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RESUMEN

Raices tuberosas de los clones Inivit B 90-1 y Yabu-8, fueron trasladadas al laboratorio y colocadas en frascos con
agua; seleccionando de los brotes emitidos explantes de limbos foliares. Los mismos fueron desinfectados con
Hipoclorito de Sodio (Na OCI) al 1% y sembrados en el medio de cultivo de Murashige y Skoog que contenia
diferentes concentraciones de 2,4-D independiente en el medio de cultivo y combinado con 6-BAP. Los cultivos
fueron incubados en condiciones de luz solar y evaluados a las cuatro semanas. Los mejores resultados en la
induccién de callos morfogénicos con caracteristicas de color crema amarillentos, nodulares y friables; se obtuvieron
con las concentraciones de 2,4-D (0.1 mg.I"") independiente y 2,4-D (0.1 mg.I"") combinado con 6-BAP (0.2 mg.I"") en
el medio de cultivo.
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ABSTRACT

Tubers from Inivit B 90-1 and Yabu-8, cultivars were put in the laboratories into water bottle and we chose explants of
limbs from sprout. Explants were disinfected with Sodium Hypoclorite (Na OCI) with active chlorine (1%) and they
were put into Murashige and Skoog culture medium under different concentrations of 2,4-D independent and combined
with 6-BAP in the culture medium. Crops were put on the energy illumination. The best results in four weeks at the
morfogenic callus induction were obtained with the concentrations of 2,4-D (0.1 mg.I") and 2,4-D (0.1 mg.I'") combined

with BAP (0.2 mg.I'") in the culture medium.
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INTRODUCCION

El éxito del empleo del cultivo de tejidos vegetales in
vitro, esta muy influenciado por la composicion
quimica del medio de cultivo y los factores
ambientales (Gamborg, 1984; L6pez, 1990). Si falta
algun componente basico en el medio de cultivo, lo
normal es que no se produzca crecimiento y
desarrollo y el tejido u 6rgano muera. En el uso de
las técnicas in vitro en las plantas superiores, los
reguladores del crecimiento, especialmente las
auxinas y citocininas, juegan un papel muy
importante (Pierik, 1990.

Para establecer un sistema artificial de cultivo de tejidos
vegetales, se debe elaborar un medio de cultivo que se
ajuste a los principios requeridos nutricionalmente por
la especie vegetal y tipo de explante empleado
(Szabados et al., 1993; Molina et al., 2003).

Las auxinas, generalmente, producen elongaciéony a
bajas concentraciones predomina la formaciéon de
raices adventicias; mientras que, con altas
concentraciones no se producen raices y tiene lugar,
en cambio, la formacion de callos (Margara, 1988). Por
otro lado, las giberelinas inducen la elongacion de los
entrenudos y el crecimiento de los meristemos aislados

0 yemas in vitro, pueden romper la dormancia de los
embriones y generalmente inhiben la formacion de
raices y vastagos adventicios. Segun Parrot (2002),
cuando el nivel de auxinas en el medio de cultivo baja
mas de cierto umbral, las células embriogénicas
comienzan un proceso de histodiferenciacion.

En los diferentes cultivos agricolas se manifiesta
particular exigencia por la composicion del medio de
cultivo y en el boniato se han probado distintos
reguladores del crecimiento y las respuestas
encontradas han sido diferentes en cuanto al
comportamiento en la inducciéon de callos,
multiplicacion y enraizamiento (Carswell, 1981). Siendo
necesario realizar estudios de la composicion del medio
de cultivo en el comportamiento morfogénico in vitro de
los clones existentes en Cuba, para de esta manera
llevar a cabo trabajos de mejoramiento y propagacion
de esta especie.

Debido a la dificultad de obtener semillas botanicas,
donde los problemas que afrontan los trabajos de
mejoramiento convencional, son basicamente la
lentitud y altos costos, ya que se requiere entre diez y
quince afos para la creacion de una nueva variedad,
una alternativa a estas dificultades es las técnicas de
cultivo de tejidos vegetales (Salinas et al., 1991a). El
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medio de cultivo comunmente empleado para llevar a
cabo estos trabajos es el de Murashige y Skoog (1962),
donde se han obtenido resultados satisfactorios en
otros cultivos (Roca y Mroginsky, 1993; Kende y
Zeevart, 1997).

Es de vital importancia el desarrollo de la callogénesis
en el cultivo del boniato, ya que la morfogénesis como
proceso se manifiesta a través de la embriogénesis
somatica o la organogénesis; donde una u otra tienen
grandes aplicaciones en el cultivo de tejidos vegetales
y las técnicas biotecnoldgicas se aplican en una gran
cantidad de cultivos, que incluye entre ellos las raices
y tubérculos (FAO, 1995).

La proyeccion futura de los laboratorios de biotecnologia
puede concretarse a través del desarrollo y la aplicacion
de técnicas biotecnoldgicas en mejoramiento genético
y/o produccion vegetal. Disponer de un método de
seleccion y propagacion in vitro en el cultivo del boniato,
permitira llevar a cabo trabajos de mejoramiento y
multiplicacién en esta especie; ademas, de lograr una
mayor eficiencia en la obtencién de nuevos somaclones
y la propagacion de los existentes.

Por todo lo anteriormente planteado, se propone como
objetivo estudiar las concentraciones de acido 2,4
diclorofenociacético (2,4-D) independiente y combinado
con Né-bencilaminopurina (6-BAP) en el medio de cultivo
para la induccion de callos morfogénicos en el cultivo
in vitro del boniato.

MATERIALES Y METODOS

A partir de raices tuberosas y pertenecientes a los
clones Inivit B 90-1 y Yabu-8, colocadas en el laboratorio
en frascos con agua, se obtuvieron brotes y a los
veinticinco dias se tomaron de ellos los explantes de
limbos foliares. Estas fueron seccionados a 1 cm?y
sembrados con la superficie adaxial en contacto con
el medio de cultivo compuesto por las sales de
Murashige y Skoog (1962), sacarosa (3%), agar-agar
(0.6%) y ajustado el pH a 5.8. Se afiadieron 20 ml en
frascos con capacidad de 250 ml, se esterilizaron en
autoclave a 121°C durante 20 minutos y fueron
adicionados los reguladores del crecimiento como a
continuacion se describe:

A partir de estudios preliminares con diferentes
reguladores del crecimiento: acido a-
naftalenacético (ANA), acido indolil-3-acético (AlA),
acido indolil-3-butirico (AIB) y acido 2,4
diclorofenociacético (2,4-D) independientes o
combinados con Né-bencilaminopurina (6-BAP) o
Kinetina, se selecciono el 2,4-D y se procedié a

determinar la concentracién mas adecuada de 2,4-
D independiente y combinado con 6-BAP para la
induccion de callos morfogénicos.

Primera fase: Efecto del 2,4-D en el medio de
cultivo para la induccién de callos morfogénicos

Se colocaron explantes de limbos foliares de los clones
antes mencionados, en el medio de cultivo de Murashige
y Skoog (1962) y se afadieron diferentes concentraciones
de 2,4-D:0.01;0.05;0.1;0.5; 1.0; 1.5; 2.0; 2.5y 3.0 mg.I
1 evaluandose a las cuatro semanas las concentraciones
mas adecuadas para la induccioén de callos, teniendo
en cuenta: porcentaje de callos formados, desarrollo
de los callos (segun escala de Santana, 1982), color y
consistencia (compacta o friable).

Segunda fase: Efecto del 2,4-D combinado con 6-
BAP en el medio de cultivo para la induccién de
callos morfogénicos

Transcurridas cuatro semanas se seleccionaron las
mejores concentraciones de 2,4-D y posteriormente
se procedio a evaluar el efecto de la combinacion de
2,4-D (alas concentraciones seleccionadas) con 6-
BAP en diferentes concentraciones, sobre la
induccién de callos morfogénicos (0.02; 0.2 y 1.0
mg.l""). Los recipientes de cultivo con las siembras
asépticas fueron colocados en condiciones de luz
solar de 4000-5000 lux.

A las cuatro semanas de cultivo se evaluaron las
mismas variables del experimento anterior. Se
analizaron veinticinco muestras por tratamiento y se
realizaron tres repeticiones en cada caso. Se empled
un diseio completamente aleatorizado y el
procesamiento estadistico de los datos se llevé a cabo
en los callos pertenecientes al grado 3 de la escala de
Santana (1982), para lo cual se realizé un analisis de
comparacion de proporciones y al existir diferencias
entre las medias se les aplico la prueba de rango multiple
de Duncan al 1%. Se utilizé el paquete estadistico
STATISTICA.

Descripcion de la escala empleada por Santana (1982):
0 — no formacion del callo.

1 — ligera formacion del callo (se observd una débil
proliferacion en zonas del borde del explante).

2 —formacién del callo (hay proliferacion de células por
todos los bordes del explante, sin llegar a formar una
masa).

3 — abundante formacion del callo (formacion de una
masa voluminosa de callos).

Para calcular el porcentaje de callos formados, se
empled la siguiente férmula:

numero de explantes con callos por tratamiento

x 100

Callos formados (%) =

numero total de explantes por tratamiento



RESULTADOS Y DISCUSION

Entre las caracteristicas morfolégicas de los callos
de grado 3 de la escala en el cultivo del boniato,
se apreciaron: color crema amarillo, consistencia
friable y apariencia nodular, indistintamente del tipo
de clon empleado; mientras que, los callos de
grado 2, fueron de color amarillo y consistencia
compacta, y los de grado 1 no presentaron
caracteristicas morfogénicas favorables para la
embriogénesis ni organogénesis, siendo definidas
estas variables por el crecimiento y las
caracteristicas morfolégicas del callo segun la
escala de Santana (1982).

Primera fase: Efecto del 2,4-D en el medio de
cultivo para la induccién de callos morfogénicos
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Como se puede observar en las tablas 1y 2, lainduccion
de callos a partir de los limbos foliares a las cuatro
semanas fue posible con todas las concentraciones
de 2,4-D utilizadas; no obstante los mejores resultados
(callos con grado 3 de color crema amarillo, nodulares
y friables) se obtuvieron con las concentraciones de
0.1; 0.5y 1.0 mg.I"" que se muestran para los clones
Inivit B 90-1 y Yabu-8. Alaumentar la concentracion de
2,4-D no se formaron callos de grado 3, obteniéndose
callos de grado 2 y a la concentracién de 3.0 mg.I
solamente se obtuvieron callos de grado 1 de la
escala y un determinado porcentaje de explantes
que no formaron callos. Por lo tanto, la mayor
capacidad para inducir el porcentaje de callos
pertenecientes al grado 3 de la escala, se puso de
manifiesto cuando se empled 0.1 mg.I" de 2,4-D en
el medio de cultivo para los clones evaluados.

Tabla 1. Influencia del 2,4-D independiente y combinado con 6-BAP en la induccién de callos morfogénicos de

boniato en el clon Inivit B 90-1.

2,4-D 2,4-D combinado con 6-BAP

24-D Callos  Numero de callos por (mg.l'1) Callos Numero de callos por
grado de la escala (%) grado de la escala (%)

(mg.I'1) (%) 0 1 2 3 24D 6-BAP (%) 0 1 2 3
0.01 92.0a 80 0 60.0 320c 01 0.02 100 a 0 0 640 36.0c
0.05 88.0b O 24.0 16.0 60.0b 01 0.2 100 a 0 0 0 100 a
0.1 100a O 4.0 9%.0a 0.1 1.0 520b 480 O 200 320c
0.5 100a O 8.0 920a 05 0.02 100 a 0 0 480 520b
1.0 100a O 12.0 880a 05 02 640b 360 640 0 od
15 100a O 0 8.0 16.0cd 05 1.0 480bc 520 480 0 od
2.0 100a O 100 0 0d 1.0 0.02 8.0d 920 80 0 od
25 100a O 80.0 200 0d 1.0 0.2 36.0c 640 360 0 0d
3.0 100a O 100 0 od 1.0 1.0 120d 880 12.0 0 0d

Tabla 2. Influencia del 2,4-D independiente y combinado con 6-BAP en la induccion de callos morfogénicos de

boniato en el clon Yabu-8.

2,4-D 2,4-D combinado con 6-BAP

24-D Callos  Numero de callos por (mg.l'1) Callos Numero de callos por
grado de la escala (%) grado de la escala (%)

(mg.l'1) (%) 0 1 2 3 2,4-D 6-BAP (%) 0 1 2 3
0.01 60.0c 400 O 32.0 28.0d 0.1 0.02 100 a 0 0 720 280b
0.05 100a O 0 52.0 480¢c 0.1 0.2 100 a 0 0 120 880a
0.1 100a O 0 16.0 84.0a 0.1 1.0 56.0c 440 560 0 Oc
0.5 100a O 0 320 680ab 05 002 8.0b 200 O 600 200b
1.0 100a O 200 200 600bc 05 02 100 a 0 20.0 800 Oc
15 100a O 16.0 60.0 240d 05 1.0 100 a 0 100 0 Oc
20 84.0b 16.0 720 12.0 Oe 1.0 0.02 100 a 0 40.0 600 Oc
25 80.0b 200 800 O Oe 1.0 0.2 240d 760 240 0 Oc
3.0 800b 200 800 O Oe 1.0 1.0 200d 80.0 200 0 0d
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Enlatabla 1, se muestra el comportamiento del clon
Inivit B 90-1 que arrojé buenos resultados en cuanto
a la induccion de callos morfogénicos a las cuatro
semanas, alcanzando un 96.0% pertenecientes al
grado 3 con el empleo de 2,4-D (0.1 mg.I"") en el
medio de cultivo y el resto de los callos pertenecientes
al grado 2, con un total de 100%, seguido de 0.5
mg.I"" de 2,4-D con un 92.0% de callos de grado 3.
Por otro lado, el clon Yabu-8 presentdé un menor
comportamiento en la induccién de callos
morfogénicos (Tabla 2) y los mas altos valores
pertenecientes al grado 3 correspondieron al 84.0%
para la concentracion de 0.1 mg.I"" y un 68.0% para
el mismo valor de grado de la escala en la
concentraciéon de 0.5 mg.I"". Como se observo, el
comportamiento de los clones marco tendencias
diferentes, destacandose el clon Inivit B 90-1 por su
facilidad en la induccion de callos pertenecientes al
grado 3, alcanzando un 96.0% y menores resultados
en el Yabu-8. Todo parece indicar que, los clones del
tipo Inivit fueron propensos a la induccién de callos
morfogénicos de mejor calidad y con mayor velocidad
en su formacion y crecimiento, segun analisis visual
comparativo realizado.

Cantliffe (1993), en clones de boniato obtuvo
resultados satisfactorios en la induccién de callos
morfogénicos y otros procesos organogénicos
desarrollados in vitro; mientras que, en 1977, Garcia
y Menéndez (citados por Santana, 1982) en el cafeto,
refirieron que con la ausencia de 2,4-D la produccién
de callos fue nula y con el aumento de éste y en
combinacion con 6-BAP fue posible la induccion de
callos morfogénicos.

Salinas et al. (1991), en la induccion de callos en
diferentes clones peruanos de Ipomoea batatas con
el empleo de limbos foliares y el medio de cultivo de
Murashige y Skoog (1962) con diferentes
concentraciones de 2,4-D, comprobaron que este
regulador del crecimiento tuvo un efecto marcado en
el proceso de induccién de callos, donde las
concentraciones de 0.05y 0.1 mg.I"" resultaron ser
las mas eficientes para inducir y facilitar el desarrollo
de los callos. Resultados similares fueron obtenidos
en este estudio con el empleo de clones diferentes a
los utilizados por ellos y adaptados a distintas
condiciones edaficas y climaticas.

Segunda fase: Efecto del 2,4-D combinado con
6-BAP en el medio de cultivo para la induccién
de callos morfogénicos

Enlatabla 1 se muestra el comportamiento del clon
Inivit B 90-1 con el empleo de diferentes
concentraciones de 2,4-D combinado con 6-BAP,
el cual manifestdé los mejores resultados en
comparacion con el clon Yabu-8, observandose el
mayor numero de callos pertenecientes al grado 3
de la escala en el medio que contenia 2,4-D (0.1
mg.lI"") y 6-BAP (0.2 mg.I'"). Ala concentracién de

2,4-D (0.1 mg.I'") combinado con 6-BAP (0.02,0.2y
1.0 mg.I"") no se obtuvieron formaciones callogenas
pertenecientes al grado 3 de la escala. Por otro lado,
el clon Yabu-8 (Tabla 2), manifesté los mejores valores
en la induccion de callos, alcanzando un 88.0% de
grado 3 cuando se emple6 2,4-D (0.1 mg.I'") y 6-BAP
(0.2 mg.I'") y al usar combinaciones de 2,4-D (0.1
mg.I"") con 6-BAP (0.02; 0.2y 1.0 mg.I"") se lograron
resultados similares al clon Inivit B 90-1. Con la
combinacién del 2,4-D (0.1 mg.I"") y 6-BAP (0.2
mg.l""), independientemente de los valores
cuantitativos obtenidos, se lograron callos de los
grados 3, 2 y 1; con las caracteristicas morfologicas
descritas anteriormente para estos grados de la
escala, destacandose la combinacion de 0.1 mg.|"
de la auxina con 0.2 mg.I"" de la citocinina, en
comparacion con el empleo del 2,4-D solamente en
el medio de cultivo y esto demuestra que, en el cultivo
de tejidos, donde el crecimiento del callo es normal,
se requiere de reguladores del crecimiento para lograr
la continuidad del material y existe siempre una
correlacion entre la respuesta del material vegetal y
la concentraciéon del regulador del crecimiento
empleado.

Como se observd, con el empleo de la auxina y la
citocinina, la relacion se incliné a favor de la citocinina;
coincidiendo con los resultados obtenidos en 1968
por Murashige y Miller (citados por Bidwell, 1979) en
lo referente a las posibles tendencias en la induccién
de callos y 6rganos con el empleo de combinaciones
de auxinas y citocininas; dado en que al utilizar
mayores valores de la concentracién de la citocinina,
en relacion con la auxina, se favorece la callogénesis.

Debe destacarse que, a pesar de haberse obtenido
material callégeno con bajas concentraciones de
reguladores del crecimiento, los callos inducidos
en ocasiones fueron amarillentos y de apariencia
acuosa, no presentando caracteristicas favorables
a la morfogénesis. Por lo tanto, esto sugiere que
son precisamente las caracteristicas del callo las
que determinan su capacidad morfogénicas
(Cantliffe, 1993).

En las fases del cultivo de callo, el genotipo juega un
importante papel para llegar a obtener éxito, por lo
cual se debe siempre trabajar durante la investigacion
con dos o tres genotipos a la vez. Los callos pueden
tener diferentes apariencias y color, en dependencia
de la especie o genotipo que se trabaje, asi como
las condiciones de cultivo in vitro (Gémez, 1998) y
es por ello que, en este estudio se trabajoé con dos
genotipos de boniato y no se obtuvo igual
comportamiento en los mismos en la induccién de
callos morfogénicos.

Narvaez (1983), sefialé la influencia diferencial que
ejercen algunos niveles de auxinas y combinaciones
de auxinas y citocininas en las frecuencias de
induccion de callos y regeneracion de plantas,



argumentando que constituyen el principal elemento
del medio inductor del proceso.

Segun Murashige (1992), el proceso de regeneracion
de plantas puede iniciarse en el propio medio de
cultivo de induccion de callos, cuando se utilizan
combinaciones de auxinas y citocininas en el mismo.
Se han empleado en la induccién de callos diversas
combinaciones de 2,4-D y 6-BAP, obteniendo
respuestas diferentes con el empleo de los distintos
reguladores del crecimiento y cuando no se incluia
el 2,4-D en el medio de cultivo no ocurrié induccion
de callos. Lo que sugiere la importancia de esta auxina
en la callogénesis en diversas especies, entre las
que se encuentra el cultivo del boniato.

Segun Piferrer et al. (2001), el proceso de
callogénesis es una parte esencial para la
morfogénesis in vitro y el estudio morfolégico es
importante para la determinacion del tipo de evento
morfogénico ocurrido y las caracteristicas del mismo.

CONCLUSIONES

La composicion del medio de cultivo para la induccién
de callos morfogénicos en el cultivo in vitro del boniato
debe de contener; ademas, de las sales de Murashige
y Skoog (1962), los reguladores del crecimiento 2,4-
D (0.1 mg.I'") independiente en el medio de cultivo o
2,4-D (0.1 mg.I'") combinado con 6-BAP (0.2 mg.I"),
preferentemente el empleo del 2,4-D (0.1 mg.I'") donde
se han obtenido buenos resultados.

En los medios de cultivo empleados para la induccién
de callos morfogénicos en boniato, se observo la
presencia de tres tipos de callos: uno de color amarillo
claro, apariencia nodular mucilaginosa y de
consistencia esponjosa, (grado 1 de la escala); otros
de color amarillo con visos verdes o pardos, de
consistencia compacta y dura, de apariencia nodular
(grado 2) y otros de color crema amairillo, friables y
nodulares, correspondientes al grado 3.
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