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RESUMEN

Con miras a contribuir con el desarrollo de un protocolo para la regeneracién de plantas de batata (I[pomoea
batatas (L.) Lam.) via embriogénesis somatica, se evalu6 la capacidad de induccién y proliferacion de tejidos
celulares a partir de diferentes explantes (Ilamina foliar, peciolo y la lamina foliar con el peciolo adherido)
establecidos en medio semisélido Murashige y Skoog (MS) suplido con (mg L) tiamina HCI (1,0), sacarosa
(30.000), myo-inositol (100), agar (7.000) y cinco concentraciones de 2,4-D (0,0; 2,26; 4,52; 9,04 y 18,08
pM). La proliferacion del tejido se evalué en medio semisélido MS y MS3:1N liquido utilizando un disefio
completamente al azar. Se determiné que el suministro de 2,4-D en el medio fue necesario para observar
induccién en explantes de batata, el mayor porcentaje de induccion de tejido se observé cuando se utilizé
la ldmina foliar con el peciolo adherido como explante. La induccion de tejido se evidencié a partir de las
semanas seis y siete con tejidos de coloracion amarillo-crema y consistencia compacta creciendo de los
explantes. Se lograron tasas significativas (Pr< =0,05) de proliferacién en medio semisélido y en medio liquido
por efecto de la adicion de 2,4-D.

Palabras clave: tejido embriogénico, batata, 2,4-D, Ipomoea, embriogénesis somatica.

ABSTRACT

With the aim to develop a regeneration protocol for sweet potato (I[pomoea batatas (L.) Lam.) plants via
somatic embryogenesis, several explants (leaf blade, petiole and petioled leaf blade) were cultured on MS
medium supplemented with (mg L") thiamine HCI (1,0), sucrose (30.000), myo-inositol (100) and five 2,4-
D concentrations (0,0; 2,26; 4,52; 9,04 and 18,08 pM) to evaluate cell tissue induction. Tissue proliferation
was promoted on semisolid MS and liquid MS3:1N media and treatments were distributed with a complete
randomized design. The data showed that 2,4-D was necessary for tissue induction and petioled leaf blade
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produced the highest level of tissue induction (90%). Tissue growth was evident between six and seven weeks
after establishment with yellowish compact structures arising from the explants. Analysis performed showed
significant effects (Pr< 0,05) of 2,4-D on fresh mass tissue increase in both, liquid and semisolid media.

Key words: embryogenic tissue, sweet potato, 2,4-D, Ipomoea, somatic embryogenesis.

INTRODUCCION

La batata (Ipomoea batatas (L.) Lam.) es una
planta originaria de la zona comprendida
entre la Peninsula de Yucatdn en México
y la desembocadura del Rio Orinoco en
Venezuela (Zhang et al. 1998). China es el
mayor cultivador mundial de batata (65%
del area mundial), seguido por Cuba, Haiti,
Nueva Guinea, Java y Uganda. Esta especie es
de gran interés para la alimentacion humana,
l[a obtencién de alcohol, la elaboraciéon de
concentrados para animales y la produccién
de almidén y B-caroteno (Hijmans et al. 2000;
Vasquez y Le6n 2006; Dhir et al. 2008). En
Colombia, no existen reportes de cultivos
comerciales, aunque se conoce que las zonas
de mayor produccién para consumo doméstico
son los Montes de Maria y las estribaciones de

l[a Sierra Nevada de Santa Marta.

La propagacion sexual de la batata se dificulta
debido a la naturaleza hexaploide (2n:90)
de la especie, su limitada produccion de
semillas e incompatibilidad cruzada que
ocurre en algunas variedades y la inestabilidad
de la descendencia hibrida, por lo que los
estudios relacionados con la aplicacion de
técnicas de cultivo in vitro que permitan
explorar la posibilidad de aplicar técnicas de
mejoramiento no convencional para aumentar
la productividad de su cultivo resultan de gran
interés (Villegas et al. 1990; Yanez 2002).
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Existen reportes de estudios de cultivo in vitro
de tejidos embriogénicos en batata a partir de
explantes como anteras apices raiz y peciolos,
observandose, que la induccién de tejidos
embriogénicos y el desarrollo de embriones
somaticos es altamente dependiente del
genotipo y del tipo de explante (Tsai y Tseng
1979; Jarret et al. 1984; Liu y Cantliffe 1984;
Sonnino y Mini 1993; Lowe et al. 1994;
Mazrooei et al. 1997). El presente estudio ha
tenido como propésito establecer un protocolo
para la induccién y multiplicacién de tejidos
celulares en medio suplido para promover la
formacion de tejidos embriogénicos, como
una base para la posterior regeneracién de
plantas de batata de la variedad “Amarilla”,
genotipo del cual no se conocen reportes de
cultivo in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal utilizado fue aislado
de plantas de batata variedad “Amarilla”
cultivadas por varios ciclos en condiciones
in vitro en medio semis6lido MS (Murashige
y Skoog 1962) con (en mg L") tiamina HCI
(1,0), sacarosa (30.000), myo-inositol (100) y
agar (Sigma-Aldrich®) (7.000). Los tres tipos de
explantes evaluados fueron la [dmina foliar,

el peciolo y la lamina foliar con el peciolo

adherido.
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Induccién de tejidos embriogénicos
Con el fin de evaluar el porcentaje de
induccién de tejidos celulares, los explantes
fueron establecidos en medio semisélido MS
suplido con (en mg L") tiamina HCI (1,0),
sacarosa (30.000), myo-inositol (100), agar
(7.000), y adicionado independientemente
con cinco cantidades (0,0; 2,26; 4,52; 9,04 y
18,08 pM) de acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D). Los cultivos se establecieron en cajas
de Petri® desechables (94 x 16 mm), las cuales
fueron selladas con Parafilm® y mantenidas
en oscuridad durante ocho semanas a una
temperatura de 25 °C. Los tratamientos se
distribuyeron con un disefio completamente
al azar con 10 réplicas por cada tratamiento.
El ndmero de cultivos inducidos fue registrado
semanalmente y el porcentaje de induccién
de explantes por tratamiento calculado; en
la misma frecuencia de tiempo se realizaron
de
de

(coloracién y consistencia).

observaciones las caracteristicas

morfolégicas los  tejidos inducidos

Proliferacion de cultivos celulares

Porciones de tejidos inducidos (200 mg
aproximadamente) fueron transferidos
en medio de cultivo semisélido con una
formulacion similar a la fase de induccion y
suplido independientemente con diferentes
cantidades (0,0; 2,26; 4,52; 9,04 pM) de 2,4-
D, con el fin de evaluar la proliferacién de los
tejidos. Los cultivos se almacenaron en las
mismas condiciones indicadas para la etapa
de induccién, con 10 repeticiones por cada
tratamiento y registrando el incremento en el
valor de masa fresca a los 3, 6, 9, 12, 15, 18,

21,24, 27 y 30 dias después de la inoculacién
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en el medio. Alternativamente, Tml de los
tejidos inducidos, y decantados en medio
liquido, fueron inoculados en elenmeyers de
125 cc de capacidad conteniendo 25 ml de
medio liquido MS3:1N (Witjaksono vy Litz
1999); el cual consistié de sales MS modificado
(149.919,41 uM de NH,NO, y 299.724,04 uM
de KNO,) con (en mg L") tiamina HCI (1,0),
sacarosa (30.000), myo-inositol (100) y suplido
independientemente con 0,0; 2,26; 4,52;
9,04 uM de 2,4-D. Los erlenmeyers fueron
cubiertos con papel aluminio, sellados con
Parafilm® y colocados en un agitador orbital
(KS 501 digital IKA®) a 120 rpm en condiciones
de semioscuridad a 25 °C durante cuatro
semanas. Para cada tratamiento se emplearon
siete repeticiones y la medicion de volumen se
realizé en tubos de ensayo de 55 ml (25 x 150
mm) dejando decantar el tejido y registrando
el incremento del volumen de tejido.

EL pH de todos los medios se ajust6 a 5,7-5,8
previo a la adicion del agar, los medios fueron
esterilizados en un autoclave a 120°C y 1,2
PSI. Los tratamientos de ambos experimentos
se distribuyeron con un disefio completamente
al azar y los datos se analizaron con un
ANOVA con base en el modelo Y: p + o +
€, donde Y, representa el incremento de masa
fresca 6 volumen de células precipitadas, p
es la media general, o, representa el efecto
de las concentraciones del regulador 2,4-D y
€, representa el componente de error al azar.
Cuando existieron diferencias significativas se
realizé una comparacion de rangos multiples
con el test de Duncan (p< 0,05), mientras que
el contraste de Kruskall-Wallis se aplic6 como
alternativa no paramétrica de ANOVA.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Induccién de tejidos celulares

Los explantes cultivados en ausencia de
2,4-D permanecieron verdes y sin cambios
morfolégicos  evidentes,  mientras  que
aquellos cultivados en presencia de 2,4-D
se tornaron de color amarillo y apariencia
clorética después de la segunda semana
de establecidos en el medio, seguidamente
mostraron un arrugamiento de la [amina foliar,
o engrosamiento del peciolo (Figura 1).

El suministro de auxinas en el medio
ocasioné cambios en el funcionamiento y
la morfologia de los explantes. Algunos de
los cambios celulares internos asociados al
efecto de las auxinas son rompimiento de la
polaridad celular, reorganizaciéon del ADN,

silenciamiento oactivacion de genes especificos,

desdiferenciacién y crecimiento celular, los
cuales normalmente se reflejan en forma de
cambios en el color, la textura del tejido y
formacion de nuevos tejidos (Feher et al. 2003;
Gonzalez et al. 2005). En el presente estudio,
la formacion de tejidos celulares de coloracion
amarillo-crema 'y  consistencia compacta
en la superficie adaxial de los explantes se
observé luego de seis semanas de cultivo,
posiblemente influenciadas por los cortes en
la 1dmina foliar, donde se concentré la mayor
formacién de estructuras inducidas (Figura 1).
Estudios anteriores por Liu y Cantliffe (1984) y
Jarret (1993) reportan induccién de tejidos en
superficies abaxiales y sanas (sin heridas) de
explantes foliares y dpices de batatas en medios
MS suplidos con cantidades de 2,26 a 9,04 pM
de 2,4-D, respuesta que posteriormente fue

asociada con un efecto genotipico y de posicion

del explante en el medio.

Figura 1. Tejido embriogénico de batata a los 40 dias de edad: a) Induccién en tejidos foliares, b) Proliferacion
en medio semisélido, ¢) Tejidos en medio liquido.

La induccién de tejidos celulares ocurrié
en todos los tratamientos suplidos con 2,4-
D, mientras que en aquellos sin suministro
del regulador de crecimiento no indujeron
ninguna formacioén, lo cual indica que, bajo
las condiciones en que se realiz6 el presente
estudio, la presencia de 2,4-D en el medio
fue necesaria y suficiente para inducir tejidos
celulares en los explantes foliares de batata.
Los mayores porcentajes de induccién (>80%),
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con respecto al suministro de 2,4-D, se observo
para todos los explantes cuando fueron
cultivados en presencia de 2,26 pM de 2,4-D,
mientras que con respecto al tipo de explante,
la lamina foliar con el peciolo adherido
fue el que registré los mayores porcentajes
de induccion de tejidos en las diferentes
cantidades del regulador de crecimiento,
exceptuando cuando se adicion6 la mayor
cantidad de 2,4-D (9,04 pM) (Figura 2).
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Figura 2. Porcentajes de induccién de tejidos embriogénicos: a) diferentes explantes evaluados y b)
concentraciones del regulador de crecimiento vegetal 2,4-D.

Los resultados del presente estudio coinciden
con reportes previos de Cantliffe (1993) vy
Gonzalez et al. (2003), quienes observaron
que los mayores porcentajes de induccion
de tejidos embriogénicos ocurrieron cuando
los explantes foliares (lamina foliar y [dmina
con el peciolo adherido) fueron cultivados
en medio con cantidades relativamente
bajas de 2,4-D, lo cual indica que los tejidos
inducidos en el presente estudio pueden
corresponder a estructuras embriogénicas. La
mayor induccion de tejidos en explantes con
lamina foliar, puede ser el resultado de una
mayor area de contacto de esta estructura
con el medio y sus suplementos, mientras que
las variaciones con respecto a la cantidad de
2,4-D suplida se asocia posiblemente con los
contenidos enddgenos de auxinas presentes en
el explante (Guerra et al. 1999). La naturaleza
embriogénica, o no, de los tejidos inducidos
en el presente trabajo se sugiere verificarla en

futuros estudios.

Multiplicacién de cultivos celulares
del de Kruskall-
Wallis permitieron determinar que existieron

Los resultados analisis
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diferencias  estadisticamente  significativas
(P= 0,016) entre los valores de incremento
en masa fresca de los tejidos cultivados por
efecto de las diferentes cantidades de 2,4-
D adicionadas en el medio semisélido. Los
datos de crecimiento registrados a los 30
dias indicaron que los tejidos cultivados en
presenciade 2,26 uM de 2,4-D experimentaron
el mayor valor de incremento de masa fresca
(1,7 g), contrastando con aquellos cultivados
en ausencia total de 2,4-D, o en presencia
9,04 pM de 2,4-D (<600 mg). Los cultivos con
mayores niveles de proliferacién mostraron
una fase inicial de proliferacion lenta, seguida
por un aumento acelerado de masa fresca
entre los 15 y 20 dias después de establecidos
y una estabilizacién del crecimiento al final
del periodo de evaluacién (Figura 3a). En la
evaluacion del crecimiento en medio liquido,
los tejidos de todos los tratamientos aumentaron
el volumen de células decantadas de manera
similar hasta el final de la segunda semana de
cultivo, tiempo a partir del cual se observé que
aquellos cultivados en presencia, indistinta
de la cantidad, de 2,4-D aumentaron su
volumen de manera significativa, y sostenida,
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en comparacion con aquellos cultivados en
presencia del tratamiento control (P< 0,05)
hasta el final del periodo de evaluacién (30
dias) (Figura 3b).

Los tejidos cultivados en medio semisélido
presentaron una consistencia friable con
una coloracién amarrillo-crema; mientras
que, aquellos cultivados en medio liquido
presentaron una coloracién amarilla o blanca
y estaban constituidos mayoritariamente por
células alargadas (Figura 1b, 1c). Morfologia
similar a la observada en el presente estudio
ha sido reportada previamente para cultivos
de batata de
diferentes genotipos y cultivados en presencia
de 2,26 a 9,04 uM de 2,4-D (Sim y Cardosa

2005).

embriogénicos inducidos

Aunque estudios previos de embriogénesis
somatica en batata han coincidido en indicar
que la iniciaciéon y multiplicacion del tejido
embriogénico es afectada por factores como
la concentraciéon de 2,4-D, el genotipo y el
tipo de explante (Jarret 1993; Sonnino y Mini
1993; Liu et al. 1993; Mazrooei et al. 1997);
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los resultados del presente estudio, donde
se utiliz6 material proveniente de un mismo
genotipo pero evaluando un medio diferencial
con respecto a la consistencia, indican que las
condiciones del medio pueden ejercer algin
efecto sobre el crecimiento de los tejidos de
esta especie, por lo que se recomienda seguir
explorando este aspecto.

Comparativamente, los tejidos cultivados en
forma de suspensiones celulares mostraron
tasas de proliferacion superiores a los cultivados
en medio semisolido; esto se debe muy
seguramente a la agitaciéon permanente en la
que se encontraban los tejidos en medio liquido,
lo cual permite entre otras cosas, mantener una
distribuciéon uniforme y un contacto similar
de todos los tejidos con el medio de cultivo y
romper de manera permanente los cimulos de
células formadas en estructuras mas pequenas
o células individuales de manera secuencial
(Suarez 2005). Otro aspecto que pudo influir
en la mayor proliferacion de los tejidos en el
medio liquido, es la diferencia en las fuentes de
nitrégeno del medio MS3:1N, con un contenido
menor de NH,NO, y mas alto de KNO,, lo cual
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Figura 3. Curvas de crecimiento de tejido embriogénico después de cuatro semanas de cultivo, empleando
diferentes concentraciones de 2,4-D: a) medio semisélido MS b) medio liquido MS3:1N, R?
representa el coeficiente de determinacion (%) de la regresion.
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ha sido comprobado favorece la viabilidad y
crecimiento celular en cultivos en forma de
suspension liquida (Witjaksono y Litz 1999).

El andlisis del incremento de masa fresca,
tanto en medio semisélido como en medio
liquido, con relacion al tiempo demostré que
los cultivos en ambos medios describieron
una tipica curva de crecimiento celular.
Los tejidos cultivados en medio semisélido
mostraron una fase corta de reposo durante la
primera semana, seguida por un crecimiento
exponencial en la segunda semana, una
desaceleracion progresiva del crecimiento
en la tercera semana y una fase estacionaria
de

la cuarta semana de cultivo; mientras que

o disminucién del crecimiento al final
para los tejidos cultivados en medio liquido,
las fases de reposo inicial y la subsecuente
exponencial fueron aproximadamente una
semana mas prolongadas. Chée y Cantliffe
(1988) mencionan que los cultivos de batata
en suspensién consisten de poblaciones
heterogéneas de células embriogénicas, no
embriogénicas y sus agregados, y de masas
formadas por estos tres tipos; y que la cinética
del crecimiento, la duracion del ciclo celular
y la fragmentacion de los agregados celulares
en cultivos en suspension se ven influenciados
por la concentracion de 2,4-D en el medio
de cultivo; recomendando que con el fin
de mantener la viabilidad de las células las
suspensiones embriogénicas de batata se
deben transferir luego de aproximadamente
14 dias de cultivo. No obstante, Liu et al.
(1998) mencionan que los cultivos de batata
en suspension con 9,04 pM de 2,4-D pueden
mantener su potencial embriogénico por
un periodo de 24 semanas. En el presente
estudio, cultivos con edades superiores a las

15

cuatro semanas en medio liquido y ocho en
medio semisélido mantenian la viabilidad,
contario a lo que se observa en otros tipos de
plantas donde el ciclo no debe superar los 30
dias y los subcultivos deben realizarse antes
de cumplirse la segunda semana de cultivo
(Suarez et al. 2004; Suarez et al. 2006).

CONCLUSIONES

La presencia de 2,4-D en el medio de cultivo
semisélido MS fue necesario, para inducir
tejidos celulares con potencial embriogénico
en explantes de batata e incrementar la masa
cultivados, obteniendo

fresca de tejidos

los mayores porcentajes de cuando se
establecieron explantes de la lamina foliar con
el peciolo adherido en medio suplido con 2,26
UM de 2,4-D; mientras, que el aumento del
volumen del tejido en medio liquido (MS3:1N)

fue independiente de las dosis utilizadas.
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