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RESUMEN

El presente trabajo se realizé en el Programa
Recursos Gendgticos Nicaraglienses {(REGEN) adscritao a la
Universidad Nacional Agraria, con el obietivo de estudiar
el método de conservacidn in vitro a tasa minimas de
crecimiento en el cultive de camote {(Ipomoesa batatas (L.)
Lam.,) clon N—143X7, = procediod a inocular bajo
condiciones de asepsia total, microesgquejies #ntre 3 y 4
mm de longitud aproximadamente, conteniendo una yema
axilar. En la evaluacion finmal a las 16 semanas, se
observéd que en los tratamientos con 10 v 135 g/1 de
manitol las wvariables altura, numero de hojias y numerc
de raices presentaron menores valores de incremento
mensual comparados con los alcanzados en los tratamientos
testigo v a B g/l de manitol, ademas se determind gque en
2] tratamiento testigoe hubog mejores resultados en cuanto
a la sobrevivencia de los tejidos en e1 1004, menor
formacidn de callo en un 5%, vitrificacién 104 ¥y en 1la
coloracion verde oscurao de las hojas s60 un 65 % de las
plantulas. En 1os tratamientos testigo v dilucion de las
sales M5, resulitd gue al 50% de dilucidn el incremento
mensual presentd valores intermedios en las variables
altura de la plantula ¥y numero de hojas, pero el numero
de raices fue menor presentando valores de O.16 cm, 0.9%5
y 0.546 respectivamente. La sobrevivencia de los tejidos
fue del 100%; no se presentd formaciéon de callo ni
vitritfitacion v la colaoracidn verde oscurc de las hojas
fuep del 9QOU.

Aun cuando el manitol fue efectivo en la reduccioén
de la tasa de crecimiento de las plantulas, é¢stas
presentaron efectos menos deseables en el aspecto
morfolagico vy fisiovléagico, comparado con e} efecto

producido por las diluciones de las sales MS.



I. INTRODPUCCION

Diversas teorias afirman que el camate {ipomoea
batatas (L.} Lam.)}) 5 un caltiveo originario de Amdérica
Tropical y que se ha adaptado y extendido a regiones
templadas {(Folgquer, 1978}.

g1 camote se cultivaba ampliamente en América
Tropical a la llegada de los espafiolesy restos
arquecldgicos de mas de 10,000 afos han sido encontrados
en las costas del Peru. UOtros autores sefalan que el
camote también io encontraron los europens -n el
tridngulop Polinésico, gque abarca Nueva Zelandia, Pascua
y Hawai {(Ledn, 1987).

EY camote est& recibiendo en los ultimos afos la
atencitn que merece, s considerado tercero en términos
de wvalor de la produccitn agricola mundial y guinto en
contribucidn de energia al ser humano (Geneflow, 1990).

En Nicaragia no existe tradicidn en el consumo de
camote, reportandose unicamente plantaciones de pequefas
parcelas principalmente en 1los departamentos del norte
y costa atlantica (De La Puente, 1991).

Son muchos los factores gque producen la erosion
genética en las especies vegetales distribuidas en
diferentes regiones del planeta. La necesidad de
preservar los recursos geneticos, ha permitido la
implementacion de diferentes métodos de conservacion de
estos recursocs vitales para la existencia de 1la
humanidad.

La conservacién de germoplasma in situ expone los
materiales a pérdidas debido a problemas bidgticos vy
abivticos ademas del costo elevado de su mantenimiento
en caso de grandes colecciones en el campo (Roca et al.,
19921 .



En los ultimos afos la conservacion de los recursos
naturales no ha recibido atencidn especial, por que la
diversidad gensética en especies vegetales estdn siendo
destruidas por la presiéon demografica, la deforestacion
por la ampliacion de la frontera agricolai para salvar
gstos recursos hay que conservarlos va sea en semillas,
en cémaras frias pava evitar se pierda su viabilidad o
en colecciones de plantas en el lugar gQue ocupan
naturalmente in s53itu. Estos problemas pueden ser
reducidos o eliminados por mediao de algunas técnicas
biotecnolégicas.

Los métodos de cultivo de tejidos ofrecen vias para
la conservacidn de germoplasma de especies que son
propagadas vegetativamente, permitiendo mantener las
colecciones en peguefos espacios libres de plagas vy
enfermedades; ademds de fTacilitar el intercambio de
germoplasma (Espinoza et al.,1992).

Considerando que la conservacién de los recursos
fitogendticos representan un patrimonio de la humanidad,
en #1 presente estudio nos planteamos los siguientes
aobjetivos:

- Reducir el crecimiento de plantulas del clon N-1437 de
camote in vitro mediante 1ta adicidn de diferentes
concentraciones de manitol y diferentes diluciones de las
sales de Murashige y Skoog (19462).

- Seleccionar las variantes de medios de cultivos mas
adecuados gue permitan reducir al minimo los riesgos de
variacion somaclonal.



IXI MATERIALES Y METODOS

2.3 tLocvalizacion del sxperimento

El experimento s&® realizd en ¢} periodo comprandido
de abril a septiembre de 1992 en €1 Laboratorio de
Cultivo de Tejidos Vegetales del Programa de Recursos
Genéticos NicaraglUenses (REGEN) de la Universidad
Nacional Agraria (UNA), Km. 12 1/2 carretera norte,

Managua, Nicaragua.

2.2 Extraccion del Material Vegetative

Para el presente estudio se selecciond el clon de
ctamote N-1437 establecido in situ del gque se& tomaron
esgqueies de 15cm de longitud aproximadamente, este
material se desinfestd con Benomil al 5% diluido en un
galéon de agua durante dos minutos; posteriormente se
procedid a sembrarlos en macetas y 5e trasladaron a
condiciones de sombra utilizando tela de saran de 50% de
regulacion de 1la intensidad de luz, por un periodo de 30
dias en el que surgisron nuevas yemas apicales.

2.3 Establecimiento de los explantes

Se utilizaron yemas apicales seleccionadas por su
buen estado fisioldégico y morfolédgico con longitud
aproximada entre 3-3J cm, posteriormente sme introdujeron
en un beaker de 600 ml que contenia 3I50 ml de agua
destilada a2 la que se le adiciond 9% gotas de jabdn
liguido, luego se expusieron durante dos horas
consecutivas bajo el grifo de agua, para eliminar
residuos de polvo & impurezas, una vez transcurridos este
pericdo se procedid a la desinfectacidon de los tejidos
para prevenir atagues de bacterias y hongos, se realizd
esta operacién en la campana de flujo laminsr en una

3



solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante dos
minutos, para eliminar los residuos del hipoclorito de
sndio se procedid a dar tres pases sucesivos con agua
destilada estéril. Las yemas se secaron con papel filtro
previamente esterilizado. Posterior a la desinfeccidon se
iniciéd la inoculacion de los explantes realizando 1a
manipulacidn sobre cajas petri con ayuda de pinzas Yy
escalpelos. 60 yemas apicales se sembraron de fTorma
individual en tubos de ensayo gue contenian 5 m]l de medio
de cultivoe. Los tejidos se mantuvieron en un cuarto de
crecimiento por 50 dias a temperatura de 24 * 1 =(C,
humedad relativa (HR) del 727 e intensidad luminica de
2000 lux con un fotoperiodo de 16 horas luz. Los
explantes permanescieron en el medio de cultivo MB
{Murashige y 8Skoog, 1962) hasta que las plantulas s&
tormaron debidaments con una altura aproximada entre 3

y 4 £m.

2.4 Multiplicacidn de los explantes

Para aumentar la cantidad de explantes necesarios
para iniciar el estudio de conservacion, se procedid a
micropropagar cada plantula desarrollada en la fase de
establecimiento, para lo ctual se secciond eliminando las
hojas ¥ raices, dejandao unicamente los microesgquejes con
una yema axilar o apical en wesstado dormante Yy se
colocaron en un medio de cultivo igual al empleado en la
fase de sstablecimiento hasta obtener plantulas de 3 a

4 cm de altura aproximadamente.

2.5 Medios de cultivos
Como medio de cultivo basico se selecciond &l medio
de Murashige y Skoog (MS, 1962) (Tabla 1). Las variantes

rexlizadas al medio M5 fueron las siguientes:
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A- adiciones de 5 g/}, 10 g/1 y 135 g/1 de manitol.
B~ dilucidn de las sales MS al 334 y 504.

Para los dos factores en estudio s® wutilizd como
testigo las sales completas de MS,

Las variantes de medios de cultivos se prepararon £n
frascos aforadeos diluyendo todos los constituyentes en
agua destilada y desionizada, posteriormente las
soluciones se homogenizaron en el agitador magnetico; el
pH se ajustd a 5.7 ¢con adicidn de gotas de Acido
clorhidrico (HC1l) o hidroxido de potasio {(KOH), como
producto gelificante sep empled agar a razan de 7g/1;
despues de aforar v 4 disoclver el AQar mediante
calentamiento se ditribuyeron 5ml de variante de medioc
en cada tubo de ensayo.

lLos medios de cultivo se ssterilizaron en el
auteclave a 121 =C a una atmosfera de presion durante 21
minutos, después se inoccularon las yemas axilares con

tamafio de 3 a 4 mm aproximadamente.

2.4 Control de Factores Abidticos

Despues de la inoculuciédn de los explantes, los
tubes de ensayos e coloecaron en gradillas vy se
trasladarden al! cuarto de crecimiento a temperaturas de
24 * 1 eC, intensidad luminica de 2000 lux, fotoperiodo
de 16 horas luz y B de oscuridad y 72% de humedad
relativa. i.os explantes permanecieron en cuarto de

crecimiento durante 120 dias.

2.7 Evaluaciones cuantitativas en la fase de
conservacidn

2.7.1 Variables gsvaluadas

- Altura de plantula (cm): con una regla milimétrica se

midi6 la altura de cada pléantula, desde la base a los dos
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dltimos primordios apicales.

- Numero de hojas: se contaron todas aguellas hojas que
se observaron morfoldgicamente normales.

~Numero de raices: se contabilizaron anicamente aguellas

que median mas de 1 cm de longitud.

2.8 Evaluaciones cualitativas de las hojas

~ Color verde oscuro:(A) hojas que presentaron una
coloracion verde limon sin clorodosis.

- Color verde claro:(B) hojas que presentaron coloracién
verde mas clara con respecto a la categoria anterior.

- EColor wverde clordtico: (C) hojas que presentaron
toloracidon verde acompafadas de puntos blangquecinaos y de

bandas café rojiizas.

2.9 Evaluacion de la sobrevivencia de los tejidos

En cada tratamiento =Y observo el numere de
plantulas wvivas; se consideraron tejidos vivos todos
aguellos gue se desarrollaron en buen estado fisioldgico
y morfaoldgico qgue reunian las caracteristicas de una
plantula completa, tambien se evaluaron las plantas

atipicas.

2.10 DimmBo v Andlisis Experimental
Los datos originales de la variable altura de las
plantulas, ndmero de hojas y numero de raices fueron
transformadas con la formula estadistica para variables
contipuas utilizada por Mora (1987):
¥= (x+0.5)2r-=
l.as coloraciones de las hojas, fTormacion de callos,
Y sobrevivencia de Ios tejidos e presentaron en

porcentajes.



El experimento se montd en un Diselfo Completamente
al Azar (DCA}. Se utilizaron 20 repeticiones por cada
tratamiento, las medias obtenidas sirvieron para calcular
los incrementos mensuales para las variables altura,
numero de hojas y numero de raices mediante la formula
reportada por Mora (1987).

a: Foarmula Para la variable altura de plantula.

Pi - Po
1me=

=

donde:

Im= Incremento mensual.

Pi= Altura inicial.

Po= Altura final.

P = Mes de evaluacion (2, 3 y 4).

by FéArmula para las varialbles numero de hojas y raices.

Po
Im=
P

Po = Namero de hojas © raices.

P = Mes de svaluacidon (2,3,4),



Tabla 1. Composicidn del medio de cultivo Murashige vy
Skoog (19&682)

SO 0000000000000 o .
Solucion Constituyente Concentracion final

mg/l
3 NHaNOx 1650.00
2 KNOC= 19200.00
4 KHaPOa 170.00
bl HxBUOx» & .20
3 MNSO. . HaO 22.30
7 InS0a.7H0 8.60
8 NaMoQOa - 2Ha0 0.25
2 CuSQGa.5H,0 0.0235
10 Colly.bHaO 0.025
11 K1 0.83
12 CaCla.2H20 440,00
i3 Na=z EDTA 37.30
14 FeS0a.7Ha0 27 .80
15 TiaminaHQl C.840
14 Mivcinositol 100.00

Fuente: Murashige, 7. and Skoog, F. 1962. A revised medium for
rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Phisiol.
Plant. 15:473-497.

Tabla 2. Concentracion de manitol

Variante manitol Concentraciaon (%) de

medic de cultivo g/i sales ME (1962)
MS -0 o 100
MS-1 be 100
Mo -2 10 100

Ms-3 i5 100




ITI RESULTAPDOS Y DISCUSION
Los resultados del presente estudio sugieren gue es
posible conservar material vegetativo de camote durante

mas de 146 semanas mediante la conservacion in vitro.

3.1 Efecto del sanitol en la conservacion in vitro a
tasas minimas de crecimiento en plantulas de camote clon
N—-1437

3.1.1 Evaluacidn a las 4 semanas de conservacion

A las cuatro SEMANAS de inoculadas ia YEmas
axilares, 2l tratamiento testigo presentd mayor promedio
en la variablile altura de la plantula {(1.13 cm}, superando
a los tratamientos que sQ les adiciond manitol,
registrandose valores de 0.59 cm, 0.52 cm ¥y O.69 cm para
S, 10 ¥y 15 g/1 de manitol respectivamente.

El numeroc de hojas producidas en los tratamientos
con 10 v 1% g/1 de manitol ¥y ]l testigo superaron a las
producidas en 5 g/1 de manitol, presentandose valores de
3.25, 2.77, 3.83 yv 3.40, para el testigo, %, 10 y 18 g/1
de manitol respectivamente.

ta formacidn de raices fue minima en la
concentracion de 10 g/} de manitol y no se observo
formacion de éstas en 15 g/l de manitol, mientras que en
los tratamientos testigo vy a 5g/l1l fue de 1.45 y 1.22

respectivamente {figura 1).
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de conservacion.

Figura 1.

La formacitn de callo en los tratamientos testigo vy

a 5 g/l de manitol se produjio en el 5% de las plantulas

y en 10 y 13 g/1 fue de 204 y 304 respectivamente; las
formaciones dJde callos parece que influyen en la
velocidad de emergencia de las raices. Se observo el

crecimiento de plantas atipicas en un 10%
15% 15 g/1 de

plantulas atipicas se caracterizaron por manifestar una

a 5 y 10 g/1

de manitol y de un con manitol. Las

celoracién verde clara en las hojas y la brotacidn de
vemas adventicias en numeros gque por su disposicidn vy
fue posible su evaluacién.

tamafio que presentarcn no
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Allan (1979), observd l1a formacidn de yemas adventicias
cuando subculitiva pladntulas de camotes Granada ¥
Villalobos {(1980¢), atribuyen la formacidn de brotes
adventicios en Dioscorea spp. a su origen en tejidos
meristemadticos vy la posterior diferenciacion en aApices
vya sea directamente a partir de callos originados también
del explante: Pérez {1991), reporta gque las yemas
adventicias se fTorman en muchos cultives a partir de una
célula que puede ser del cambium basal o de cicatrizacion
de callios que se forman cuando se cortan los tejidos in
vitro para la respectiva multiplicacion; también se
forman yvemas adventicias a partir de multiyemas.

Otro efecto fisioldgico del manitol se manifestd en
l1a coloracidn de las hojas, presentandose menor
porcentaje de color verds oscuroc a medida gque s&
incrementd la adicidn de manitol, registrandose valores
de &5%, 40%, I0% y 25 % para los tratamiento testigo, O,
10 v 1% g/l de manitol respectivamente., El color verde
claro, los porcentajes fTuercn de 204, 454, 48%%L y 20%,
mientras gque el color verde clordtico presentd un alto
porcentaje en 15 g/1 de manitol con e} 55%, en 10 g/! el
25% y en el testigoc y a 5 g/1 fue del 15 %. Aun cuando
se evidenciaron diferencias en #1 aspecto morfoldgico vy
fisioldgico por efecto del manitol, la sobrevivencia de
los tejidos fue del 100 % en todos los tratamientos
{tabla 5).

12



Tabla 5, Efecto del manitol en la formacion de callo
plantulas atipicas, sobrevivencia y color de
las hojas a las 4 semanas de conservacion

Manitol Calio Pléﬁtuiag_ Sobrevivencia Calorﬁela
{g/1} (%4} atipicas {%) {%) hojas en (%)
A B [

o 5 o 100 65 20 15

S S 10 100 40 45 15
10 20 10 100 30 45 25

15 30 15 100 2% 20 55

A:Color verde oscura B:Color verde claro C:lolor verde clordtico

3.1.2 Evaluacin a las B semanas de conservacion

A las B semanas de establecidos los explantes, el
incremento mensual en la altura de las pléantulas fue
superior en los tratamientos a 5 y 10 g/1 de manitol con
valores respectivos de 2.11 ¢cm y 2.08 cm ¥y en el testigo
vy a 15 g/l se presentaron valores respectivos de 1.83 com
y 1.87 cm.

En lous tratamientos con manitol, que a las 4 semanas
inciaron formaciones morfolégicas atipicas, desarrollaron
a las 8 semanas agrupaciones de yemas adventicias que
presentaron pequefios eshosos foliares de coloracion verde
ciorédtico, paro no aumentaron ios porcrentajes de
plantulas atipicas respecto a la evaluacion anterior.
Jarret y Gawel (19%1), empleando
cantidades de 18.2 g/! de manitol y sorbitol observaron
la formacion de hojas pequefas, peciolos largos,
desarrollo de calles en la base y pigmentacidon variada
en comparacidHn con niveles mas bajos de manitol vy
sorbitol después de 90 dias de inoculadas yemas axilares
de camote; similares efectos reporta Feldermam citado por

Pérez et. al.,{(1984), en cafa de azucar atribuyendo

13



dichas variaciones morfoldgicas al rejuvenecimiento vy a
la sanidad de las plantulas regeneradas in vitro.

El incremento mensual en la variable niumero de hojas
fue similar en leos tratamientos con manitol con valores
de 3.11, 3.12 y 3.13 para 5, 10 y 15 g/1 respectivamente,
Que superan ligeramente al testigo que registrd 2.96.

El incremento mensual en el numero de raices en 5
g/1 de manitol y en el testigo fue de 1.41 y 1.2&
respectivamente, mientras que en 10 g/1 fue de 0.13 y a
15 g/! aun no se producia la formacidn de raices. La baja
respuesta en la induccién de raices se debid posiblemente
al aumento de tamado de 1los callos por efecto de las

concentracionegs de manitol {(figura 2).
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Figura 2. Efecto del manitol en el incremento mensual de
altura de pléantula, numero de hojas y nuamero
de raices a las B semanas de conservacidon.
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tnicamente en 10s tratamientos con 5 y 10 g/1 de
manitol se incrementd el porcentaje de coloracidn verde
ascurd de las hojas en un 10%4, y a 3% en 15 g/l de
manitol. La coloracion verde clarc aumentd hasta el 2%
% en el tratamiento testigo y en los tratamientos con
manitel a 5, 10 y 15 g/1 se redujio en un 5%. La
coloraciovn wverde clordtica disminuyd en 5% en los
tratamientos testigo, 5 ¥y 10 g/1 de manitol, mientras
que 15 g/1 se obtuvo porcentaje del 40%. Aunqgque el
porcentaje de sobrevivencia fue del 100 %4 en todas la
variantes de medio de cultiva, se observd la formacidn
de puntos blanguecinos con aapecto algodonoses en el
enves, pecinlo v el tallo de las plantulas en porcentajes
de 5%, 10%, 20% y 30% en los tratamientes testigo, 5, 10
vy 1% g/1 de manitol respectivamente, tabla &.

Tabla &, Efecto del manitol, en ia formacion de callo,
plantulas atipicas, color de las hojas,
vitrificacion y sobrevivencia a las B semanas
de conservacion

Manitol Callce Plantulas Color Vitrifi- Sobrevi-

{g/1) (%) atipicas hoija caciédn (%) venciali)
(2] B C
0 po 0 &5 29 10 b 100
5 S 10 B0 40 10 10 100
19 20 10O /Q 40 20 20 1090
15 30 15 30 30 80 30 100

AzColor verde oscuro B:Color verde claro C:Color verde clordtico

Estudios microscopicas en 15 especies han demostrado
que pléantulas con tales manifestaciones viven un proceso
de desarrollo anormal principalmente en la sintesis de
lignina razoén por la ctual se le ha dado 81 nombre de
vitrificacion., Waymonth, (1%973}). Vieth Y Phan (1982)
reportan en la mayoria de los casos de vitrificacion se

presentan en el medio MS por su alta concentracitn de
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nitrato de amonio.

En las variables estudiadas fue evidente 21 efecto
diferente que producen los tratamientos testigo y los gque
contienen manitol, las yemas inician el process de
diferenciacién una wvez gue se inoculan en e] medio de
cultivo vy marntienen un ritmo de crecimiento raépido,
disminuvendo paulatinamente dospués de 4 SeEMANAS,
mientras qQue en los tratamientos que se les adiciond
manitol, el proceso de diferenciacion es lento debido a
efecto osntdtico que praoduces el manitol Causandco
alteraciones fisiolagicas en los tejidos como es la
formacién de rcallo, 1o gque impide en gran medida la
iniciacion de raices, limitdndose de esta manera la
absorcion de agua y nutrientes del medio de cultivo
necesarios para mantener un crecimiento continuo. Jarret
y Gawel (1991), reportan que el manitol y el sorbitol
reducen la altura de las plantulas, se produce una
apertura de las hojas Y desarrollo del peciolo,
acortamiento de los entrenudos v perdida de la dominancia
apical de lo cual resultan numerosos tallos y producen
un sobre efecto de plantulas mas compactas.

3.1.3 Evaluacidn a las 12 semanas de conservacion

A las 12 semanas del establecimiento se observé gque
en la variable altura de la plantula se pressntaron
valores aproximados entre si, el mayor incremento de la
altura fue ®n 10os tratamientos & 5 g/l de manitol con
0.69 tm vy n 1 tratamiento testigo con 0.465% cm; valores
aproximados a4 ®wstas se presentaron en 10 y 15 g/1 de
manitol con incrementos respectivos de 0.3%8 cm v 0.57 cm.
Comparando estos incrementos con los que se obtuvieron
a las B8 semanas resultaron inferiores, lo gue indica gue

aun sin ia adicion de sustancias reductoras de
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crecimientp las plantulas disminuyeron el ritmo de
crecimiento aungue BUS principales drganos {hojas,
raices) estén debidamente desarrollados.

En el numero de hojas @1 incremento mensual fue
mayor en 5 g/1 de manitol con i.??, #n &)l tratamiento
testigo fue de 1.45 y en 10 y 15 g/1 de manitol de 1.295
y 1.06 respectivamente. El numerc de raices presentd
igual orden de respuesta gque la variable numero de hojas
en los 4 tratamientos, siendo estos de 1.03 , 1.13, .45
y 0.3% en el testigo a 35, 10 vy 1% g/1 de manitol

respectivamentey Figura 3.
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Figura 3. Efecto del manitol en el incremento mensual de
altura, numero de hojas y numero de raices a
las 12 semanas de tonservacion
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Estos resultados parecen estar influenciados por el
efecto 6smorregulador del medio de cultivo por ia
retencidn de las moléculas de sacarosa y manitol ¥ 1la
deshidratacion del medio de cultivo producto de la
extraccion de los tejidos mismos, como lo reportan Brown
et al., (1979). Otros factores gue inhiben la iniciacidn
y &1 numero de raices producidas puede ser la formacidn
de <calio, la disposicidn de ias vemas {axilares vy
apicales) . Nemeth (1981), experimentando con diferentes
tipos y concentraciones de auxinas encontrd gque dentro
de las especies estudiadas en concentraciones de 2 a 3
mg/l se estimula el desarrollo de callo vy se limita la
tformacion de raices. Mroginski vy Roca (1992), afirman que
la respuesta de los explantes cultivados in vitrpo pueden
variar notablemente con el estado de desarrollo y edad
ontogénica de los mismos. Los callos gque se mantienen en
condiciones indiferenciadas por largos periodos limitan
su capacidad morfogen#tica (Roca ot al., 1992). La
posicidn relativas de las yemas es atro factor
importante, se ha observado que las yemas axilares de
rosa, obtenidas de la parte media del tallio, se
desarrollan mas rapidamente gque aquellas obtenidas de 1a
base o la porcidn apical {(Roca et al., 1992). El tipo de
coloracitdn gque presenta la pladntula es un indicador de
los cambios fisioldgicos que se producen por efecto
principalmente del manitol.

Enr las hojas se incrementd dnicamente el color verde
oscuro en el tratamiento testigo en 5%, mientras gue con
5 v 10 g/1 de manitol se redujo a un 10% y con 15 g/1 el
5%. El color verde claro disminuyd en S%, 20% y 12% en
los tratamientos testigo, 10 ¥ 1% g/1 de manitol
respectivamente, "o registrandose cambios en el

porcentaje a 5 g/1 de maniteol) el color verde clordtico
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se manifestd con mayor porcentaje en los tratamientos con
manital a 3, 10 vy 15 g/1 en 20%, 50%, ¥ 57 %
respectivamente, en el tratamiento testigo se conservo
el 10% registrado a las 8 semanas. El porcentaje de callo
aumentéd Gnicamente en el tratamiento 5 g/1 de manitol en
un 5%, en el tratamiento testigo no hubo variacion.

Aunque los porcentajes de sobrevivencia de las
plantas alcanzd el 100%, fue notorio el incremento de
puntos blianquecinos tanto en el haz como en wl1 enveés de
las hojas en porcentajes de 5%, 10%, 204 y 30%, en los
tratamientos testigos S, 10 y 1% g/1 de manitol
respectivamente, los resultados se observan =n la tabla
7 .

Tabla 7. Efecto del manitol, en la formacion de callo ,
plantulas atipicas, color de las hoiaws,
vitrificacidn y sobrevivencia a las 12 semanas
de conservacion

Manitol Callo Plantulas Color de Vitriti- sobrevi-

{g/1l) {%) atipicas hoia (%) cacion vencia
A B C % %
O S O 70 20 190 S 100
5 10 10 40 40 20 10 160
10 20 10 30 20 50 20 100

15 30 15 25 18 57 30 100

A:LColor verde oscuro BzCalbr verde claro Cs:Clolor verde cloroatico

I.1.4 Evaluacitn a las 16 sesanas de conservacion

fLas diferencias en el incremento mensual de la
altura de la plantula fue minima entre los tratamientos
testigo, 5 y 10 g/1 de manitol con valores de 0.29% cm,
0.28 cm ¥y 0.22 ¢cm respectivamente; en 15 g/1 de manitol
el efecto reductor del crecimiento Tue mayor
registrandose el incremento de O0.14 cm.

El numero de hojas presentd incrementoas de 1.02,
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0.85, 0.%6 y 0.31 en los tratamientos testigo, 5, 10, vy
1% g/1 de manitol respectivamente y en el numerc de
raices le correspondieron incrementos de 0.85, 0.96, 0.41
y 0.31. Los resultados se observan en la Figura 4.
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Figura 4. Efecto del manitol en el incremento mensial de
altura, numero de hcojas y numero de raices a
las 146 semanas de conservaciodon

El color verde oscuroc de las hojas en relaciéon a la
evaluacidn a las 12 semanas, disminuyd el namero de
plantulas gque 1o manifestaron en todos los tratamientos,
registrdandose porcentajes de 65%, 30%, 28% y 22U en los
tratamientns testigos, S5, 10 ¥y 15 g/1 de manitol

respectivamente. El1 color verde claro también sufrio
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reducciones on los diferentes tratamientos en porcentajes
de 154, 2%%4L, 104 y 8% en el testigo 5, 10 v 15 g/1 de
manitol respectivamente. El color verde clorotico
expresion tipica del deterioro fisioldgico que sufren los
tejidos fue mas evidente &n los tratamientos con mayor
concentracitdn de manitol, presentando porcentajes 70%,
62%, 454 y 20%, en 15, 10 y 5 g/1 de manitol y el testigo
respectivamente {(Tabla 8).

Tabla 8. Efecto del manitol, en la formacidn de callo,
plantulas atipicas, color de las hojas,
vitrificecidn y sobrevivencia a las 16 semanas
de conservacidn

Manitol Callo Plantulas Color de Vitrifi- sobrevi-=
(g/1) (%) atipicas hoja (%) cacion vencias
A B [ % %
o 5 o &% 15 20 10 100
5 10 10 30 2% ASD 15 100
10 20 10 28 10 &2 25 95
15 30 15 22 8 70 X0 90

A:Color verde pscuro B:Color verde claro C:Color verde clorédtico

A las 16 semanas de haber permanecido la yemas
axilares en las diferentes variantes de medios de
cultivos sujetos a estudios fue evidente el mayor
deterioro morfologico v fisiolodgico de las plantulas en
los tratamientos a 10 y 13 g/1 de manitol en laws
variables altura , numero de hoias y raices gque
experimentaron los menores incrementos mensuales; tambieén
se observd gque a mayogr concentracidn de manitol aumentd
el amarillamiento en tallos y hojas y la sobrevivencia
de las plantulas diseminuyd hasta el 99% y 90 4 en los

tratamientos con 10 vy 15 g7/1 de manitol. La presencia de
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vitrificacion se incrementd en 5% en relaciédn a las 12
semanas en los tratamientos testigo, 35 y 10 g/1 de
manitol; no hubo incremento en la formacian de callo vy
pladantulas atipicas. Agentes osméodticos no metabolizables
como el manitol v sorbitol posiblemente sean m&s
efectivos que la sucrosa @n las limitaciones de
crecimiento de los tultivos {(Roca et al., 1992). Mora
{1987), sefala que altas tasas metabdlicas no se pueden
mantener indefinidamente vy eventualmente 10% procesos
disminuvyen, lo cual conduce a una detencion del
crecimiento. Heshaw (1982), reportéd gque concentracioéon de
0.2 M de manitel causaron limitacionss en el crecimiento
de Solanum spp.sin fTormacidn de plédntulas anormales.
Starinsky et al., {(1983), afirman que 1la adicién de
manitol redujo el crecimiento de Xanthosoma brasiliensis.

Espinoza et al., (1985), observaron gque la
combinacidn de 4% de manitol con 0.3 y 34 de sacarosa
y temperaturas de 23 *C se provotrtd estrés osmético en
Soplanum spp. ¥ se redujo &l crecimiento de las plantulas.
Para Roca B8t al., (19792), la disminucion del crecimiento
de las plarnmtulas es debido a que al aumentar &1 potencial
psmbtico se reduce la absorcion de agua y nutrientes por
parte del explante; afectos similares son reportados por
Jarret v Gawel {1i991), con el emplecs de sorbitol vy
manitol a concentraciones de 18.2 g/1 después de 90 dias
en camote. Roca {(1984), con el adiciones de manitol entre
S y 25 mM encontré que es efectivo para limitar el
crecimiento en yuca, pero disminuye la viabilidad de los
tejidos a bajas temperaturas entre 10 yv 18 *C . Westcott
{1981), determind que niveles mayores de 40 g/1 de
manitol causaron efectos téxicos en los explantes de papa

suprimiendo el crecimiento de los tejidos.
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3.2 Efecto de la dilucion de las sales de Murashige vy

Skopog en el crecimiento in vitro del camote N-1437

3.2.1 Evaluacion a las 4 semanas de conservacion

La nutricion del cultivo in vitro plantea problemas
particulares, su deébil actividad clorofilica necesita
aporte de carbono bajo forma organica {(sacarosa, glucosa
etc. ). Privados en gran parte de ios mecanismos
reguladores que se presentan en la planta entera, los
tejidos aislados cultivados in vitro son esspecialmentse
sensibles a la acciodn de los iones minerales (Miargara,
1988). La relacidn entre las concentraciones de
carbohidratos v los compornentes del medio nutritivo
pueden tener efecto sobre las tasas de crecimisnto vy la
morfogénesis en los cultivos in vitro (Starinsky, 1980).

El balance de nitrégeno y carbono en ] medio de
cultivo tiende a favorecer &1 crecimiento de tallos o
raices, 1o cual depende de Qque sea alto o bajo
respectivamente . Con poca cantidad o la eliminacion de
ciertos nutrimientos organicos e inorganicos del medio
de cultivo se puede reducir el crecimiento de los
cultives {Roca et al., 1992).

A las cuatro semanas de conservados los tejidos se
observd gue en la dilucidn al 30% de las sales M5, se
produjo mavor efecto en la reduccidn de la tasa de
crecimiento, raportandose el promedio de 0.63 tm,
mientras que al 33 % de las sales Yy en el tratamiento
testigo la altura fue notablemente superior con promedios
respectivos de 1.17 com v 1.13 cm.

El nimero de hojas fue mayor en el tratamiento
testigo con promedio de 3.25, al 33 % de las sales 2.37
ligeramente superiocr al 2.22 que se obtuvo en el 50% de

las sales.
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La produccidn de raices fue mayor en el tratamiento
al 33% de las sales con 1.55, al 50% fue de 1.335 y con
un comportamiente intermedio en el tratamiento testigo

con 1.45 (figura 5).
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Figuira 5. Efecto de diluciones de las sales MS en el
promedio de altura, numero de hojas y numero
de raices a las 4 semanas de conservacion

En la coloracioin de las hojas se observd que el
color verde oscurp se manitestd en el 754 de las
plantulas en los tratamientos en los cuales se diluyeron
las sales, mientras gque en 1 tratamiento testigo fue del

4£5%. El color verde claro se presentd en porcentaie de
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153%, 25%%Z y 20% en los tratamientos al 33 %, BHBO % vy
testigo respectivamente. El1 color verde clordtico no se
pbservé al 50% de las sales y en los tratamientos al 33%
de las sales v el testigo, se presentd en &1 104 y 13%
de las plantulas respectivamente.

En todos los tratamientos la sobrevivencia de los
tejidos fue del 100%, unicamente se presentd la formacidn
de callo en un %% de las pladntulas establecidas en
tratamiento testigo, los resultados se presentan en la
tabla 9.

Tabla 9. Efecto de diferentes diluciocnes de las sales
M.8. en la formacion de callo, plaAntulas
atipicas, ctolaor de las hojas, viterificacion vy
saobrevivencia a las 4 semanas de COnSMrvacion

Sales Callo Pléntulas Color de Vitrifi- sobrevi-

m.5, (A atipicas hojia (%) cacion vencia
(%) A B c % p A

o s - &5 20 1% = . 100
33 L) - 75 15 10 - 100¢
50 O - 73 23 0 - 100

A:Color verde oscuro Bi:Color verde claro C:Color verde clordtico

3.2.2 Evaluacién a las B8 semanas de conservacion

A las B semanas en la variable altura de la plantula
se registraron promedios de incremento mensual de 1.295
cmy, 1.52 cm v 1.83 cm en los tratamientos al 334, 50% vy
el testigo respectivamente. Estos resultados reflejan una
reduccidn en el ritmo de crecimiento respecte a los
resul tados registrados a las cuatro semanas de
conservadas las plantulas.

El incremento mensual en el numero de hojas presentod
igual orden de comportamiento gque la variable altura de
ia plantula con valgres de 2.16 , 1.85 y 2.%6 en los
tratamientos al 33%, 50% de la dilucidén de las sales vy
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el testigeo respectivamente.

El numerc de raices tuvo mayor incremento en )
tratamiento testiqgo con 1.26 ligeramente superior al 1.18
que se obtuvo al 33% de la dilucién de las sales; al S0%

de las sales el incremento fue de 0.8646, Figura 6.
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Figura &. Efecto de diferentes diluciones de las sales
M5 en incremento mensual de altura, numerc de
hojias y numero de raices a las B8 semanas
de canservacion

El porcentaje de plantulas que presentaron color
véerde oscuro en los tratamientos testigo y al 50U de la

dilucidn de las wsales no variaron respecto a los
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presentados a las 4 semanas de conservadasy al 3I3% se
redujo al 70% de las plantulas. €1 color verde claro en
lpos tratamientos al 504 de las sales también conservd el
25% reportado en la evaluacidn a las 4 semanas, al 3I3%
de las sales v €l tratamiento ftestigo aumentd el D4 . En
el calor verde clordtico no hubo cambio en los
porcentajes de los tratamientos al 33%4 y 50U, pero en el
tratamiento testigo se redujo el porcentaie al 10X de las
plantulas.

t.a sobrevivencia fue del 100 % en todas las
plantulas evaluadas y la formacidn de callo anicamente
se observd en el tratamiento testigo en un 5% (Tabla 10).

Tabla 10. Efecto de diferentes diluciones de las sales
M.S8. en la formacidn de callo, pléntulas
atipicas, ctlor de las hojas, vitrificacisan vy
sobrevivencia a las 8 semanas de conservacion

Sales Callo Pléntuias Color de Vitrifi- sobrevi-—
M.S. A atipicas hoja (%) cacidn vencia
(%) A B C % %

Q 3 - &5 2% 10 - 100
33 Q - 70 20 10O - 100
S0 O

- 75 285 © - 100

A:Color verde oscuro B:ﬁnlor.verde clarg C:Color v&rﬁw cloratico

3.2.3 Evaluacidon a las 12 semanas de conservacion

La altura de las plantulas a las 12 semanas en el
tratamiento testigo presentd un incremeto mensual de 0.465
cm superior al 0.12 cm y 0.32 om gue se obtuvo al 334 vy
S0% de la dilucidn de las sales respectivamente.

En el numeroc de hojas en el incremento mensual fue
superior en el tratamiento testigo con 1.43; a J0%L de las
sales 1.22 vy al 334 fue de 0.87.

En el numero de raices el incremento fue de 1.03 en
el tratamiento testigo ligeramente supericgr al 0.92 gue
s€ produio al 3I3% de las sales, mientras gue al 504 de
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las sales se registro el menor numerg de raices con

incremento mensual de 0.70 (Figura 7}.
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Figura 7. Efecto de diferentes diluciones de las sales

MS en incremento mensual de altura, numero de
hojas y numero de raices a las 12 semanas
de conservacion

E!l color verde oscuro presentd igual promedio que la
evaluacion a las 8 semanas en el tratamiento al 33% de
la dilucidn de las sales; en los tratamientos al 50% de
las sales ¥y @1 testigo aumentaron los pourcentajes a 0%
y 70% respectivamente. El1 color verde claroc en los tres
tratamientos disminuvyeron los porcentajes en relacion a

la evaluacicon a las B semanas presentando valores de 15%;
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104 y 20% correspondiente 3 los tratamientos al 334, 350%
y 21 testigo. Unicamente, en el tratamiento al 3I3% de la
dilucidén de las sales aumentd €1 porcentaje de plantulas
gue presentaron un color verde clordtico en un 15%, en
los otros tratamientos no se observaron variaciones en
los resultados. E1l comportamiento de las plantulas en los
diferentes tratamientos no sufrieron alteraciones en
cuanto a 1a sobrevivencia y la formaciétn de callo
respecto a la evaluacidn de las 8 semanas. El fendmeno
de vitrificacidén se presentd en un 5% de las plantulas
establecidas en 1 tratamiento testigo, tabla 11.

Tabla 11. Efecto de diferentes diluciones de las sales
M.5. en la formacidn de callo , plantulas
atipicas, color de las hojas, vitrificacion y
sobrevivencia a las 12 semanas de conservacioén

Sales Callo Plantulas Color de Vitrifi- sobrevi-

M.S5. {%) atipicas hojia (%) cacion vencia
{%) ‘ A B c % %
o 5 - 70 20 10 5 100
33 O - 70 15 15 - 100
S0 O

- 90 10 O - 100

ﬂ:tnlar verds nscﬁrﬁ BiColor verde claro C:Color verde clordgtico

3.2.4 Evaluacitn a las 16 sesanas de conservacion

A las 1& semanas de conservadas las pld&ntulas
experimentaron niveles mads bajos de incremento mensual
en la variable altura de la pléantula en los tratamientos
al 50%Z de la dilucién de las sales y el testige con
valores de O.16 cm vy 0.25% cm respectivamente; al 33% de
la dilucidn de las sales €l incremento mensual registrado
fue igual al de las 12 semanas con 0.12 om.

El incremento mensual en el numero de hojas en los
tratamientos fue inferior al registrado a las 12 semanas,
peroc se mantuvo la tendencia de presentar mavores

incrementos a mavyor concentracion de las sales en el
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medio de cultivo; en los tratamientos testigo, 504 y 33%Z
de las sales les correspondiergn incrementos de 1.02,
0.99 v 0.62 respectivamente.

El numero de raices en el tratamiento al 504 de la
concentracién de las sales fue menor en todo el periodo
de conservacion, mientras que al 33%Z de la dilucion de
las sales se mantuvo cercano al producide en el
tratamiento testigo. tLos incrementos para los
tratamientos al 3I3%, 50%L de las sales y el testigo fueron

de 0.74, 0.56 y 0.8% respectivamente, figura 8.

40
’-:“"
!’ -»
- <
) .
: - &
" - | ] : l
5 : s -
EE - E: w‘: ‘
. = b $2 : iz
48 : : :
: i e
B : i it
- 2z =z o &3
° ¥ F -

s
s_
|

CSonosrtracidar e raannibed O
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Resultados similares que estimul an mayor
enraizamiento a menor dilucidon de las sales MS (254, 33%
vy 50%)reportan Kartha et. al. (1981). Allan ({(1979),
experimentando con diferentes clones de camote observd
que al 10% de la dilucidén de las sales MS, o] crecimiento
de las plantulas fue perjudicado debido al bajo contenido
de iones en el medio ¥y Que a 254 y 504 el crecimiento no
fue significativamente diferente al que tuvieron en las
sales completas de ME a 20 semanas de conservacion.,

El medio MS, contiene en su concentracion nitréageno vy
amomio, como sean altas las concentracion se reducira el
crecimiento de las células en algunas especies {Gamborg
y Shyluk, 1970). Ho y Wang {(1983), reportan gue a baja
concentracison de las sales ME puede ser beneficioso para
la induccidn de raices y algunas veces resultd en un
crecimiento pobre de ias plantulas. E] proceso de
enraizamiento en brotes propagadas in vitro es mejor en
medios de cultivos a menor concentracidn de las sales,
el propgsito de reducir ia disponibilidad de los
nutrientes es el de disminuir el crecimiento ain que éste
cause dafos fisioldgicos serios en el explante (Thorpe,
1980).

El color verde oscuro de las hojas disminuyd hasta
el 63%Z y 65% en los tratamientos al 33%Z de la diluciodn
de las sales y el testigos al S0% de las sales mostrd el
90% observado en la evaluacidn a las 12 semanas. EI
porcentajie de plantulas que manifestaron el color verde
claro, aumentd hasta el 187 en el tratamiento al 33% de
las sales, se mantuvo 1 10% en el tratamiento al 50% de
las sales y disminuyd hasta el 1541 en el testigo. E1
caolor verde clordtico sufrid aumento en los tratamientos
al 334 de la dilucion de las sales y el testigo con”

porcentajes respectivos de 19%Z y 20%; en el tratamiento
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al 50% de las sales no se observd ésta coloracion .

Al 33% de las sales ia sobrevivencia de las
plantulas fue del 93541 y al 504 de las sales y el
tratamiento testigo fue del 100%. La formacién de callo
y 21 fendmeno de vitrificacion dnicamente se presentaron
en &1 tratamiento testigo en 5S% y 104 de las plantulas

respectivamente, tabla 12.

Tabla 12. Efecto de diferentes diluciones de las sales
M.S.en la formacion de callo , plantulas
atipicas, color de las hojas, vitrificacion ¥y
sobrevivencia a las 16 semanas de conservacion

Sales Callo Plantulas Color de Vitrifi- sobrevi-
M.S. (%) atipicas haoja (4) cacidn vencia
{%4) A H C % %

o 5 - 6% 15 20 10 100

33 Q - &3 18 19 - 25

S50 (o} - Q0 10 &) - 100

A:Color verde pscuro B:Color verde claro C:Color verde clordético

Allan {1979) en medios de cultivos & bajas
concentraciones de los iones comp son &1 de Heller y el
MS, observd que las plantulas de diferentes clones de
ramotes sobreviviegron durante 54 SEManas. Kikuta ¥
Okazawa (1982), reportan que utilizando 234 y 50% de la
cancentracién de las sales MS suplementado con las
vitaminas de Nitsch y Nitsch en explantes de discos de
hojas de papa Solanum tuberosum no se formaron callos en
los tejidos, perpo si la formacidn de brotes y yemas en

porcentajes de 14.6 y 3.5 respectivamente.
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IV CONCLUSIONES

1.~ Las sales del medio basico Murashige y Skoog resultd
mas efectivo para la reducciéon del crecimientp del clon
N—-1437 gue los tratamientos a 1los que se les adiciond 5,
10 v 15 g/ de manitol a las 16 semanas de conservacidan.

2« En la dilucion al 50% de las sales de Murashige vy
Skoog (1962), las plantulas del clon de camote N-1437
presentaron mejores aspectos morfoldgicos v fisioldgicos,
comparado con el efecto que produjeron las otras
variantes de medios de cultivos a las 146 semanas de

conservacion.
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V RECOMENDACIONES

1.—- Estudiar o]l efecto de la interaccién de los factores,
inhibidores de crecimiento, dilucion de sales MS y
temperatura para la conservacion in vitro

de diferentes clones de camote.,

2.~ Estudiar la estabilidad gen#tica de las plantulas

conservadas in vitro en condiciones de campo.
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ANEXO 1

Tabla 13. Efecto de diferentes concentraciones de msanitol en altura (alt), ndamero
de hojasinuh), nmiemero de raices {(nur) del clon camote N~1437 a las

4,8,12,16 semanas de conservacion

-

Niveles* 4 semanas 8 semanas 12 semanas 14 semanas

{
|
; mamitali
i Alt Nuh Nu

(g/1l) | Alt Nub Nur

-

i
I
i
t
Alt Nuh Nur l ALY Nuh Nur
§
1
!

1.13a 3.25b 1.45a {4.7%a 5.92a 2.52ab gb.?ﬁa 4.30b 3.1Ca [7.77a 4.,10a 3.40b

I

| %

| !

| {

| | | |
| 5 j0.59b. 2.77¢  1.22a 14.33a h.22a 2.82a t&.423 5.97a 3.4a l?iﬁﬁa 3.42ab 3.835a
| |

| |

| |

| |

i
I
%
l
t
:
i
|

‘.
B s s e SR SR o

| | %

0.52b 3.85a 0.05b '4.743 &.24a 0.27b |6-43a 3.75¢c 1.12b 1?.3éb 2.288 1.65¢
¢.69b 3.40b 0.00c i#.Béa 6.27a 0.00c [&;S&a 3.17c 1.05b f?.lab' 1.28c 1.25c

ok . | ’ i i

1

13

i
1
i
?
!
I
f
i
|
i
|
i
|

Piferencias entre promedios sequidas por una misma letra no difieren significativamente de acuerdo

con la prueba de Rango maltiple de Duncan al 5% de probabilidad.
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ANEXD 11

Tabla 14, Efecto de diferentes diluciones de las sales MS (1942) en altura (Alt),
numero de hojas (Nuh) y ndmero de raices {(Nurj a las 4, 8, 12 y 16 sesanas

de conservacion

; Eilucién; 4 semanas ; 8 semanas 12 Semanas ; 14 semanas
jde sales H % ;
%) l Alt Nuh Nur % Alt Nuh Nur Alt Nuh Mur t Alt MNu b Nut
: '% |
| t E

I l !

S0 iO;éSb 2.22b 1.35a [3.69b 3.70c 1.72b |4.62ab 3.67b 2.11b }5.27ab 3.81b 2.25b

! | |

33 [1.17a Z.37a 1.55a !3.&?b 4,326 2.,.37a 4.02b 2.60c 2.75ab ‘alszb 2.47c 2.95ab

i I L

B L e T .

1
l
H
!
E 1
, }
r |
| ]
| 100 [1.13a 3.23a 1.453_14.7?a 5.92a 2.52ab {6.75a 4.30a 3.10a |7.77a 4.10a 3.40a
i I
! |
| i
1. l
{ i

.

Diferencias entre promedios seguidas por una misma letra no difieren significativamente de acuerdo

con la prueba de Rango miltiple de Duncan al 5% de probabilidad.



Tabla 3. Dilucitn de sales MS

Variante Concentracion (%) de
medio de cultivo sales MS (17&62)
MS-0 | 100

MG ~A 50

Ms-B 33

Tabla 4. Coloracion de las hojas

Color clave
Verde oscuro A
Verde claro B
verde clordtico C

2.11 Materiales y equipos utilizados

Autoclave pinzas

agitadores magneéticos escalpmlos

destilador de agua hojas de escalpelos#il
desionizador de agua pisetas _

camara de flujo laminar alcohol al 70%4

balanza analitica algoddn

potencitmetro probetas

pipetas beaker

placas pertri papel filtro

parafilm tubos de ensayo

gradillas
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