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Evaluacion del efecto de reemplazar cinco reactivos quimicos por fertilizantes en la
produccidn in vitro de plantulas de camote (Ipomoea batatas (L.) Lam.)

Fernando Andrés Gavica Ayala

Resumen. El camote es un cultivo de alto valor en los tropicos y subtrépicos como fuente
principal de calorias y por su alto contenido de vitaminas y minerales. La propagacién de
camote a través de cultivo in vitro se ha convertido en una herramienta indispensable por la
demanda de plantas libres de patdgenos. Debido a que los fertilizantes son similares en
composicién a los reactivos quimicos usados en los medios de cultivo para tejidos vegetales,
se pueden usar como alternativa de bajo costo y disponibilidad local. El objetivo del estudio
fue evaluar el efecto de reemplazar los cinco reactivos quimicos por fertilizantes en los
macroelementos del medio de cultivo Murashige y Skoog modificado para la
micropropagacion de camote. Los explantes se establecieron en cuatro tratamientos donde
los macroelementos se aportaron como: 1. reactivos quimicos (testigo); 2. fertilizantes; 3.
nitratos como fertilizantes y tres reactivos quimicos y 4. nitratos como reactivos quimicos
y tres fertilizantes. Se realiz6 la equiparacion molar de los reactivos quimicos y fertilizantes.
Se utilizé un disefio completamente al azar, con cuatro tratamientos y cincuenta repeticiones
por tratamiento. Las variables evaluadas fueron porcentaje de sobrevivencia, niUmero de
meristemos y raices alos 7, 14 y 21 dias. Se determind que el reemplazar reactivos quimicos
por fertilizantes en los macroelementos es factible en la formacion in vitro de meristemos
y raices en etapa de multiplicacion de subcultivos dos y tres de camote.

Palabras clave: Fertilizante, micropropagacion de batata, reactivo quimico.

Abstract. Sweet potato is a high-value crop in the tropics and subtropics as the main source
of calories and its good content of vitamins and minerals. The propagation of sweet potato
through in vitro culture has become an indispensable tool for the demand of pathogen-free
plants. Since fertilizers are similar in composition to chemical reagents used in tissue
culture, these substances can be used as a low-cost alternative and local availability. The
purpose of the study was to evaluate the effect of replacing five chemical reagents for
fertilizers in the macro elements of the basal medium Murashige and Skoog modified for
the micropropagation of sweet potato during the multiplication stage. The explants were
established in four treatments, the control treatment consisted of the use of chemical
reagents, in another treatment fertilizers were used, in the third one nitrates were used as
fertilizers plus three chemical reagents and the last treatment had nitrates as chemical
reagents plus three fertilizers. A completely randomized design with four treatments and
fifty repetitions per treatment was used. The variables evaluated were percentage of
survival, contamination of the vitro-cuttings, number of meristems and roots at 7, 14 and
21 days. It was determined that the replacement of chemical reagents for fertilizers in the
macro elements is feasible for the in vitro formation of meristems and roots in subculture
multiplication stage two and three of sweet potato.

Key words: Chemical reagent, fertilizer, sweet potato micropropagation.



Portadilla ..........ccocoune..e.
Pagina de firmas ..............
Resumen ........cccevvveeeeeennnn,
Contenido ......cccceeevivveennne

CONTENIDO

Indice de CUAArOS Y FIQUIAS ......ccvveeviveieeiieeeeseees s senes s enes s,

INTRODUCCION ..........

METODOLOGIA ..........

RESULTADOS Y DISCUSION .....cooiiiiiciiieiceeeee e

CONCLUSION ...............
RECOMENDACIONES

LITERATURA CITADA

11

12

13



INDICE DE CUADROS Y FIGURAS

Cuadros Pagina

1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para la multiplicacién
INVIEFO & CAMOLE ...ttt e e e e e e e e e e 4

2. Fertilizantes usados para reemplazar cinco reactivos quimicos de los
macroelementos de Murashige y Skoog para multiplicacion in vitro de camote 5

3. Tratamientos evaluados y su composicién quimica para reemplazar cinco
reactivos quimicos de los macroelementos de Murashige y Skoog para

multiplicacién in vitrode camote ..........cccoov it 5
4. Diferencia de nutrientes aplicados en el medio de multiplicacién in vitro de
camote al reemplazar cinco reactivos quimicos por fertilizantes .................. 6

5. Meristemos por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacion subcultivo
dos a los 7, 14, 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por
TOrtIlIZANTES ... 8
6. Meristemos por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacién subcultivo
tresalos 7, 14 y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por
FertiliZantes .......oooi i e 9
7. Raices por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacion subcultivo dos
alos 7, 14 y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por
Tertilizantes ... e 9
8. Raices por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacion subcultivo tres
alos 7, 14 y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por
Tertilizantes ........ooviii e e e 10

Figura Pagina
1. Multiplicacion in vitro de camote. A- Plantulas en etapa de multiplicacion. B-

Corte de hojas en los vitro esquejes. C- Vitro esquejes sin hojas. D- Segmentos
NOCAIES A8 CAMOLE ..ot 3



1. INTRODUCCION

El camote es una de las plantas alimenticias de mayor valor en los trépicos y subtropicos
como fuente principal de calorias y por su buen contenido de vitaminas y minerales (Leon
1987). El camote (Ipomoea batatas (L.) Lam.), fue domesticado en Sudamérica alrededor
de los afios 8000-6000 AC. Colombia, Ecuador, Guatemalay el norte de Peru son los paises
con la mayor diversidad en germoplasma de camote (FAO 2013). A causa del cambio
climatico se pronostica que el camote presentara una reduccion en el rendimiento entre 1%
y 30% en América Latina y el Caribe, esto representa un gran efecto en reduccion empleos,
seguridad alimentaria y aumento de precios (Samariego 2015).

La produccion de camote en Honduras ha incrementado segun las estadisticas de los afios
2005 fue de 3400 t y 2014 fue de 7280 t (FAOSTAT 2014). La exportacion también ha
incrementado, en el afio 2005 fue de 1425ty en el afio 2016 fue de 11104 t (BCH 2017).
Las plagas mas importantes son: gallina ciega (Phyllophaga spp.), gusano de alambre
(Agriotes sp.) y roedores. Las enfermedades que afectan este cultivo son mildiu blanco
(Albugo ipomoeae- panduratae), pudricion de la raiz (Fusarium solani), pudricion
bacteriana (Erwinia chrysanthemi) y complejos virales (Ledn et al. 2013).

El cultivo se propaga asexualmente por esquejes que forman raices en los nudos,
produciendo plantas hijas (FAO 2013). La propagacion clonal rapida y masiva mediante el
cultivo de tejidos vegetales del camote, es una alternativa que contribuye a incrementar su
produccion. EI camote ha sido micropropagado mediante regeneracién organogénica a
partir de diferentes tejidos como fuente de explante: hojas, peciolos y peciolos con hojas
intactas, embriones a partir de hipocétilos y meristemos (Garcia y Serrano 2010).

La propagacion de plantas a través de las técnicas de cultivo in vitro se ha convertido en
una herramienta indispensable en la agricultura moderna. Gran parte de este éxito se debe
al desarrollo de medios de cultivo como el de Murashige y Skoog (MS) publicado en 1962
(Azofeifa et al. 2008). Los ingredientes primordiales en el medio de cultivo son agua,
sustancias organicas e inorganicas ya que son esenciales para el desarrollo de la planta. Al
hacer modificaciones a la formulacion, es importante suministrar nutrientes segun las
necesidades del cultivo, los fertilizantes pueden ser fuente de estos nutrientes y resultan a
menor costo en relacion a los reactivos quimicos usados en el laboratorio (Sharry et al.
2015). Los reactivos usados para la micropropagacion son sustancias inorganicas como los
macro y micro nutrientes, organicos como aminoacidos, vitaminas y reguladores de
crecimiento como auxinas y citocininas (Sharry et al. 2015). Los insumos agricolas son
parte de las enmiendas que aplican los agricultores para favorecer o mejorar el desarrollo y
la produccién de los cultivos, entre ellos estan fertilizanes, plaguicidas, fungicidas,
insecticidas y adecuadores de suelos (Garcia 2009). Debido a que los componentes de
algunos de los fertilizantes son similares en composicién a los componentes de los reactivos
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quimicos usados en cultivo de tejidos, se pueden usar estas sustancias en la
micropropagacion como alternativa de bajo costo (Suarez y Hernandez 2008).

El objetivo del estudio fue:

e Evaluar el efecto de reemplazar cinco reactivos quimicos por fertilizantes en la
formulacion de macroelementos del medio de cultivo Murashige y Skoog durante la
fase de multiplicacion in vitro de camote subcultivos uno y dos.



2. METODOLOGIA

Localizacion del estudio.

El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos Vegetales del Departamento
de Ciencia y Produccion Agropecuaria de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano,
Honduras.

Establecimiento in vitro de explantes.

Para el establecimiento del cultivo se usaron domos meristematicos provenientes de yemas
axilares de camote de la variedad Bush Buck. Los vitro — esquejes resultantes de la etapa
de establecimiento y multiplicacion subcultivo uno se dividieron en segmentos nodales
(Figura 1) y posteriormente se colocaron en frascos de vidrio que contenian medio de
cultivo con los tratamientos que se evaluaron. Es importante sefialar que los cultivos durante
las etapas de establecimiento y multiplicacion subcultivo uno, permanecieron en medio de
cultivo preparado con reactivos quimicos.

Figura 1. Multiplicacion in vitro de camote. A- Plantulas en etapa de multiplicacion. B-
Corte de hojas de los vitro esquejes. C- Vitro esquejes sin hojas. D- Segmentos nodales de
camote.



Preparacion y manejo del material vegetal. La siembra se realiz6 en condiciones de
asepsia dentro de la cdAmara de flujo laminar horizontal, la cual se encendié con 30 minutos
de anticipacion y se desinfecto con etanol al 70%. Las pinzas y los bisturis usados fueron
previamente lavados con agua y jabdn, desinfectados con etanol al 70% vy esterilizados
durante 15 segundos en esterilizador de calor seco a 250 — 300 °C.

Medio de cultivo.

Se uso6 la formulacién de Jarret (1991) basada en la de Murashige y Skoog (Cuadro 1). Se
ajustd el pH a 5.8, los medios fueron solidificados con Phytagel® (agente gelatinizante), y
se esterilizaron en autoclave a 150 °C, 15 PSI por 20 minutos. Para el reemplazo de los
reactivos quimicos por fertilizantes en la férmula de macroelementos de Murashige y Skoog
se hizo equiparacion molar.

Cuadro 1. Medio de cultivo basal de Murashige y Skoog modificado para la multiplicacién
in vitro de camote.

Componentes Formula mg/L
Macroelementos NH4NO; 1650.000
KNO; 1900.000
MgS0,.7H,0 370.000
CaCl,.2H,0 440.000
KH,PO, 170.000
Microelementos Hs;BO; 6.200
CoCl,.6H,0 0.025
CuS0,.5H,0 0.025
Kl 0.830
MnSQO,.4H,0 22.300
Na,Mo00,.2H,0 0.250
ZnS0,.7H,0 8.600
FeNa EDTA 50.000
Inositol 100.000
Tiamina 0.400
Sacarosa 70000.000

Fuente: (Jarret 1991)

Tratamientos evaluados.

Se reemplazaron las cinco sales minerales de la formulacién de macroelementos de
Murashige y Skoog por fertilizantes de alta solubilidad usados en hidroponia (Cuadro 2).
Se evaluaron cuatro tratamientos, el tratamiento testigo fue preparado usando reactivos
quimicos y otros tres donde se hizo el reemplazo (Cuadro3). Se realizd la equiparacién
molar de los reactivos quimicos y fertilizantes con el objetivo de proveer la misma cantidad
de nutrientes que proveen los reactivos quimicos de la férmula MS (Cuadro 4).



Cuadro 2. Fertilizantes usados para reemplazar cinco reactivos quimicos de los
macroelementos de Murashige y Skoog para multiplicacion in vitro de camote.

Férmula . Formula

guimica Nombre Comtin (N-P-K-Ca-Mg-S-ClI) mg/L
NH,NO3 Nitrato de amonio 34.5-0-0-0-0-0-0 1640
KNO; Nitrato de potasio 13.5-0-36.5-0-0-0-0 2040
MgS0,.7H,0 Sulfato de magnesio 0-0-0-0-9.8-13-0 372
CacCl, Cloruro de calcio 0-0-0-93-0-0-93 440
KH,PO, Fosfato monobaésico de potasio 0-52-34-0-0-0-0 170

Cuadro 3. Tratamientos evaluados y su composicién quimica para reemplazar cinco
reactivos quimicos de los macroelementos de Murashige y Skoog para multiplicacion in
vitro de camote.

Tratamientos

Componente Testigo Fertilizantes FertRQ RQFert
NH4NO3 RQ Fert Fert RQ
KNOs3 RQ Fert Fert RQ
MgS0Oa4.7H20 RQ Fert RQ Fert
CaCl,.2H,0 RQ Fert RQ Fert
KH,PO, RQ Fert RQ Fert

RQ: reactivos quimicos

Fert: fertilizantes

FertRQ: fertilizantes y reactivos quimicos
RQFert: reactivos quimicos y fertilizantes



Cuadro 4. Diferencia de nutrientes aplicados en el medio de multiplicacion in vitro de

camote al reemplazar cinco reactivos quimicos por fertilizantes.

Insumo Reactivo Fertilizante Diferencia Diferencia
guimico
% mg % mg mg %
NHsNO3 N 3500 57750 N 34.50 565.80 -11.70 -2.03
KNO3 N 1390 26340 N 13.50 275.40 12.03 457
K 38.60 733.70 K 36.51 744.80 11.15 1.52
MgSO4.7H20 Mg 9.80 36.10 Mg 9.80 36.50 0.36 0.99
S 13.00 4810 S 13.00 48.40 0.23 0.48
CaCl,.2H,0 Ca 26.66 117.30 Ca 3395 117.10 -0.19 -0.17
Cl 46.66 20530 Cl 59.18 204.20 -1.16 -0.56
KH,PO, K 28.26 4800 K 28.21 48.00 -0.08 -0.17
P 2246 3820 P 2270 38.60 0.41 1.07
+5 Fertilizantes
N 48.90 N 48.00 0.33 0.04
K 66.86 K 64.72 11.07 1.42
Mg 9.80 Mg 9.80 0.36 0.99
S 13.00 S 13.00 0.23 0.48
Ca 26.66 Ca 33.95 -0.19 -0.17
Cl 46.66 Cl 59.18 -1.16 -0.56
P 2246 P 22.7 0.40 1.04

Durante la preparacién de medios de cultivo, se observo una alta solubilidad de todos los
productos comerciales (fertilizantes) empleados en la formulacién. La compra de los
productos no requirié permisos, tiempo o tramites como ocurre con productos de grado
reactivo que no se encuentran en su mayoria en el pais, por lo cual es necesario importarlos.
Al dia 21 de incubacion en los tratamientos, los microesquejes formados fueron extraidos
para subcultivo en los mismos tratamientos.

Incubacion.

Los cultivos fueron incubados a 24 °C, con una humedad relativa 70%, con intensidad

luminica de 2 kiIx y un fotoperiodo de 16 horas luz por lamparas fluorescentes.



Variables evaluadas.
Las variables evaluadas fueron sobrevivencia, nimero de nudos, nimero de raices a los dias
7, 14y 21 para el subcultivo dos y namero de nudos, nimero de raices a los dias 7, 14y 21
para el subcultivo tres.

Disefio experimental.

Se us6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con cinco tratamientos y 50 repeticiones
por tratamiento. Cada contenedor contenia dos explantes (unidades observacionales) y cada
contenedor fue una repeticion.

Anélisis estadistico.

Se realizé un Anélisis de Varianza con separacion de medias con el método de Duncan y
nivel de significancia (P < 0.05). Para el analisis se usé el programa estadistico Statistical
Analysis System (SAS® version 9.4).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Sobrevivencia y Contaminacion.
El experimento presentd 100% de sobrevivencia y 0% de contaminacion de los vitro-
esquejes, debido a la inocuidad que hubo en la multiplicacién.

Multiplicacién subcultivo dos y tres.

Los tratamientos no presentaron diferencia significativa en la variable numero de
meristemos formados por esquejes en los dias 7, 14 y 21 tanto para el subcultivo dos como
para el tres (Cuadros 5 y 6). Estos resultados concuerdan con los de Montenegro et al.
(2014) quienes reemplazaron reactivos quimicos por fertilizantes en el medio de cultivo in
vitro de banano e hicieron equiparacion molar de los nutrientes y no obtuvieron diferencias
significativas en cuanto al nimero de brotes por explante formados.

Cuadro 5. Meristemos por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacion subcultivo
dosalos 7,14y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por fertilizantes.

Dias
Tratamientos 7 14 21
Testigo 1.90¥ 2.22¢ 3.24¥
Fert 1.90 2.22 3.00
FertRQ 1.80 2.28 3.08
RQFert 2.04 2.34 3.38
Prueba F 1.52 0.38 2.00
Coeficiente de variacion 29.66 28.98 26.67
Grados de libertad 199.00 199.00 199.00
Probabilidad 0.21 0.76 0.11

¥: No hubo diferencias significativas (P < 0.05).



Cuadro 6. Meristemos por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacion subcultivo
tresalos 7, 14y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por fertilizantes.

Dias
Tratamientos 7 14 21
Testigo 1.64¥ 1.92¥ 2.88¥
Fert 1.54 1.70 2.84
FertRQ 1.62 1.88 2.82
RQFert 1.60 1.88 2.66
Prueba F 0.38 1.87 0.83
Coeficiente de variacion 30.84 27.58 26.83
Grados de libertad 199.00 199.00 199.00
Probabilidad 0.76 0.13 0.48

*: No hubo diferencias significativas (P < 0.05).

Para la variable niumero de raices, no hubo diferencia significativa entre los tratamientos
para los subcultivos dos y tres evaluados (Cuadros 7 y 8). Romero et al. (2007)
reemplazaron reactivos quimicos por fertilizantes en el cultivo in vitro de Laelia anceps e
hicieron equiparacion molar de los nutrientes y no obtuvieron diferencias significativas en
cuanto al numero de raices.

Cuadro 7. Raices por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacién subcultivo dos a
los 7, 14 y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por fertilizantes.

Dias
Tratamientos 7 14 21
Testigo 1.86¥ 2.00* 2.14¥
Fert 1.82 1.88 1.96
FertRQ 1.88 1.92 2.06
RQFert 1.66 1.74 1.96
Prueba F 1.81 1.98 1.05
Coeficiente de variacion 29.05 29.00 29.58
Grados de libertad 199.00 199.00 199.00
Probabilidad 0.14 0.11 0.36

¥: No hubo diferencias significativas (P < 0.05).



Cuadro 8. Raices por vitro-esquejes de camote en etapa de multiplicacion subcultivo tres a
los 7, 14 y 21 dias después del reemplazo de cinco reactivos quimicos por fertilizantes.

Dias
Tratamientos 7 14 21
Testigo 1.62¥ 2.22% 2.54¥
Fert 1.70 2.02 2.60
FertRQ 1.68 2.12 2.46
RQFert 1.62 2.02 2.32
Prueba F 0.37 1.36 1.44
Coeficiente de variacion 28.93 27.66 28.76
Grados de libertad 199.00 199.00 199.00
Probabilidad 0.77 0.25 0.23

¥: No hubo diferencias significativas (P < 0.05).
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4. CONCLUSION

e Reemplazar los cinco reactivos quimicos por fertilizantes es factible para la formacion
in vitro de meristemos y raices en el cultivo de camote en etapa de multiplicacion
subcultivos dos y tres.
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S. RECOMENDACIONES

Continuar la evaluacion en los siguientes subcultivos.

Evaluar en otras variedades de camote para ver el comportamiento en formacion de
meristemos y raices.

Realizar estudio de costos de produccion in vitro de camote en medio de fertilizantes y
reactivos quimicos.
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