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Resumen

El cultivo de tejidos es una de las técnicas de propagacion que ha contribuido con el desarrollo de una
nueva agricultura propagando plantas de partes vegetativas, logrando mantener la genética idéntica
a las de la planta madre. En el Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de Zamorano se ha
investigado el uso de sorbitol para la conservacién in vitro de germoplasma de camote establecido en
medios de crecimiento lento. El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de sorbitol y sacarosa
en el crecimiento de segmentos nodales de camote (lpomoea batatas L. Lam) variedad Bush bock
establecidos in vitro. Se utiliz6 como fuente de material vegetal plantulas de camote en etapa de
multiplicacién subcultivo IV y se realizaron cortes de segmentos nodales que fueron sembrados
individualmente en tubos de ensayo con 10 mL del tratamiento a evaluar. Los tratamientos utilizados
estaban compuestos por el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado con sacarosa (70,
350 17.5 g/L) o sorbitol (35, 20 0 5 g/L). Los segmentos nodales en medio suplementado con sorbitol
35,20y 5 g/L crecieron menos (P £ 0.05) que los cultivados en medio con sacarosa 70 y 35 g/L. Para
reducir el crecimiento in vitro de camote se recomienda utilizar solamente el medio MS suministrado
con sorbitol 5 g/L.

Palabras Claves: Sorbitol, Sacarosa, Camote, In vitro, Segmentos nodales.



Abstract

Tissue culture is one of the propagation techniques that has contributed to the development of a new
agriculture by propagating plants from vegetative parts, managing to maintain the genetics identical
to that of the mother plant. The Zamorano tissue culture laboratory has investigated the use of
sorbitol for in vitro conservation of sweet potato germplasm established in slow growth media. The
objective of this study was to evaluate the effect of sorbitol, sucrose and the combination of these
two compounds on the growth of sweet potato nodal segments bush bock variety established in vitro.
Sweet potato seedlings at the subculture IV multiplication stage were used as a source of plant
material and cuttings of nodal segments were individually established in 10 mL of culture medium
with the treatment to be evaluated. The treatments used were composed of Murashige and Skoog
(MS) culture medium supplemented with sucrose (70, 35 or 17.5 g/L) or sorbitol (35, 20 or 5 g/L). The
use of sorbitol (35, 20 and 5 g/L) reduce sweet potato nodal segment growth (P < 0.05). To reduce in
vitro growth of sweet potato nodal segments, it is recommended to use only MS medium supplied
with 5 g/L sorbitol.

Key words: Sorbitol, Sucrose, Sweet potato, /n vitro, Nodal segments.



Introduccion

El cultivo de camote (lpomoea batatas L. Lam) es originario de México, las Antillas y
Centroamérica, sin embargo, algunos investigadores afirman que su origen es en América del sur ya
gue encontraron batatas fdsiles con mas de diez mil afios de antigliedad en las tumbas de la Puna de
Chilca en Perud (Cusumano y Zamudio 2013). El consumo de camote ha incrementado rapidamente a
nivel mundial, siendo China el pais que mas lo consume y también el pais con la mayor produccién a
nivel mundial. En China se cultivan mas de 100 variedades de camote, tendiendo aproximadamente
el 80% de la produccion a nivel mundial (Padilla Rodriguez et al. 2019).

El contenido de vitaminas, minerales, almiddn, azucares solubles y el alto porcentaje de lisina
posicionan al camote en el quinto lugar de alimentos de mayor importancia en los paises desarrollados
después del arroz, trigo, maiz, y mandioca. En Honduras se cultiva camote anaranjado y camote rojo
porque son los que mas gustan al consumidor europeo. En el pais actualmente nueve empresas que
se dedican a la produccién del tubérculo en la zona de Cantarranas, Jamastran y Comayagua (Padilla
et al. 2019).

El cultivo de tejidos vegetales es una de las técnicas de propagacion que ha contribuido con el
desarrollo de una nueva agricultura propagando plantas de partes vegetativas logrando mantener la
genética idéntica a la de las plantas madre (Delgado Paredes et al. 2012). De esta manera contribuye
como una herramienta en la conservacién de germoplasma, permitiendo conservar a mediano o largo
plazo cultivos libres de patdgenos, logrando la seguridad alimentaria de las poblaciones, ademas de
favorecer a las especies nativas en peligro de extincion (Aguirre Villaroel et al. 2016). El mantenimiento
de explantes in vitro es un método alternativo para la conservacién de germoplasma, especialmente
especies de propagacion vegetativa, como el camote, esta técnica permite el mantenimiento de una
gran cantidad de accesiones en un pequefio espacio fisico, contribuyendo a la reduccion de costos de

mantenimiento (Gobbi Vettorazzi et al. 2017).



Existen dos métodos de conservacidon in vitro cuya utilizacién varia en dependencia de la
duracién que requiera el almacenamiento. Para corto o mediano plazo el objetivo es reducir la
velocidad de crecimiento del material vegetal, por lo que, puede ser empleado el método de
crecimiento minimo, por su parte, el método de crioconservacién garantiza la conservacion in vitro
por periodos prolongados de tiempo (Roca et al. 1991).

Para los laboratorios que no tienen facilidades para realizar conservacion a bajas
temperaturas (crioconservacion) es muy importante tener protocolos de crecimiento lento que les
permita almacenar a mediano plazo el material vegetal sin necesidad de realizar refrescamiento de
medio de cultivo o mantenimiento que implican gastos en reactivos y mano de obra. Algunas de estas
formulaciones usan fuentes de carbohidratos alternativas como el sorbitol.

El sorbitol es un poliol (alcohol de azucar) utilizado como edulcorante sustituyendo a la
sacarosa en diversos productos alimentarios, el sorbitol es aproximadamente 40% menos dulce y con
un tercio menos de calorias que la sacarosa (Marques et al. 2016). Este compuesto es producido en la
fotosintesis de ciertas plantas, funciona como fuente de carbono y energia en cultivos in vitro
solamente si la especie lo produce de forma natural. El uso de sorbitol en los medios de cultivo de
especies que no lo metabolizan provoca la disminucidén de su tasa de crecimiento, la capacidad de
morfogénesis o la supervivencia del cultivo (Vegas et al. 2019).

Lopez (2019) evalud el efecto del sorbitol en el crecimiento de segmentos nodales de camote
(lpomoea batatas L. Lam) variedad Bush bock, y demostrd que este al ser un alcohol de azlcar causa
latencia, pero con la dosis evaluada (35 g/L) observé mortalidad en las vitroplantulas de camote. Por
lo que el objetivo de este estudio es evaluar el efecto de sorbitol y sacarosa en el crecimiento in vitro

de segmentos nodales de camote.



Materiales y Métodos

Ubicacidn

El estudio se realizd entre los meses de septiembre y noviembre del afio 2020 en el
Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
Honduras, ubicado en el km 30 de la carretera Tegucigalpa-Danli.
Preparacion de Materiales y Equipos

Para la siembra de los segmentos nodales se esterilizé el medio de cultivo en el auto clave a
temperatura de 121°C, presion de 1 kg/cm? durante 20 minutos. Todo el procedimiento se realizé
dentro de la cdmara de flujo laminar, esta fue encendida y se desinfecté con alcohol al 70%, papel
toalla y luego de 30 minutos se inicié el trabajo. Se utilizaron plantulas de camote (Ipomoea batatas
L. Lam) variedad Bush bock en etapa de multiplicacién subcultivo IV. Antes de que se realizaran los
cortes de los segmentos nodales se hizo una limpieza del material vegetal en la que se eliminaron
todas las hojas y raices, posteriormente, con un bisturi se realizaron cortes de los segmentos nodales.
El material vegetal se manipuld con pinzas estériles y frias, las cuales se colocaban junto con el bisturi
por 30 segundos en el esterilizador de calor seco a 350°C antes y después de realizar los cortes de los
segmentos nodales. El proceso de esterilizacidn de las herramientas se repetia al cambiar el frasco del
cual se obtenia el material vegetal.
Medio de Cultivo

Se utilizé el medio de cultivo Murashige y Skoog (MS) modificado por Jarret (1991), el pH del
medio se ajustd a 5.8 y se le suplementd Phytagel 1.8 g/L como solidificante (Cuadro 1). Se utilizaron
30 tubos de ensayo por cada uno de los seis tratamientos y se obtuvo un total de 180 tubos los cuales
fueron suministrados con 10 mL del medio de cultivo MS (Cuadro 1) suplementado con sorbitol o

sacarosa segun el tratamiento a evaluar (Cuadro 2).
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Cuadro 1

Medio de cultivo de Murashige y Skoog modificado para la multiplicacion in vitro de segmentos

nodales de camote (Ipomoea batatas L. Lam)

Componentes Férmula mg/L
NHaNO3 1650.000
KNOs3 1900.000
Macroelementos MS MgS047H.0 370.000
CaCl22H.0 440.000
KH2PO4 170.000
H2BO3 6.200
CoCl26H20 0.025
CuS0O45H20 0.025
. Kl 0.830
Microelementos MS MnSOs2H,0 22 300
Na2Mo042H-,0 0.250
ZnS04 7H,0 8.600
FeNaEDTA 50.000
Vitaminas Inositol 100.000
Tiamina 0.400

Nota.Tomado de Jarret (1991)

Cuadro 2

Tratamientos evaluados para el crecimiento in vitro de camote

Sacarosa (S) Sorbitol (B)
Tratamientos

g/L g/L
Sacarosa 70 (testigo) 70 0
Sacarosa 35 35 0
Sacarosa 17.5 17.5 0
Sorbitol 35 0 35
Sorbitol 20 0 20
Sorbitol 5 0 5

Nota. S7. sacarosa 70; S3. sacarosa 35; S1. sacarosa 17.5; B3: sorbitol 35; B2. sorbitol 20; B5. sorbitol 5

Incubacion

Todos los cultivos fueron trasladados al cuarto de incubacidon en donde se mantuvieron en
condiciones controladas durante todo el proceso de crecimiento. Con un fotoperiodo de 16 horas luz,
8 horas oscuridad, 40 umol m? s de radiacidn fotosintéticamente activa, una temperatura de 24 + 1

°Cy una humedad relativa entre 30-50%.
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Variable Evaluada

Se contd el nimero de nudos de los segmentos nodales de camote de la variedad Bush bock
a partir de los 21 dias después de que se establecieran en el medio de cultivo y cada siete dias hasta
el dia 42.
Disefio Experimental

Se utilizé un Disefio Completamente al Azar (DCA) donde se evaluaron seis tratamientos con
30 repeticiones cada uno por lo que se obtuvo un total de 180 unidades experimentales.
Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados mediante un Analisis de Varianza (ANDEVA) y una separacion de
medias por el método de Duncan con una probabilidad P <0.05 por medio del software Infostat version

5.13.1.



12

Resultados y Discusion

El Cuadro 3 muestra el efecto del sorbitol y sacarosa en el crecimiento in vitro de segmentos
nodales de camote (l[pomoea batatas L. Lam) variedad Bush bock, en el cual se observa diferencia
estadistica (P<0.05) en el crecimiento de las vitroplantas de camote. Al comparar los resultados
obtenidos en los seis tratamientos al dia 21, se observa que los tratamientos con sorbitol a 35y 20 g/L
presentaron el menor crecimiento de los segmentos nodales de camote, mientras que el mayor
crecimiento en el mismo niimero de dias se observé con los tratamientos de sacarosa 70 y 35 g/L.

De igual manera, en las mediciones realizadas en el dia 28, 35 y 42, se observd que los
tratamientos que presentaron menor crecimiento de los segmentos nodales fueron los tratados con
sorbitol 35y 20 g/L, por otro lado, los tratamientos con sacarosa 70y 35 g/L fueron los que obtuvieron
crecimientos mayores. Por lo que al finalizar el experimento en el dia 42, se determiné que los
tratamientos con sorbitol fueron los que lograron reducir el crecimiento de los segmentos nodales
debido a que presentaron los valores menores, caso contrario ocurre en los tratados con sacarosa que
presentaron crecimientos mayores en todas las mediciones.

Al comparar los resultados obtenidos entre todos los tratamientos se observd que el
tratamiento testigo el cual contiene 70 g/L de sacarosa presentdé durante todo el experimento un
mayor crecimiento de los segmentos nodales, importante mencionar que esta concentracion de
sacarosa es la se usa en el medio MS el cual es multiplicado in vitro camote.

Los tratamientos con sorbitol fueron los que presentaron un mejor efecto en retardar el
crecimiento in vitro de segmentos nodales de camote. Al comparar los tres tratamientos
suplementados con sorbitol, se observd que el tratamiento de 5 g/L presentd un mayor crecimiento
de los segmentos nodales a lo largo del estudio, sin embargo los tratamientos de sorbitol 35 y 20g/L
presentaron menor crecimiento, ambos tratamientos al dia 21 obtuvieron resultados similares, tan
solo en los dias 28, 35 y 42 fueron diferentes, en el cual el tratamiento con sorbitol a 35 g/L en los dias

28 y 35 demostré menor crecimiento, al finalizar el estudio al dia 42 todos los tratamientos con
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sorbitol no mostraron diferencias. Y aunque el tratamiento con sorbitol 5 g/L mostré diferencias
significativas con el tratamiento de sorbitol 35 y 20 g/L a los 21, 28 y 35 dias, al dia 42 que finaliz6 el
experimento todos los tratamientos con sorbitol lograron reducir el crecimiento de los segmentos
nodales de camote establecidos in vitro.

Cuadro 3

Efecto del sorbitol y sacarosa en el crecimiento in vitro de segmentos nodales de camote (Ipomoea

batatas L. Lam) variedad Bush bock

Numero de nudos

Tratamiento g/L

21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
Sacarosa 70 (testigo) 6.20¢ 8.87¢ 9.57¢ 10.54¢
Sacarosa 35 5.30¢ 6.40¢ 6.77° 10.14%¢
Sacarosa 17.5 4.43¢ 4.90° 5.90¢ 8.43°
Sorbitol 35 0.73° 1.10° 0.67° 2.20°
Sorbitol 20 0.83° 1.47%° 2.10% 1.56°
Sorbitol 5 2.00° 2.40° 2.90° 3.04°
Probabilidad <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Coeficiente de variacion 7.94 7.13 9.65 10.07

Nota. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Se encontraron resultados similares por Acosta Pérez, K. y Garcia Aguila, L. (2005) en donde
utilizaron 20 g/L de sorbitol para la conservacién in vitro de 60 especies de pasifloras andinas,
obteniendo un retardo del crecimiento y mantuvieron la totalidad de las plantas de color verde hasta
el final del experimento. Esto concuerda con los resultados obtenidos también por Lopez (2019) quien
menciona que el medio suplementado con sorbitol mantuvo los explantes (segmentos nodales) verdes
sin crecimiento y algunos cafés parcial o completamente hasta el final del experimento. Ambos
resultados coinciden con los datos obtenidos durante este estudio, en el cual se observé que todos
los tratamientos con sorbitol presentaron retardos en el crecimiento de segmentos nodales.

Acosta Pérez, K. y Garcia Aguila, L. (2005) describen que la limitacién del crecimiento por
efecto de la concentracidon osmoética se debe a la reduccion de la absorcién de agua y nutrientes del

medio de cultivo. Por lo que Rayas Cabrera et al. (2019) afirman que el sorbitol genera que un
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potencial osmdtico negativo en medio de cultivo, provocando que la plantula tenga dificultad en la
absorcion de agua y nutrientes.

En un estudio realizado por Del Montalvo Peniche et al. (2007) sobre el pimiento rojo mostré
que las plantulas que se cultivaron con sorbitol, disminuyeron el nimero de hojas, variando de 12.6
en medio MS (control) a 10.3, 7.9 y cero a medida que las concentraciones de sorbitol aumentaron al
2, 4 y 8% respectivamente. De igual forma, esto concuerda con los resultados de Bello Bello et al.
(2014) y Hassan et al. (2007) en donde el sorbitol asociado al ajuste osmético causé una reduccién en
la altura en cultivos como la cafia de azlcar. Garcia Aguila et al. (2007) observaron la influencia del
sorbitol en la induccidn de brotes axilares de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) proporcioné
una relacidn inversa entre la altura y el nimero de brotes a favor de la supervivencia de los explantes.

Por otro lado, durante este experimento, se observd que los tratamientos con sacarosa fueron
los que presentaron mayor crecimiento de los segmentos nodales. Al observar el Cuadro 3 y comparar
los tres tratamientos con sacarosa, se demuestra que el tratamiento con sacarosa a 17.5 g/L fue el
que presentd menor crecimiento a lo largo del estudio, y el tratamiento testigo el cual esta preparado
con sacarosa a 70 g/L presentd resultados contrarios debido a que obtuvo un mayor crecimiento.
Alvarenga Venutolo et al. (2007) evaluaron el efecto que causa la sacarosa en la longitud del cultivo
de chayote (Sechium edule) establecido in vitro y expresaron que con 30 y 40 g/L de sacarosa se
obtiene un mayor crecimiento que con 50 y 60 g/L, mientras que con 0, 70 y 80 g/L el crecimiento se
reduce. Siendo contrario a los resultados obtenidos en este experimento, en el cual se demostré que,
a mayor concentracidn de sacarosa, mayor crecimiento de los segmentos nodales.

Sin embargo, Garcia Aguila et al. (2007) explican que la sacarosa se utiliza como fuente de
carbohidratos en los cultivos in vitro y ayuda a complementar la fotosintesis de la planta cuando se
desarrolla en este ambiente. De igual manera, Leifert et al. (1995) expresan que la sacarosa es esencial
para un rapido crecimiento heterotréfico del tejido vegetal, ya que la produccidon de energia y

carbohidratos usadas en la fotosintesis es reducida en los ambientes in vitro por la falta de la luz solar.
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Bhat y Chandel (1993) describen que el sorbitol es un agente osmdtico no metabolizable y es
mas efectivo en la limitacidn del crecimiento mientras que la sacarosa es un carbohidrato que funciona
como una fuente de energia complementando el contenido de carbono que la plantula necesita para
poder realizar el proceso de fotosintesis en los ambientes in vitro a falta de la luz solar. En un estudio
realizado por Garcia Aguila et al. (2007) mencionan que el manitol es un agente osmético que impide
que la plantula absorba agua y nutrientes del medio de cultivo. Debido a que el sorbitol tiene las
mismas caracteristicas que el manitol.

Las soluciones de sorbitol funcionan de manera mas eficiente contra el deterioro
microbioldgico que las soluciones de sacarosa. En contraste con los azucares, el sorbitol es absorbido
por las plantas por transporte pasivo lo que genera menores porcentajes de absorcién. Ademas, la
lenta absorcién y el metabolismo complejo del sorbitol implica que tiene menos valor calérico que los
azucares normales. Los azlcares-alcoholes (sorbitol, manitol) son sustancias no asimilables por las
plantas ya que generan estrés osmotico y reducciéon del crecimiento de los explantes. Delgado Paredes
et al. (2012).

Segun Alvarenga Venutolo et al. (2007), la presidn osmética ejercida por las soluciones de
sorbitol es superior a la de las soluciones de sacarosa, razén por la cual se utiliza en los medios de

cultivo in vitro para reducir el proceso de la asimilacién de minerales y agua por las plantulas.
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Conclusién
El sorbitol (35, 20 y 5 g/L) causo retardo en los crecimientos de los segmentos nodales de
camote (Ipomoea batatas L. Lam) establecidos in vitro. Reducir la dosis de sacarosa de 70 a 17.5 g/L

retrasa el crecimiento de los segmentos nodales.
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Recomendaciones
Para la conservacién (crecimiento lento) in vitro de segmentos nodales de camote se
recomienda utilizar el medio de cultivo Murashige y Skoog suplementado con 5 g/L de sorbitol.
Se recomienda evaluar el crecimiento de las plantas luego de su conservacidén en medio

suplementado con sorbitol para conocer si hay algun efecto adverso.
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