultivados es el segundo en importancia y representa mas del 80% de la produccion
mundial. El empleo de las técnicas in vitro constituye una poderosa herramienta en la explotacion comercial, propiciando el
empleo de la micropropagacion en diferentes especies. Para desarrollar el presente trabajo se recolectaron raices tuberosas
pertenecientes al clon Inivit B 93-1. Se procedi6 a la formacion de callos potencialmente embriogénicos, para lo cual se
emplearon erxplantes de limbos foliares, desinfectados con hipoclorito de sodio (1%) y sembrados en el medio de cultivo
propuesto por Murashige y Skoog (1962), vitaminas MS (10,0 ml/I"), mioinositol (100 mg/I"), sacarosa (3%), gelrite (0,2%),
2,4-D (0,25-2,5 mg/I") y 6-BAP (0,25-1,0 mg/I"), el pH fue ajustado a 5,8 £ 0,01 mantenidos en la oscuridad durante treinta
dias, lograndose los mejores resultados con el uso del 2,4-D (0,50 mg/I") y 6-BAP (0,25 mg/I"), y en los mismos se evalué
la dindmica del crecimiento y se lograron los mejores resultados entre los 28 y 32 dias después de la siembra, para lo cual
los resultados obtenidos serviran de base a otros estudios y permitiran evaluar, controlar y desarrollar estrategias para la
conservacion y el uso de los recursos naturales, dando cumplimiento al objetivo referente a estudiar la dindmica del creci-

miento en la formacién de callos potencialmente embriogénicos en el cultivo del boniato.
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Abstract

The cultivation of the sweet potato presents a great importance, since you can use in the human feeding, animal as well as
in the industry, the same one produces roots reservantes of great caloric and nutritious value with high content of carbo-
hydrates. Between the roots and cultivated tubers it is the second in importance and it represents more than 80% of the
world production. The employment of the techniques in vitro constitutes a powerful tool in the commercial, propitiated ex-
ploitation the employment of the micropropagacion in different species. It is for it that you/they were gathered to develop
the present work tuberous roots of the clon INIVIT B 93-1. Was realized the formation of callus with embryogenic structu-
res, explantes of leaves were used, disinfected with hipoclorito of sodium (1%) and inoculated in the tissue culture medium
proposed by Murashige and Skoog (1962), vitamins MS (10.0 ml/I"), myoinositol (100 mg/I"), sucrose (3%), gelryte (0.2%),
2,4-D (0.25-2.5 mg/I'") and 6-BAP (0.25-1.0 mg/I""), the pH was adjusted 5.8 + 0.01 maintained in the darkness during thirty
days, being achieved the best results with the use of the 2,4-D (0.50 mg/I") and 6-BAP (0,25 mg/I") and was evaluated the
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grow dynamic and obtained the better resulted between 28 and 32 days after culture, for that which the obtained results
will serve from base to other studies and they will allow to evaluate, to control and to develop strategies for the conserva-
tion and use of the natural resources, giving execution to the objective with respect to studying the dynamics of the growth

potentially in the formation of tripes embriogénicos in the cultivation of the sweet potato.

Key words: Sweet potato, cultivate in vitro, regulating of the growth.

Recibido: enero 4 de 2010

Introduccién

El boniato (Ipomoea batatas [L.] Lam.) es de alto con-
suo, siendo uno de los cinco cultivos alimenticios mas
importantes del mundo y se adapta a diferentes condi-
ciones edafoclimaticas, de ciclo corto, y permite varias
cosechas al ano (Estuardo, 2008). Segtin Arencibia y
Cornide (1999), la aplicacion de las técnicas de cultivo
in vitro abren una amplia perspectiva para su empleo
en la micropropagacién de especies vegetales y en es-
pecial para el cultivo del boniato. En trabajos realizados
por Lépez et al. (2002), plantearon que la importancia
del mismo esta dada por su hdbito de consumo vy ciclo
vegetativo corto, lo cual permite la multiplicacion rapi-
da en un periodo breve de tiempo.

Los avances biotecnolégicos marcan nuevas pautas en
las investigaciones y en la busqueda de nuevas vias de
propagacion acelerada de diversos cultivos; ademas,
constituyen una herramienta mas de la cual es posible
obtener mayor provecho, partiendo de la obtencién
de callos potencialmente embriogénicos. Por otro
lado, las técnicas de cultivo de tejidos vegetales sirven
para identificar las especies, posibilitando la conserva-
cion y multiplicacion de la biodiversidad vegetal (Alva-
rado, 1998).

Los callos (caracterizados por el crecimiento celular),
de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas y ci-
tologicas, pueden ser empleados para buscar diferen-
cias en los patrones de expresion en la formacién de
embriones sométicos, como una via de multiplicacién
acelerada de las especies vegetales.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, en la
evaluacion de los callos y su comportamiento, serviran
de base a otros estudios, permitiendo evaluar, con-
trolar y desarrollar estrategias para la conservacion y
el uso de los recursos naturales, posibilitando lograr
avances en la preservacion integral de los mismos.

Es por ello que el objetivo planteado en el presente tra-
bajo fue estudiar la dindmica del crecimiento de callos
potencialmente embriogénicos de Ipomoea batatas.

Aprobado: mayo 31 de 2011

Materiales y métodos

El trabajo fue realizado en el Departamento de Ge-
nética y Mejoramiento de las Plantas, del Instituto
Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), La Habana, y
el Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal (Ceb-
veg), perteneciente a la Facultad de Ciencias Agricolas
de la Universidad de Granma.

Para la obtencion de los callos se recolectaron raices
tuberosas correspondientes al clon Inivit B 93-1, trasla-
dadas al laboratorio y colocadas en frascos con agua.
A los 25 dias de emitidos los brotes se procedié al
corte de los explantes de limbos foliares, sembrados
en el medio compuesto por las sales de Murashige y
Skoog (1962), mioinositol (100 mg/L"), vitaminas MS
(10,0 ml/L"), sacarosa (3,0%) y gelrite (0,2%). Al me-
dio de cultivo se le afadié acido diclorofenoxiacético
(2,4-D) a 1,0 mg/L" y 6-bencilaminopurina (6-BAP) a
0,50 mg/L", segin Cantliffe (1993). El pH del medio
de cultivo fue ajustado a 5,8 £ 0,01 e incubados en la
oscuridad permanente.

Estudio del limbo foliar en la formacién de
callos potencialmente embriogénicos

Se colocaron explantes pertenecientes a la zona basal
del limbo foliar en frascos con 20 ml de medio de culti-
vo con diferentes combinaciones de 2,4-D (0,25; 0,50;
1,0; 2,0y 2,5 mg/L") y 6-BAP (0,25; 0,50 y 1,0 mg/L"),
descritas por Jarret (1989) y Cantliffe (1993).

A los 30 dias se evalud el porcentaje de formacion de
callos de grado 3 segun la escala propuesta por San-
tana (1982), y el porcentaje de callos potencialmente
embriogénicos. Ademas, se realizé una evaluacion cua-
litativa del callo en cuanto a color (amarillo, crema y
blanco) y consistencia (compacto, friable y esponjoso).

Dindmica del crecimiento de los callos
potencialmente embriogénicos

Se realizaron muestreos de los callos a partir de los
20 hasta los 40 dias, y se evalu6 el porcentaje de ca-
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llos potencialmente embriogénicos determinando el
momento optimo de efectuar el subcultivo de los mis-
mos, para lo cual se determiné inicialmente el peso
del explante de limbo foliar (1 cm?) y se llevé a cabo la
pesada (g) cada dos dias, tomando en cada muestreo
tres callos al azar.

Los datos obtenidos en la formacion de callos, perte-
necientes al grado 3 de la escala propuesta por San-
tana (1982), fueron procesados mediante un analisis
de comparacién de proporciones. Por otro lado, los
resultados obtenidos en la dindmica del crecimiento
de los callos se ajustaron a la funcion matematica a
través del programa SigmaPlot 2000.

Resultados y discusién

Estudio del limbo foliar en la formacién de callos
potencialmente embriogénicos

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
con el empleo de diferentes concentraciones de los
reguladores del crecimiento, donde el medio con
2,4-D (0,50 mg/L") y 6-BAP (0,25 mg/L") resultd
superior en la formacién de callos desde el punto
de vista cuantitativo (total de callos formados) con
valores de 100% vy cualitativo (callos potencialmen-
te embriogénicos), con valores entre 90,0 y 96,0%,
formandose callos pertenecientes al grado 3, de co-
lor crema y amarillo, nodulares y friables (figura 1),
existiendo diferencias significativas con los demas
tratamientos evaluados; el resultado alcanzado in-
dico el efecto positivo del 2,4-D y el 6-BAP en el
indicador evaluado.

Figura 1. Callos potencialmente embriogénicos de color cre-
ma y amarillo, nodulares y friables. Genotipo evaluado: clon
Inivit B 93-1.

Segun Benavides (2008), existen varios trabajos inves-
tigativos del cultivo del camote o las batatas a partir
del empleo de diferentes explantes en la formacion de
callos potencialmente embriogénicos, entre los que se
encuentran los limbos foliares y existe una gran de-
pendencia del genotipo utilizado en la respuesta en-
contrada.

Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de 2,4-D
y 6-BAP en la formacién de callos potencialmente
embriogénicos

Composicion del Formacion de .callos de grado 3 (%)
medio de cultivo Genotipo evaluado:
clon Inivit B 93-1
2"(‘;?;3;“) TCF CPE
0,25 0,25 100,0 a 70,0 c
0,50 0,25 100,0 a 100 a
1,00,25 100,0 a 90,0 bc
2,00,25 100,0 a 90,0 b
2,50,25 100,0 a 64,0 f
0,25 0,50 100 a 90,0 b
0,50 0,50 94,0 b 90,0 b
1,0 0,50 100,0 a 78,0d
2,00,50 100,0 a 90,0 b
2,50,50 96,0 b 84,0 c
0,251,0 100,0 a 90,0 b
0,50 1,0 100,0 a 84,0 c
1,0 1,0 88,0 c 80,0d
2,01,0 100,0 a 70,0 e
2,51,0 100,0 a 540¢g
F 4,12 *** 5,42 ***

Medias con letras iguales no  difieren  significativa-
mente entre si segin la prueba de Duncan, p < 0,05.
TCF: total de callos formados. CPE: callos potencialmente embrio-
génicos.
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Aunque no se obtuvieron diferencias significativas en-
tre la concentracién antes mencionada y algunas de
las restantes concentraciones empleadas, si se aprecia-
ron diferencias en las caracteristicas morfolégicas en
los callos formados.

El hecho de que haya existido un comportamiento di-
ferente en las caracteristicas morfolégicas de los callos
puede estar dado por el balance de los reguladores del
crecimiento empleados, que a pesar de favorecer la
formacion de callos de grado 3 de manera similar en el
material vegetal en algunos medios evaluados, difieren
en sus caracteristicas morfolégicas que se encuentran
intimamente relacionadas con la composicién celular
de los mismos y esto a su vez influye en su capacidad
morfogenética.

Al respecto, Garcia (1998) sefalé la importancia del
balance hormonal en los medios de cultivo para la
formacién de callos, planteando que la obtencion de
un medio de cultivo 6ptimo requiere de mayor pro-
fundidad en las investigaciones para que los analisis
cuantitativos y cualitativos contribuyan de forma escla-
recedora en la mejor interpretacion de los resultados,
enfatizando que diversos autores han realizado estu-
dios en la formacion de callos en diferentes cultivos
de interés.

Trabajos relacionados con la composicion del medio
de cultivo han sido abordados por Santana (1982) en
el cultivo del cafeto (Coffea sp), sefalando que la ac-
cion del 2,4-D en la formacion de callos fue nula al
ser empleado de manera independiente en el medio
de cultivo, pero al ser combinado con 6-BAP, esta fue
posible. Mientras, que Collado et al. (2005), indicaron
que no sélo el 2,4-D combinado con una citoquinina
juega un papel importante en la formacién de callos;
sino que influye en las caracteristicas de los mismos.
Por otra parte, Capote et al. (2000) plantearon que
cuando se analiza la respuesta en el crecimiento, se
observa que la adicion de 2,4-D, combinado con una
citoquinina, estimula la formacién de callos.

Seguin Gonzalez (2003), el balance de los reguladores
del crecimiento en el medio de cultivo, en especial el
tipo y la concentracion, pueden llegar a determinar las
caracteristicas de los callos en el proceso embriogéni-
co, siendo el resultado de un adecuado balance de los
reguladores del crecimiento, donde pueden formar-
se gran cantidad de callos con el empleo de diversas
combinaciones y éstos diferir en sus caracteristicas
morfolégicas, lo cual determina posteriormente la for-
macién de los embriones somaticos; mientras que su
presencia y concentraciéon se encuentran en depen-
dencia del tipo de tejido y del genotipo donante, de

ahi la importancia del material vegetal estudiado (San-
tana et al., 1998).

Un comportamiento similar con relacion al balance
de los reguladores del crecimiento en respuesta a la
callogénesis fue observado por Garcia y Menéndez
(1987), para conocer los requerimientos de la em-
briogénesis somatica a partir de callos en Coffea ara-
bica, disefando experimentos con combinaciones
de 2,4-D y AIB con cinetina y 6-BAP, encontrando
que se formaron gran cantidad de callos en diversas
de estas combinaciones y solo con el empleo del
2,4-D (1,0 mg/L") y 6-BAP (0,8 mg/L") se favorecio
la formaciéon de callos potencialmente embriogéni-
cos.

Garcia et al. (2002), plantearon que resulta indiscuti-
ble que el manejo de los reguladores del crecimiento
constituye un factor fundamental en los sistemas in
vitro. Sin embargo, también es necesario conocer la
accion que dichos reguladores ejercen a diferentes
niveles, asi como su interrelacion con el complejo
hormonal endégeno del explante que sin dudas es
muy diferente a la planta en condiciones naturales,
pues no existe una regulacion centralizada y organi-
zada (Piferrer et al., 2001).

Dindmica del crecimiento de los callos potencialmente
embriogénicos

Al analizar el efecto de la edad del callo en las caracte-
risticas morfolégicas de los mismos se encontré que el
momento Optimo para realizar el subcultivo de estos
se encuentra entre los 28 y 32 dias (tabla 2), mostran-
do un color crema y amarillo, nodulares y friables, ca-
racteristicas coincidentes con las sefaladas por Jarret
(1989) y Cantliffe (1993) en la formacion de callos en
la especie objeto de estudio en el presente trabajo. An-
tes de este momento los callos presentaban un color
amarillo y eran compactos, lo cual demuestra que re-
quieren de un tiempo mas prolongado en el medio de
cultivo para expresar las caracteristicas morfolégicas
relacionadas con los procesos morfogéneticos.

El analisis del crecimiento de los callos ha sido utili-
zado para evaluar el comportamiento de los mismos,
a través de los cuales se explica la accion del em-
pleo de los reguladores del crecimiento, lo que abre
nuevas vias para el establecimiento in vitro de estos
procesos. Al respecto, la edad del callo constituye un
aspecto de gran importancia en el proceso de callo-
génesis en las diferentes especies vegetales, ya que
el tiempo de permanencia en el medio de cultivo de-
fine el posterior comportamiento de estos (Garcia,
1998).
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Tabla 2. Caracteristicas del callo potencialmente embriogénico en diferentes edades. Genotipo evaluado: clon Inivit B 93-1

Edad del callo Caracteristicas de los callos formados
Dias Callos formados Color Nodular Friable Compacto
20 + Amarillo - - *
22 + Amarillo - - *
24 ++ Amarillo * - *
26 ++ Amarillo * - *
28 +++ Crema y Amarillo o * -
30 +++ Crema y Amarillo o * -
32 +++ Crema y Amarillo o * -
34 +++ Crema y Amarillo * * -
36 +++ Crema y Amarillo * * -
38 +++ Crema y Oscuro * - *
40 +++ Crema y Oscuro * - *

Cantidad de callos formados: nodular, friable, compacto.
(-): No formacién. (-): No nodular. (-): No friable. (-): No compacto

(+): Ligera formacién. (*): Poco nodular. (*): Poco friable. (*): Compacto.

(++): Media formacién. (**): Nodular. (**): Friable.
(+++): Abundante formacién.

Los resultados obtenidos senalan que en las condicio-
nes experimentales descritas, el momento adecuado
para el subcultivo de los callos al medio de formacién
de embriones somaticos estuvo comprendido entre
los 28 y 32 dias. Hasta los 36 dias los callos mantuvie-
ron el color crema y amarillo, pero menos friables y no-
dulares, y posteriormente alcanzaron un color crema
y oscuro, lo cual indica la pérdida de potencialidades
embriogénicas en los mismos.

De los resultados mostrados anteriormente se infie-
re que el estudio de la edad del callo resulta de gran
importancia ya que determina el momento en el que
este requiere ser subcultivado en el medio inductor de
embriones somaticos, porque conjuntamente con el
tiempo de sembrado y los estudios morfologicos ana-
lizados pueden constituir un marcador visual de gran
utilidad practica para determinar el momento del sub-
cultivo de los mismos con la mayor eficiencia posible.

Los resultados obtenidos permiten sefalar que es evi-
dente la marcada influencia que ejerce la composicion
hormonal endégena del explante empleado y los regu-
ladores en el medio de cultivo en el crecimiento de la
masa fresca de los callos, reflejado en la edad de los

mismos y se manifiesta en las diferentes caracteristi-
cas morfolégicas, sirviendo de base para estudios en
la dinamica del crecimiento de los callos al evaluar su
comportamiento en el medio de cultivo durante la for-
macion, y constituye a su vez un importante indicador
del potencial embriogénico ya que a partir de estos
se originan los embriones somaticos los cuales, segin
Lee (2010), en determinadas especies vegetales, como
la batata o boniato, resultan de gran importancia para
su propagacion.

En la figura 2 se muestra la dinamica del crecimien-
to de los callos, desde el momento de efectuada la
siembra de los explantes, hasta los 87 dias, y se ob-
serva que al determinar el crecimiento, mediante el
comportamiento biolégico descrito por los mismos, se
obtuvo una curva semejante a la de otras especies,
en la que se distinguen tres fases: periodo inicial o de
latencia, el cual tuvo una duracion de siete dias, ca-
racterizandose por un crecimiento lento dado que el
explante se encuentra en un proceso de adaptacion
a las condiciones de cultivo in vitro, y se determiné
el comportamiento bioldgico en el crecimiento de los
callos en funcién de la masa fresca; la decision de rea-
lizar posteriormente el subcultivo para la formacién de
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Figura 2. Dindmica del crecimiento de los callos potencialmente embriogénicos. Genotipo evaluado: clon Inivit B 93-1.

los embriones somaticos se tomé sobre la base del
tiempo y las caracteristicas morfolégicas de los callos
en el proceso de crecimiento.

A partir de los ocho dias se inici6 la fase de crecimiento
exponencial hasta aproximadamente los 30 dias, don-
de se produjo un aumento acelerado en la masa fresca
y el volumen de los callos. A partir de los 30 hasta
los 65 dias se presenté una fase de crecimiento lineal.
Después de los 66 dias, el crecimiento de la masa ca-
ll6gena ces6 y comenzé el necrosado y la senescencia
del callo, y se produjo un decrecimiento brusco en la
masa fresca a partir de este momento, lo cual pudo ser
causado por el agotamiento de los nutrientes y el agua
como constituyentes del medio de cultivo; se muestra
la curva de crecimiento ajustada para tener una refe-
rencia del comportamiento de la masa fresca de los
callos segtin la aplicacion de un modelo matematico
que permite valorar y correlacionar el crecimiento de
los mismos en correspondencia con su comportamien-
to bioldgico. Los resultados citados demuestran que es
posible relacionar el desarrollo de los callos (momento
de la curva) con el ajuste matemaético realizado, a par-
tir de lo cual se infiere que a los 30 dias de formados
los callos, en este momento coincidié con la maxima
intensidad de crecimiento de los mismos, reflejada en
el inicio de la fase de crecimiento lineal segtin el ajuste
matematico.

En este sentido, es bueno destacar que la curva ob-
tenida se ajusta en gran medida a la curva sigmoide
caracteristica del crecimiento, mediante la cual puede
ser evaluado el mismo. Por otra parte, los estudios de
los callos como material vegetal de partida permiten
conocer, a partir de las especies estudiadas, la infor-
macién que las mismas ofrecen de su composicion
celular especifica, crecimiento, morfologia, caracteris-
ticas y actividad, lo cual puede ser empleado en futu-
ros estudios ofreciendo posibles vias y soluciones que
permitan la proteccion, conservacion y estudio de la
biodiversidad.

Los resultados logrados en el presente trabajo demues-
tran que a los 30 dias los callos con potencialidades
embriogénicas alcanzaron un desarrollo que les per-
mitié expresar caracteristicas morfolégicas favorables
para la formacion futura de los embriones somaticos,
segun lo descrito por Cantliffe (1993), las cuales per-
sisten hasta los 32 dias del cultivo; ademas, la curva de
la ecuacion matematica ajustada coincidié con el mo-
mento de maxima intensidad del crecimiento de los
callos, lo cual sugiere que existe la posibilidad de que
tedricamente este constituye el momento 6ptimo para
realizar el subcultivo de los mismos y el punto preciso
para cambiar de medio de cultivo, con la finalidad de
llevar a cabo la formacion de los embriones somati-
cos, alcanzando la maxima masa de crecimiento de
los callos a los 66 dias, y no presentaron caracteristi-
cas morfoldgicas favorables para formar posteriormen-
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te los embriones somaticos, momento en que el callo
ha completado su desarrollo. Al respecto, es necesario
sefalar que, segin Garcia (1998), se requiere ganar
claridad entre los aspectos cuantitativos (ganancia en
masa fresca) y cualitativos (caracteristicas morfol6gi-
cas), pues el resultado en la formacién de callos poten-
cialmente embriogénicos depende de ellos.

Es por esto que esta investigacion sirve de base a
los estudios que se realizan para evaluar el compor-
tamiento del material vegetal en condiciones natura-
les, y los mismos no pueden ser observados en esas
condiciones y se requiere de estudios de laboratorios.
En este sentido, la callogénesis puede desarrollar un
papel importante porque permite conocer la compo-
sicion celular y el comportamiento morfolégico de los
materiales estudiados.

En el cultivo del boniato, con el empleo de la callo-
génesis, se abren nuevas areas para la investigacion
cientifica y el estudio de la biodiversidad vegetal, re-
presentando una herramienta de gran utilidad para
el estudio y la multiplicacion de especies de interés,
siendo un aspecto de gran importancia en la agricultu-
ra moderna. Con el presente trabajo como referencia,
se puede estudiar el comportamiento de las especies
en la fase de callogénesis, garantizando asi la eficien-
cia en esta etapa del proceso, que a la vez se revierte
en fundamento cientifico basado en optimizacion del
tiempo. Los resultados anteriores demuestran que el
proceso de formacion de callos es de gran importan-
cia, y su aplicacion resulta de interés en los programas
de investigacion en la rama biotecnoldgica, constitu-
yendo una herramienta para monitorear el comporta-
miento del material vegetal.

El comportamiento del programa de desarrollo de
la biotecnologia vegetal en Cuba muestra resulta-
dos positivos, teniendo presentes los logros alcanza-
dos en cultivos de interés agricola, ornamental, de
plantas medicinales y de alimentacién animal, satis-
faciendo sus intereses, necesidades y posibilidades
en la mayoria de los casos; segin Mustelier (2007),
en el desarrollo de las investigaciones cientificas se
deben conseguir resultados en el plano instructivo y
formativo, lo que se logra fundamentalmente con la
aplicacion del pensamiento, y el conocimiento cien-
tifico y tecnolégico para enfrentar determinadas si-
tuaciones.

Conclusiones

Los mejores resultados en la formacién de callos po-
tencialmente embriogénicos, a partir del limbo foliar,

se obtuvieron con el empleo de 2,4-D (0,50 mg/L") y
6-BAP (0,25 mg/L").

Los callos formados a los 28 y 32 dias presentaron la
mejor respuesta, expresada en el color, la textura y la
nodulacién de los mismos, destacandose los callos
con esta edad como los mas favorables para realizar el
subcultivo y lograr posteriormente la formacién de los
embriones somaticos.
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