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En este sentido, la hisogénesis ocupa un papel

s g o cubuno INNIT B

cién celular de

de la biodiversidad de los diferntes ccosistemas
favoreciendo el estudio de s condicines medio-
ambientals.

Dentro de los procesos biotecnolgicos, I e
briogéncsis somiticacs un medio de ictopropaga-
cidn que explora s orporencialidades de s células
vegetaes, siendo empleads dentro de los métodos
depropagacin por s aho indice de muldiplicacion
(TESTILLANO et a 2000,

En ol cultivo del boniao con el empleo de fa

de desarrllo.

En todo momento se emples l medio de cultivo.
propucsto por MURASHIGE & SKOOG (1962),
suplementado con Mioinasitol (100 mg L"), Tia:
mina (1 mg. 1Y), Viaminas MS (10.0 ml L),
carosa (39) y Gelrce (0.29). Los reguladores del
erecimiento fcron incorporados al medio de cultvo
en dependencia del objedvo planteado en cada
experimento, el pH. del medio fue ajustado a 5.8 +
001 e todosloscasos, previo a a adicidn del agente
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Keflem? 20 minutos.

Paracl cidn

Ia multiplicacion ¢ introduccién de mucvos cloncs.
Lautilizacién de s embriogénesis somitica permite
Ia obtencién de un nimero elevado de planas en
cortotiempo y e de gran utilidad en los programas
de muldplicacién en diferences culdivos de interés,

po
de 2 mom? para los explantes de limbo folir y de 2
i’ para el resto de los materisles estudisdos con
tres repericiones en cada muestreo. Las mucstras
fueron fijadas en formaldehido (4%) en ampén
fosfato a pH 7.1, durante veinticuatro horas a 4°C,
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sedeshidracaron en soluciones crcientes de canol y

en xido de alizar a inficra-

dlcliv i i, s b hecho wo e s enicas
han b

cion e inclusion en Epon, segin L éenica empleada

el procesa

por

g P

1 m de grosor sc obru-

[
pan s oy s (ANIRGZ v
00)
oo el b dlprsce oo
fuc culuar

LKB Nova (Upsala, Sweden). La tncidn se realizs
conazul de tohidina (0.01%) en agua,asseciones
fucron forografiadas n un microscopio Olympus

nesis y embriogéness somitica apartr de explantes
de limbos foliars de boniato en cl clon cubano
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MATERIALES Y METODOS

El abajo fue ralizado en ef Departamento de
Fisiologia VegetaldelInstiuro Nacional de Ciencias
Agricolas (INCA) de La Habana, en colaboraciin
on ¢l Centro de Investgaciones Biologicas (CIB)
4l CanoSpatir e Imiguons Ciniis
(CSIC), Madrid, Espafia. Se recolectaron races

Para los cstudios hisolggicos se tuvicron en
cuenta s iguicnes exapas:
Formaciin del callscon structuras embriogénicas.
Se seleccionaron explantes de limbos folares
(1.0 em?), desinfectados con hipoclorito de so-
dio (19), durante 15 minutos y sembrados en el
medio de cultivo propucsto por MURASHIGE,
& SKOOG (M$) (1962), vicaminas MS (10 mg
L), mioinasitol (100 mg 1), sacarosa (3%), G
lrie (0.2%), 2.4-D (0.50 mg 1) y 6-BAP (0.25
L), maneenidos en la oscuridad permanene



durante trinta dias. Las muestras facron fjadas a
I
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agrapaciones celulres similares a1 que forman las

e duds

delasiembra, y

s mbriogénice s et v, paa
su posterior procesado para la inclusién en resina
y obrencién de cortes semifinos.

Formacion

division con una ripida multiplicacion cehlar;todo.
lo cual coincidic con lo planteado por Gonziler. y
Ferrer (1996), quicnes demostraron que a partir de
Tosscte dia despucs de hsiembra, s observs e el

conteniendo ademis damina (1 mg L') y el 24-Da
” L

de los doce dias se encontraba ocupando toda la

de 16 horas luz y 8 oscuridad durane weinta dias
transcurrido este tiempo se les realizaron los cortes
hisoldgicos.

Caracterizaciin de los embriones somiticos.

Se emples el medio de cultivo aneriormente
mencionado con ABA (10 mg 1Y)y s ralzron
los cortes a | las crapas:

‘Alos veintiin diasse observ el desartollo pleno
del calo de color crema-amarillo, con esructurs no-

textura friable (Figura 1B), presentindose una total
decoloracidn del explante cubierto porel cllo e su
Jidad. uns scccidn

‘obular, corszén, torpedao y coriledonsl,
RESULTADOS Y DISCUSION

ek del o o s b
secciones transversales realizadas al limbo

ol s epidermis (adaxial y abaxia)

y el parénquima cloroflco bien

empalizada y el lagunar o esponjoso (Figura 1A),

de allo o embriogéncs y ¢ pudo sbeerar que
éste se caracteriz por presentaren su mayoria céulas
alargadas, parénquimaticas (Figura 1),

Conjuntamente con las células embriogénicas
cambién se observaron céluls de t

lo pucden existr
fad embriogénica y
embriogénicas,  a formacion de un tipo de callo

células no

o del ccosiseema, permitiendo a identificacion y
conservacien de I biodiversida

A partie de los s dias de sembrado l explante,
ocurtis la induccion del callo donde las estructu-
as del limbo folar se manuvicron intactas  sc
observt Ia proliferacion de celulas indiferenciadas
en el parénquima esponjoso que dicron lugar #
callogéncsis,originindose callos de cieatizacidn en
los bordes del explante cercanos I reion del haz
vascular y una disminucion de la intensidad de la
coloracion verde.

Alos scs dias se bservis un mayor engrosumiento
el callo,dando lugar a un calloendigeno, Elincre-
mento entodas direciones oigind que s i
able y luego s proyectd hacia e exterior a wavés de

: . o

w oo, la forma-
cion de los proembriones puede ser infuido por el
genotipo como indicaron RIVAL (2000) y GOH

eral 2001
Se ha demostado que s céllasembriogénicas
proceden de las células merstemiticas y el aumento.
en el mimero de éstas s debe cas enteramente a
division repeida cn ejidos meristemiticos cspci
cos que se hllan slo en regiones imitadas y esin
formados por células permanenremente mbriona-

n LAPARRA et . (1997).

2 Capacidad morfogénic de algunos tidos
puede no tomarse en consideracion segin o plan-
ado por CONCEPCION eral (2003), debido a
Ia asociacién de estos con ejidos diferenciados que
esin dentro de un sistema organizado y todo cllo

s segin seials

aparicion de pequeioscallosde color amarillo-crema

vegeral y el mancjo de la biodiversidad a parcr de
os cstuds ,
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Figura 1.

Sceciones ransversles del

de formado y con predominio de céulas peq

INIVITB 31

lmbo folar y
limbo folar comadas al momento de realzar I siembr. (B): Callo con 30 dias
¥ abundanes. (C): S

ranseesil de un callo con zons

briogénicas. Barras e s fotos: () ~100 i, (8) =150 pu, (C)y (D) -200 yon.
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Formacion

EPE: Exrucurs Procmbriogénics

en el medio de culivo se obscrvo cl desarrollo de.
zonas embriogénicas (Figura 10), que posterior-
mente dieton inicio a Ia formacidn

relizado observaciones donde s demucsia que en
Is organisacin incipinte de b

embriones somiicos alser colocados en l media de

con los ccosistemas vegeuales y 1
biodiversidad a nivel mundial

o

sc puede apreciar la presencia de diferencs tipos
celulares (Risuefo, 2000).
Pasados veinte dias se observd una clevada pre-
sencia de embriones somiticos, principalmente en
el parcs bicadas en o cenoy brdes del
allo, sentar una

Las secciones longirudinales de los cmbriones

L naturaleza bipolar propia de:

los mismos v la posteior diferenciacion en embrio-

s independientes, e pudo observar la

gran variacion existente en cuanto 3 forma, tamio
L

por pres
morloga similr s cnbrions o Als
veinticinco dias,se pudo observar a emergencia de.
Iosembriones s en machos s s i 1 prsenca
de estos cn una misma zona del callo.

demucstra que es necesaio realiar estudios isto-
légicos deallados desde el inico del callo hasta a
completa formacién y desartollo d los embrioncs
somiticos, lo que puede ser usado para conoer ¢l
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Cotiledonal (D)

iempo de subculivo de los mismos, oprimizando
la cfecividad de las condiciones fsicas
esto cortobora Io planteado por algus
eferise s evolucin bistoldgica del desarrollo de
los callos con estructuras embriogénicas (Concep-
cion et al, 2003)

Al estudiar el embridn n la capa corledonal se
observ que cste present un meristemo apical y un
meristemo radical conectados vascularmente; estas
estrucruras e formaron simultincamente pasando
los embriones somiticos por diferentes crapas de
desarrollo, entre los cuales se encuentran: globular
scorszonado,

células del callo y Ia aparicion del callo exégeno
donde posteriormente aparecicron los embrioncs
somiticos caracterizados por presentar una morfo-
logis tosslmente normsl
Con el presente trabajo se puede garantizar
la muliplicacion acelerads y en corco tiempo de
plantas de interés y de aquellas en las que existen
peligros de extincién, lo cual garantiza que no se
produzcan pérdidas de la biodiversidad vegeral y
se desarrolla una cultura sobre el uso de los recur-
s0s fitogenricos valiosos para el hombre; unido
esto se pucde contribuir con la conservacion del
material vegetal, garantizando gran nimero de
bienestar del hombre,

(Figura 2.
de un organismo son
consideradis del mismo genotipo, no todas res-
ponden a a formacidn de embriones somiticos de
fgual maners, debido a que solamente certas células
parecen cstar aptas @ responder a la embriogéness
dado a influencia de los reguladores del
crccimicnto y una ver formadas las células em-
briogénicas, no todas estin simulcincamente listas
desde l punto de vista fioldgico para expresar su
toriporencis, ain en un medio fvorsble para su
desarrollo,

e o Las ctllas

La formacién del callo se produjo a partir de.
tas céluls del pinqune perasclar e pos-
s

iempre que los mismos se manipulen con L mayor
electividad posible
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