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RESUMEN

Segmentos nodales de plantas in vitro de boniato de los clones INIVIT B-88, CEMSA 78-354, INIVIT B-90-510 y
Cautillo fueron conservados durante un afio en medio de cultivo con 10.0 mg.I"" de acido abscisico con altos
porcentajes de supervivencia y recuperacion. La reduccion de la temperatura de conservacion a 17 + 2°C disminuyo
la velocidad de crecimiento en todos los clones estudiados y permitié su conservaciéon durante un afio manteniendo
altos porcentajes de supervivencia. La disminucion de la concentracion de las sales del medio de cultivo hasta un
50% no redujo significativamente la velocidad de crecimiento con respecto al medio de cultivo control, no pudiéndose
conservar los clones evaluados por un tiempo superior a los seis meses en estas condiciones.
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ABSTRACT

Nodal segment of INIVIT B-88, CEMSA 78-354, INIVIT B-90-510 and Cautillo sweet potato in vitro plants clone were
conserved for one year in culture medium with abscisic acid 10.0 mg.Iwith high survival and recovery percentages
without subculture to fresh medium. Reducing of conservation temperature to 17 + 2°C decreased the rate growth in
all clone and possibility their conservation for one year with high survival percentages. The reduction of salt
concentration of culture medium to 50% did not decrease the rate growth in relation with a standard culture medium

for this was impossible to conserve the sweet potato clones for a period over six month in this conditions.
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INTRODUCCION

El boniato Ipomoea batatas (L.) Lam. ocupa el sexto
lugar entre los cultivos mas importantes a escala
mundial y el tercero entre las raices y tubérculos (Jarret,
1991), destacandose por su alta rusticidad, ciclo corto,
capacidad para adaptarse y producir rendimientos
apreciables bajo diversas condiciones climaticas y de
suelo. En Cuba, el boniato puede plantarse en casi
todas las regiones, siendo una vianda muy estimada
por la mayoria de la poblacién. La mayor coleccion de
este cultivo en Cuba se encuentra en el Instituto de
Viandas Tropicales (INIVIT), ubicado en Santo Domingo,
Villa Clara con alrededor de 625 clones y 13 especies
(Rodriguez et al., 1996), donde se conserva en bancos
de semilla en el campo fundamentalmente. Sin
embargo, en esta forma de conservacion se presentan
una serie de dificultades como son: se requiere plantar
todas las accesiones dos veces al afio por ser un cultivo
de ciclo corto, es necesario una constante rotacion de
los terrenos dedicados a la siembra con el fin de evitar
la mezcla de variedades debido a la brotacion
espontanea de los restos de cosechas anteriores o la
aparicion de plantas provenientes de semillas botanicas,
sumado a esto las plantaciones estan expuesta a la
pérdida por enfermedades, plagas o desastres
naturales ( Rodriguez et al., 1996). La conservacion in
vitro se ha perfilado como una alternativa valiosa para

la conservacion de germoplasma de especies de
propagacion vegetativa, siendo muy util y eficiente para
la distribucién de material vegetal clonal, pues facilita
disponer de este a un mismo tiempo, evita la
transferencia de enfermedades y patdgenos y posibilita
la erradicacién de virus a través del cultivo de
meristemos (Roca et al., 1979). Varias biotécnicas han
sido empleadas para la conservacion de germoplasma,
estas incluyen la crioconservacion (Towill, 1981), la
conservacion in vitro por crecimiento minimo (Debabrata
y Naik, 1998, Mandall y Chandel, 1996) y la
conservacion de DNA (Peacock, 1986). Roca et al.
(1993) plantearon que la conservacion in vitro se logra
haciendo cambios en el ambiente de cultivo para
desacelerar o suprimir totalmente el crecimiento de las
células y tejidos: el objetivo es aumentar al maximo el
periodo de transferencia del cultivo o extenderlo
infinitamente. La adicion de agentes osmdticos,
reguladores del crecimiento y la disminucién de la
temperatura de incubacién han sido muy eficiente en
la reduccién de la velocidad de crecimiento de diferentes
especies de plantas ( Dodds y Roberts, 1985). La
extension practica de una metodologia de conservacion
in vitro no sélo depende de su capacidad para reducir
la velocidad de crecimiento de las plantas, sino también
de que pueda ser aplicada con éxito a un amplio
numero de accesiones o clones. El presente trabajo
se realiz6 con el objetivo de evaluar el
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comportamiento de diferentes clones de boniato
conservados in vitro bajo condiciones de crecimiento
minimo durante un afo.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon como explantes segmentos nodales de
aproximadamente 2.0 cm de longitud de plantas in
vitro de boniato de los clones INIVIT B-88, CEMSA
78-354, INIVIT B-90-510 y Cautillo, mantenidas
mediante subcultivos cada seis semanas en medio
de cultivo de multiplicacién constituido por las sales
de Murashige y Skoog (1962) (MS), complementadas
con acido giberélico 10.0 mg.I"" acido indolacético
(AlA) 0.05 mg.I"" tiamina 1.0 mg.I"*, mioinositol 100.0
mg.I"' y sacarosa 30 g.I".

El medio de cultivo basal para todos los experimentos
fue el constituido por las sales MS complementadas
con mioinositol 100.0 mg.I"*, tiamina 1.0 mg.l", sacarosa
30.0 g.I'". En el primer ensayo se afadié al medio de
cultivo basal acido abscisico (10.0 mg.I'"), en el segundo
ensayo segmentos nodales cultivados en el medio de
cultivo basal fueron incubaron a 17 + 2°C de temperatura
y en el tercer ensayo se emplearon las sales MS al
50% de su concentracion. Como control se emplearon
segmentos nodales cultivados en medios de cultivo
basal e incubado a 25 + 2°C. El pH de todos los medios
de cultivo fue ajustado a 5.7, se solidificaron con
Phytagel 2.5 g.I" y se distribuyeron a razén de 10 mi
en tubos de ensayo de 2.0 cm de didmetroy 15.0 cm
de largo, después de ser esterilizados en autoclave
durante 20 minutos a 120°C y 150 kPa. En cada
tratamiento se cultivaron 30 explantes, arazon de uno
por tubo de ensayo. Los cultivos fueron incubados a

25 + 2°C de temperatura (excepto en el segundo
ensayo), intensidad luminosa de 36-45 m mol m?2 s™
y humedad relativa de 70% a 80%. Las variables:
Porcentaje de supervivencia, recuperacion, longitud del
tallo, numero de raices y numero de yemas por planta
se evaluaron a los 12 meses de cultivo. Para evaluar la
recuperacion las plantas in vitro fueron cultivadas en
medio de cultivo basal al que se adicioné acido
giberélico 10.0 mg.I"" y AIA 0.05 mg.I"" e incubadas a
25 + 2°C, intensidad luminosa de 36-45 m mol m?s™ y
humedad relativa de 70 a 80%. Los datos fueron
transformados por la ecuacion Vx+ 0.5 y se procesaron
mediante un analisis de varianza de clasificacion doble.
Cuando existieron diferencias significativas se aplico
la prueba de comparaciéon de medias de Tukey para el
0.05 de probabilidad del error. Se utilizé el sistema
estadistico Statistica sobre Windows.

RESULTADOS Y DISCUSION

Entre los criterios a tener en cuenta al decidir la
validez de una metodologia para la conservacién
in vitro de especies vegetales, se encuentran el
porcentaje de supervivencia y recuperacion del
material vegetal conservado. En la tabla 1 se puede
observar que, aunque existieron diferencias entre
los clones, tanto la supervivencia como la
recuperacion se mantuvieron altas en todos los
tratamientos durante el periodo de conservacion,
observandose después de transcurridos 12 meses
plantas saludables, sin sintomas que indicaran la
necesidad de cultivarlas en medio de cultivo fresco,
por lo que se infirié que el periodo de conservacion
pudo extenderse por un tiempo superior a los 12
meses.

Tabla 1. Comportamiento de la supervivencia y recuperacion de plantas in vitro de boniato de diferentes
clones conservadas durante un afio empleando &cido abscisico 10.0 mg.I".

Clones Supervivencia (%) Recuperacion (%)
6 meses 12 meses 6 meses 12 meses
INIVIT B-88 100 98.5 100 100
CEMSA 78-354 100 95.5 100 98.5
Cautillo 100 85.5 100 100
INIVIT B-90-510 95.5 90.0 100 97.5

Los resultados obtenidos confirmaron la efectividad del
acido abscisico para la conservacion in vitro de boniato.
Resultados también positivos al emplear este regulador
del crecimiento para la conservacion in vitro fueron
obtenidos por Desamero (1990); Jarret (1991) quienes
conservaron plantas in vitro de boniato en medios de
cultivo a los que se adicioné acido abscisico en
concentraciones de 5-20 mg.I"" durante 8 a 12 meses
alcanzando supervivencias de 70 a 80%.

La reduccién de la velocidad de crecimiento del
material vegetal conservado, constituye uno de

los aspectos basicos de la conservacion in vitro
por crecimiento minimo, por lo que es muy
importante la evaluacion del comportamiento de
variables del crecimiento al escoger el método
de conservaciéon adecuado. El 4cido abscisico
actua como un inhibidor de la sintesis de las
giberelinas (Vazquez, 2001), provocando la
inhibicion del crecimiento de las plantas e
induciendo el reposo o letargo de las yemas,
debido a este efecto, ha sido el regulador del
crecimiento mas ampliamente utilizado en la
conservacion in vitro de plantas.



El analisis de varianza para cada una de las
variables evaluadas (Tabla 2) mostré una
interaccion significativa entre los factores (clones
y concentracion de acido abscisico. Se puede
observar que al emplear el acido abscisico 10.0
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mg.I"", el crecimiento de las plantas in vitro fue
practicamente inhibido en todos los clones,
observandose una drastica reduccion en el nimero
de yemas y raices, asi como en la longitud de las
plantas in vitro.

Tabla 2. Efecto del acido abscisico sobre diferentes clones de boniato conservado in vitro durante un ano.

Variables Acido Clones Coeficiente de
abscisico \\\ITB- CEMSA78-  Cautilo  INIVIT B- variacion

(mg.”) 88 354 90-510

Ndmero de yemas 0.0 940 b 12.86 a 8.25b 12.25a 1.7 %
por planta 10.0 155¢ 1.75¢c 145c¢ 1.80¢c

Numero de raices 0.0 345b 3.65 ab 410 a 471 a 14.5 %
por planta 10.0 1.53¢c 164 c 1.83¢c 142c¢c

Longitud (cm) 0.0 7.87 ab 8.08 a 7.27b 8.18 a 15.8 %
10.0 0.70c 0.55c¢c 0.84c 0.64c

Los datos correspondientes a 0.0 mg.I"' de acido abscisico fueron tomados a los seis meses después de

la siembra.

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren segin Tukey ( p< 0.05)

Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden
con los de Desamero (1990) quien logré la
conservacion in vitro de plantas de boniato durante
ocho meses utilizando &cido abscisico en
concentraciones de 5 a 20 mg.I"", observando
un fuerte efecto fenotipico, asi mismo, Jarrety
Gawell (1991) lograron conservar segmentos
nodales de boniato durante un afio empleando
acido abscisico 10.0 mg.I"" en el medio de
cultivo. La conservacion in vitro de otras especies
empleando acido abscisico muestra también
su efecto inhibitorio del crecimiento, tales son
los resultados obtenidos por Suksa et al. (1997),
quienes observaron la inhibicién del crecimiento
en segmentos nodales de papaya cuando fueron

cultivados en medios de cultivo que contenian 5.0
y 10.0 m mol.I"" de acido abscisico.

La disminucién de la temperatura de incubacién ha
sido el factor que con mayor éxito se ha empleado en
la conservacion de diferentes especies in vitro (Marino
et al., 1985; Monette, 1988, Jarret y Gawell, 1991a), el
cual depende de la especie en cuestién. Como puede
observarse enlatabla 3, la supervivencia del material vegetal
conservado a 25+2°C fue nula, pues todas las plantas
murieron antes de los 12 meses al no ser cultivadas en
medio de cultivo fresco, sin embargo, cuando se
incubaron a 17+2°C se obtuvo una supervivencia
superior al 60% en todos los clones, valores que
estuvieron en dependencia del clon empleado.

Tabla 3. Efecto de la temperatura de incubacion en diferentes clones de boniato conservados in vitro durante un afo.

Variables Temperatura Clones Coeficiente de
(*C) INVITB-88 CEMSA78- Cautilo INIVITB-g0-  Vanacion
354 510
Supervivencia (%) 17+2 75.5 62.6 66.5 86.5
25+2 0.0 0.0 0.0 0.0
Numero de yemas 17+2 173 e 5.10d 1.89 e 1.50 e 11.7 %
por planta 12542 940 b 12.86 a 825b 12.25a
Numero de raices 17+2 192 e 3.28 cd 2.75d 550 b 14.5 %
por planta 12542 3.45 bc 3.65b 410 a 4.71a
Longitud (cm) 17+2 1.43d 3.34c 1.78d 1.62d 15.8 %
12542 787b 8.08 a 727b 8.18 a

Los datos correspondientes a 25+2°C fueron tomados a los seis meses después de la siembra.
Medias con letras diferentes en una misma columna difieren segun Tukey ( p< 0.05)
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El analisis de varianza realizado (Tabla 3) indicé
una interaccion altamente significativa entre los
factores (clon X temperatura) para las variables
numero de yemas por planta, numero de raices
por planta y longitud. Como puede observarse en
esta tabla 3, el valor de todas las variables fue
significativamente menor cuando las plantas in vitro
fueron incubadas a 17+2°C, destacandose las
variables longitud de las plantas y numero de
yemas, en las cuales la disminucién de la
temperatura provocé una marcada depresion de sus
valores con respecto a las conservadas a 25+£2°C.
Se pudieron apreciar ademas, diferencias muy
significativas en los valores de las variables para
cada uno de los clones, esto indicdé un
comportamiento diferente de los genotipos en las
condiciones de temperatura evaluadas. El boniato
ha sido referido como una especie sensible a
temperaturas inferiores a 14°C cuando se
almacena por periodos prolongados (Roca, 1979),
sin embargo se ha logrado su conservacién exitosa
a temperaturas entre 16-18°C por periodos de un
afo. Jarret y Gawell (1991a) lograron la
conservacioén durante ocho meses de segmentos

nodales de boniato a temperatura de 22°C. La
conservacion de especies vegetales tropicales in
vitro empleando bajas temperaturas ha sido
obtenida con éxito ademas en Ficus (Withers,
1982), Musa (Banerjee y De Langue, 1985) y
Papaya (Suksa et al., 1997).

La disminucidon del contenido mineral en los medios
de cultivo favorece el retardo del crecimiento debido
a alteraciones que ocurren en el metabolismo
celular. Al evaluar el efecto de la concentracion de
sales inorganicas del medio de cultivo en los
clones conservados in vitro (Tabla 4) no se
observaron diferencias entre los tratamientos.
Después de transcurridos seis meses de
conservacion las plantas habian agotado todo el
medio de cultivo, las hojas comenzaron a tomar
un coloramarilloy a caer, por lo que fue necesario
subcultivarlas a medio de cultivo fresco. Estos
resultados indicaron que la disminucion de la
concentracion de las sales hasta un 50% no fue
suficiente para provocar una retardo apreciable del
crecimiento que permitiera la conservacion in vitro
por un periodo mayor a los seis meses.

Tabla 4. Efecto de la disminucion de la concentracién de las sales inorganicas del medio de cultivo en
diferentes clones de boniato conservado in vitro durante seis meses.

Variables Concentracion de Clones Coeficiente de
salesinorganicas |\t B. CEMSA78-  Cautilo  INVITB-go-  Vanacion
(%) 88 354 510
Ndmero de 100 9.40 ab 12.86 a 825b 12.25 ab 249 %
yemas 50 8.70 ab 1217 a 7.75b 11.89 ab
Numero de 100 345b 3.65b 410 b 471 a 16.1%
raices 50 243c 346 b 317 b 4.03 a
Longitud 100 7.87 ab 8.08 a 7.27ab 8.18 b 29.6%
(cm) 50 714 b 8.04 a 6.76 b 7.59 ab

Medias con letras diferentes en una misma columna difieren segun Tukey ( p< 0.05)

Estos resultados no coincidieron con los obtenidos
por Espinosa et al. (2002) al conservar segmentos
nodales del clon de boniato Jewell, quienes obtuvieron
una reduccion apreciable del crecimiento cuando se
disminuyd la concentracion de las sales inorganicas
al 50y 25%. Varios autores han empleado con éxito
la disminucién de la concentracién de los nutrientes
del medio de cultivo en la conservacion in vitro de
especies vegetales, tales son los casos de Mroginski
y Scocchi (1998) quienes al conservar meristemos
de Paraiso (Melia azedarach) observaron que la
reduccion de la concentracion de las sales hasta un
25% controlaba el crecimiento y desarrollo de las
plantas. Asi mismo Garcia et al. (1999) lograron un
retardo significativo en el crecimiento cuando
utilizaron las sales MS al 25% para conservar plantas
in vitro de cafa de azucar.

CONCLUSIONES

Plantas in vitro de boniato de los clones INIVIT B-88,
CEMSA 78-354, Cautillo e INIVIT B-90-510 cuando
son conservadas en medio de cultivo 10.00 mg.I"' de
acido abscisico o incubadas a una temperaturade 17+
2°C, manifiestan una fuerte disminucién en su
crecimiento, pero mantienen altos porcentajes de
supervivencia y recuperacion.

Plantas in vitro de boniato de los clones INIVIT B-88,
CEMSA 78-354, Cautillo e INIVIT B-90-510 manifiestan
un retardo en su crecimiento durante los primeros seis
meses de conservacion en medio de cultivo donde se
han reducido sales inorganicas al 50% de su
concentracion, pero transcurrido este periodo recuperan
su ritmo normal de crecimiento.
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