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INTRODUCCION

El cultivo del boniato (lpomoea batatas (L.) Lam.)
ofrece diversas ventajas econémicas para muchos
paises, ya que se puede emplear en la alimentacién
humana y animal, asi como en la industria (Lépez
et al., 1995).

El aprovechamiento racional y conservacionista
de los ecosistemas y las especies vegetales constituye
uno de los retos mds importantes de la sociedad
moderna. Las tendencias mundiales abren un espa-
cio cada vez mayor al cuidado de la biodiversidad
mientras que el crecimiento urbano, la agricultura
intensiva y el desarrollo industrial han puesto total-
mente en riesgo la supervivencia de especies de las

que depende el futuro de la agricultura. Durante los
tltimos decenios se han desarrollado los métodos
de cultivo de tejidos vegetales, lo que ha permitido
un rdpido avance en este sentido (CICY, 1990).
Las técnicas de cultivo aséptico han contribuido
a elevar la productividad y se justifica su inclusién
en programas agricolas (Villegas ez al., 1990). Des-
de el punto de vista de la propagacién, la
embriogénesis somdtica es el sistema mids eficiente,
si se considera el nimero de plantas regeneradas por
unidad de tiempo, la reduccién de los costos de la-
bor (Cantliffe ez a/., 1988) y su aplicacién en el de-
sarrollo de la semilla artificial (Redenbaugh ez 4.,
1988 y Redenbaugh, 1990). Teniendo en conside-
racién que, el cultivo del boniato constituye uno de
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los de mayor extensién a escala mundial, se hace
necesario conocer la embriogénesis somdtica como
una posibilidad para la multiplicacién y conserva-
cién de los recursos vegetales.

Se considera oriundo del continente americano
(México y Centroamérica), en virtud de la divi-
sién del material genético y por la evidencia ar-
queoldgica de la antigiiedad de su cultivo. Aunque
otras hipétesis plantean su origen en Asia, funda-
mentalmente en China (Montaldo, 1972; Jones et
al., 1986), en la actualidad se acepta que es origi-
nario de América porque se producen variedades
con un alto potencial de rendimiento y el desarro-
llo vegetativo alcanzado es superior, favoreciendo
la floracién y la fructificacién (Andrey ez al., 1994).

Es una planta anual, herbdcea, rastrera, glabra o
pubescente, con raices adventicias y tuberosas (Scott,
1992). Se propaga vegetativamente por segmentos
de tallos y raramente por las raices tuberosas y semi-
llas (Scaramuzzi, 1986; Jarret, 1993). Se destaca por
su alta productividad por unidad de 4drea y tiempo
(FAO, 1979; Yen, 1982; Howard y Holloway, 1988;
Trognitz et al., 1995). Seglin Wambugu (1995) es
un cultivo rico en vitaminas y minerales y en Cuba
constituye uno de los mds importantes en la alimen-
tacién de la poblacién (Cuba. Minagri, 1998). Se-
gin Mortley (1993) no se conocen efectos de toxi-

cidad.

La indudable importancia econémica y social, e
incluso el valor estratégico de los sectores
agroalimentarios y medio ambiental, justifican la
creciente evolucién que se ha producido y se produ-
ce en la obtencién de nuevas variedades a escala
mundial. En nuestro pais, la variabilidad de las es-
pecies se enriquecié a partir del empleo de los clones
existentes mediante los programas de mejoramien-
to genético. En los dltimos afios se han introducido
en la produccién agricola nacional, mediante el

empleo de métodos tradicionales de mejora, un gru-
po de clones comerciales de elevado potencial de
rendimiento.

En los trabajos de hibridacién realizados en el
INIVIT por Rodriguez Nodal (1972), citado por
Lépez et al. (1995), se obtuvo el primer clon precoz
cubano de boniato y a partir de entonces se conti-
ndan los trabajos de seleccién y evaluacion de clones
cubanos, siendo necesario en la actualidad emplear
las técnicas de cultivo de tejidos vegetales para con-
tar con un método rdpido y eficiente que permita
seleccionar nuevos clones y ser introducidos en la
produccién. En este sentido se llevan a cabo traba-
jos en el INIVIT y en el Centro de Estudios de
Biotecnologia Vegetal de la Universidad de Granma,
ubicada en el oriente cubano.

El cultivo de tejidos vegetales “in vitro” consiste
en cultivar pequefios segmentos de la planta
(explantes) sobre medios sintéticos en condiciones
controladas, con el propésito de regenerar plantas
enteras. Para el cultivo de material vegetal separado
de la planta es necesario adicionar al medio los
nutrientes, vitaminas y reguladores del crecimiento
que las células, tejidos u 6rganos recibirfan a través de
las raices o de los 6rganos fotosintetizadores de la plan-
ta (Lépez, 1990).

Los cultivos “in vitro” pueden iniciarse préctica-
mente a partir de cualquier parte de la planta. Sin
embargo, la fuente inicial de material vegetal es de-
terminante para el éxito en el establecimiento de los
mismos y se aconseja utilizar plantas sanas y vigoro-
sas (Jiménez, 1998a). En general, el cultivo “in vitro”
resuelve una serie de problemas que serfan dificiles
por la via tradicional (Mkumbira, 1995) y esta téc-
nica ha trascendido con éxito de los dmbitos experi-
mentales a la aplicacién préctica.

La iniciacién de un proceso “in vitro” s6lo tiene sen-
tido cuando se emplea un material de partida adecuado.
Por tanto, uno de los cuidados especiales que se deben
de tener al iniciar el proceso es la seleccion del material



de partida; debiendo asegurarse que el mismo provenga
de una correcta seleccién individual. El material inicial
es una planta élite seleccionada por sus caracteristicas
fenotipicas especiales, que corresponden con el clon o
variedad a propagar. A tales efectos, se establecen bancos
donantes con individuos bien caracterizados mediante
clasificadores morfolégicos y marcadores bioquimicos o
moleculares (Jiménez, 1998).

El estado fisiolégico de la planta donante es de
gran influencia en la respuesta de los tejidos en cul-
tivo, reportdndose diferencias en los requerimien-
tos nutricionales y hormonales cuando los tejidos
provienen de plantas con diferentes edades fisiol6-
gicas. Generalmente, se utilizan plantas en estado
de crecimiento activo que muestran un desarrollo
VIgOroso y sano.

La contaminacién por microorganismos provo-
ca cuantiosas pérdidas en la propagacién masiva de
plantas y hace ineficientes econémicamente muchos
procesos. Existen vias para prever y controlar la con-
taminacién, pero es necesario conocer los
microorganismos y las fuentes que los introducen.
Las plantas, normalmente, se encuentran contami-
nadas por microorganismos que no son patdgenos
bajo condiciones normales. Sin embargo, cuando el
tejido o el 6rgano se cultiva ‘7 vitro”, el crecimien-
to de los microorganismos limita el desarrollo de las
células (Villegas ez al., 1990).

Existen evidencias que indican que se dan dife-
rentes respuestas entre especies, érganos o tejidos y
atn dentro de una misma parte de la planta (Villegas,
1990). Por otro lado, la época del afio en que se co-
lecta el material juega un papel importante en la des-
infeccién de los mismos. Para la desinfeccién se utili-
za hipoclorito de calcio o sodio, peréxido de hidré-
geno, agua de bromo, nitrato de plata y dicloruro de
mercurio. Otro método frecuentemente empleado es
el lavado con alcohol al 70% y luego colocarlos en el
desinfectante (Navarro y Perea, 1996).

El éxito del cultivo de tejidos estd muy
influenciado por la composicién quimica del me-
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dio, el cual contiene macronutrientes (sales de ni-
trégeno, potasio, calcio, fésforo y otros);
micronutrientes (manganeso, cobalto y otros);
carbohidratos (usualmente sacarosa) y vitaminas. Se
sabe también que se obtienen mejores resultados al
incluir compuestos orgénicos en pequefas cantida-
des, como aminodcidos y reguladores del crecimien-
to. El agua constituye otro elemento presente en los
medios de cultivo y si falta alguno de estos compo-
nentes, lo normal es que no se produzca crecimien-
to y desarrollo y el tejido u érgano aislado muera.

Para establecer un sistema de cultivo de tejidos
se elabora un medio que se ajuste a los principios
requeridos nutricionalmente por la especie vegetal,
tipo de explante y sistema de cultivo (Szabados
et al., 1993). En los diferentes cultivos agricolas se
manifiesta particular exigencia por la composicién
del medio de cultivo y en el boniato se han probado
diferentes hormonas del crecimiento y las respues-
tas encontradas han sido diferentes en cuanto al com-
portamiento en la induccién de callos y la regenera-
cién de plantas a partir de los mismos.

En contraste con la cantidad de informacién que
se ha divulgado sobre la optimizacién de los medios
de cultivo y sustancias de crecimiento, poca aten-
cién se ha dedicado a los pardmetros fisicos que in-
fluyen en el crecimiento y el desarrollo “in vitro”
(Litz y Jarret, 1993). El 4rea de incubacién o creci-
miento ‘Iz vitro” debe proporcionar un buen con-
trol de la temperatura (20-28°C), la iluminacién
(1000 a 5000 Ix) y la humedad relativa (70-80%).
Segin Mroginski y Roca (1993) los factores fisicos
juegan un papel determinante y es conveniente que
los cultivos sean incubados en ambientes controla-
dos de luz, temperatura y humedad relativa.

Utilizando las técnicas “i7 vitro”, la formacién
de callos puede ser incluida en muchos tejidos vege-
tales y érganos en los que normalmente no era cos-
tumbre observar callos atin con lesién (Street, 1979).
La mds importante caracteristica de los callos, desde
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el punto de vista funcional, es su crecimiento para
formar raices, tallos y embriones capaces de regene-
rar plantas completas. El gran problema en el uso
del callo es la inestabilidad genética que da como
resultado variaciones fenotipicas en las células. Los
cambios fenotipicos pudieran atribuirse a una base
genética o epigenética (Binns, 1981; citado por
Dodds, 1985).

Después del crecimiento del callo, se hace nece-
sario subcultivarlo en un medio de cultivo fresco ya
que el crecimiento en el mismo medio puede oca-
sionar que se agoten algunos elementos nutritivos.
El callo embriogénico puede ser identificado ficil-
mente por sus caracteristicas morfolégicas y
citolégicas: éste es de apariencia compacta, superfi-
cie nodular, de color blanco amarillo pilido y con
cierto aspecto organizado (Vasil y Vasil, 1984). El
mismo se encuentra rodeado frecuentemente por un
callo no embriogénico de apariencia suave, friable y
semitraslicido. En muchos casos se observan por-
ciones de callos embriogénicos distribuidos al azar
en la superficie del callo no embriogénico.

El callo embriogénico crece de forma més lenta
que el callo no embriogénico, pero puede ser man-
tenido en cultivo por largos periodos de tiempo
mediante la seleccién cuidadosa y el subcultivo de
los sectores embriogénicos.

La morfogénesis conduce a: la embriogénesis
somdtica y la organogénesis (Zapata, 1994) y es el
resultado de una organizada divisién y diferencia-
cién celular con patrones definidos y que dependen
basicamente de la actividad y expresién de ciertos
genes (Santana, 1993). Cuando se realiza el cultivo
de tejidos, el control de la morfogénesis se realiza a
través de la incorporacién exdgena de compuestos
hormonales y otros elementos nutricionales. Al ser
colocado un fragmento de tejido en un medio de
cultivo posibilita la liberacién de las células del con-
trol a que estdn sometidas en el organismo vivo y se
readquiere la capacidad de divisién celular.

Es factible obtener embriones somdticos de cé-
lulas cultivadas, los cuales no estdn rodeados por
tejidos maternales y pueden ser propagados en gran

ndmero. Por consiguiente, el uso de embriones
somdticos facilita el estudio de la embriogénesis, la
propagacién a gran escala y mds recientemente, la
transformacion genética de los cultivos (Parrot,
2002).

Se ha obtenido la embriogénesis somdtica en mds
de 130 especies de plantas. Sin embargo, todavia
quedan varias especies para las cuales nunca se ha
reportado. Aun para aquellas especies en las cuales
es posible la embriogénesis somdtica, los embriones
generalmente s6lo se pueden obtener de ciertos teji-
dos en etapas de desarrollo o de ciertos genotipos
dentro de la especie. La embriogénesis somdtica
puede producir un nimero ilimitado de propagulos
con la capacidad de germinar y producir plantas
completas sin necesidad de etapas adicionales para
el enraizamiento. Esta tecnologia puede ser util para
la propagacién de genotipos élite que no se pueden
producir por semilla botdnica.

Como embriones somdticos o adventicios se han
definido a los originados a partir de células, sin la
necesidad de la fusién de gametos (Tisserat ez al.,
1980; citado por Litz y Jarret, 1993). Son estructu-
ras bipolares con un eje radical-apical y la capacidad
de crecer y formar plantas normales.

Los primeros trabajos sobre el cultivo y desarro-
llo de embriones somdticos fueron reportados a partir
de callos de raices de zanahoria y desde entonces se
han incrementado considerablemente los estudios
sobre todos los sucesos que encierran la
embriogénesis somdtica. El embrién somdtico es
producido por cualquier érgano o tejido de la plan-
ta, tanto vegetativo como reproductivo, siendo ca-
paz de dar una planta completa mediante el creci-
miento simultdneo de brotes y raices, y este fené-
meno no es observado cuando las plantulas se for-
man por la via organogénica, donde el crecimiento
de brotes y raices se excluye entre si (Darias, 1993).

La embriogénesis somdtica es sin duda el medio
mds poderoso de micropropagacién y explota una
de las totipotencialidades de las células vegetales que
es la de generar embriones idénticos a los embrio-



nes cigticos sin pasar por la fecundacién (Zapata,
1994). Morfolégicamente, un embrién somdtico es
muy similar a uno cigético, sobre todo en su desa-
rrollo evolutivo desde proembrién hasta la fase
cotiledonar o embrién maduro (Darias, 1993). El
tamafio y forma de los embriones somdticos es muy
variable en dependencia de la especie y se pueden
formar de las mds variadas formas y tamafios.

La embriogénesis somdtica es una alternativa
dentro de los métodos de propagacién debido a su
alto indice de multiplicacidn, y es considerada una
eficiente forma de multiplicacién clonal, aunque con
algunos inconvenientes: la callosidad implicita en el
proceso y la falta de sincronizacién en la diferencia-
cién y madurez de los embriones. El uso de la
embriogénesis somdtica para la propagacién seguird
aumentando segtin haya protocolos més avanzados
y refinados capaces de producir embriones
morfolédgicamente normales, sin variacién
somaclonal y con capacidad para germinar y con-
vertirse en plantas.

El uso de la embriogénesis somdtica como un
método de regeneracién de plantas puede facilitar
el desarrollo de técnicas mecdnicas que permitirfan
la siembra directa de este cultivo a diferencia de la
propagacién vegetativa convencional (Cantliffe ez 4L,
1988; Shultheis et 2/, 1990; Harrel et al., 1992;
Desamero et al., 1994; Bieniek ez al., 1995). Segin
Chée ez al. (1992), la embriogénesis somdtica en el
boniato ofrece una oportunidad para la integracién
y automatizacién de la multiplicacién clonal rdpida
y la siembra. Ha sido reportada a partir de explantes
de anteras (Tsai y Tseng, 1979), dpices de renuevo
(Jarret et al. 1984; Liu y Cantliffe, 1984), hojas,
peciolos, tallos y raices (Liu y Cantliffe, 1984a).

Los embriones se trasplantan a un medio de
germinacién hasta convertirse en plantulas, momen-
to en que se consideran aptas para trasplantarlas de
condiciones ambientales controladas en la fase de
aclimatacién a condiciones naturales (Atree et al.,
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1991; citados por Pilgrim, 2000). Segiin Hamidah
et al. (1995) la germinacion se refiere al desarrollo
de la raiz y/o el brote mientras que la conversién es
la supervivencia y desarrollo en condiciones ambien-
tales ‘ex vitro” o en suelo. La regeneracién de plan-
tas directamente de los explantes o a partir de callos
y de embriones somdticos se ha utilizado como una
alternativa en los métodos de propagacién. Sin em-
bargo, su aplicacién ha sido limitada a causa de la
poca estabilidad genética de los cultivos de callos.
Varios autores al pasar embriones directamente de
las condiciones de maduracién a germinacién han
alcanzado pobres resultados y esto sugiere del em-
pleo de tratamientos postmaduracién para mejorar
la germinacién de los embriones somdticos.
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