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RESUMEN

La biotecnologia brinda grandes posibilidades para el manejo y utilizaciéon de los
recursos genéticos de plantas, facilita la coleccién, introduccion, conservacién in vitro,
multiplicacion, caracterizacion y distribucion del germoplasma; ademés de incrementar
la disponibilidad de variabilidad genética necesaria en el fitomejoramiento. En el
cultivo del boniato no se dispone actualmente de un protocolo que permita conservar
las mas de 600 accesiones que existen en la coleccion de campo custodiada por el
Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), por lo que resulta de vital
importancia determinar los medios de cultivo de crecimiento minimo que permitan
mantener estas colecciones durante periodos mayores de seis meses para facilitar su
manejo. El presente trabajo se realiz6 con el objetivo de definir la concentracién de
sorbitol y la temperatura de incubacion para la conservacion a mediano plazo del
germoplasma de boniato (Ipomoea batatas (L.) Lam.). Se determind que el medio
“MS”, suplementado con 20 g.I'* de glucosa y 20 g.I'* de sorbitol, resulté la mejor
variante para la conservacion in vitro. Al estudiar el efecto de la disminucion de la
temperatura se aprecio que a 18+2°C se logr6 un 73,4% de supervivencia. Finalmente,
los resultados de la caracterizacion morfologica de la accesion después de la
conservacion demostraron la estabilidad fenotipica de los mismos.
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IN VITRO CONSERVATION OF SWEET POTATO (Ipomoea batatas (L.)

Lam.) CV. ‘CAUTILLO’
ABSTRACT
Biotechnology offers great potential for management and utilization of plant genetic
resources facilitates collection, introduction, in vitro conservation, multiplication,
characterization and distribution of germplasm; and increases the availability of
necessary genetic variability for plant breeding. In sweet potato crop, there is no
currently available protocol to preserve more than 600 accessions that exist in the field
collection at the Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), so it is
vital to determine minimal growth media to maintain these collections for periods longer
than six months to facilitate management. In order to define the concentration of
sorbitol and incubation temperature for the medium-term conservation of germplasm of
sweet potato (Ipomoea batatas (L.) Lam.), this work was performed. The "MS" medium
supplemented with 20g.I"* glucose and sorbitol 20g.L, resulted the best variant for in
vitro conservation. In the study of temperature decrease effect, 73,4% survival was
achieved with 18£2°C. Finally, the results of morphological characterization of
materials after conservation showed phenotypic stability.
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INTRODUCCION

Los recursos fitogenéticos constituyen una importante fuente de diversidad, generan
nuevos productos y/o servicios agropecuarios, y se definen como aquellos materiales
vegetales de uso actual o potencial en beneficio de la humanidad (Cubillos, 1994). Su
conservacion ha adquirido relevancia en las ultimas décadas, no solo por la erosion
que conlleva a la pérdida o disminucion de la diversidad genética sino también por el
valor potencial que poseen. El incremento en el nimero de entradas mantenidas en
los bancos de germoplasma impulsa la implementacion de técnicas mas eficientes
para la conservacion a mediano y largo plazo. De esta forma se asegura la
disponibilidad de variabilidad genética de las especies y la preservacion de la
biodiversidad vegetal (Rivero, 2007).

La estrategia a seguir para la conservacion de germoplasma depende de la naturaleza
del material vegetal y esta definida por la duracion de su ciclo de vida, el modo de
reproduccion y el tamafio de sus individuos. De acuerdo con estas caracteristicas se
ha intentado utilizar alternativas de conservacion, que van desde el tradicional banco
de semillas hasta el mantenimiento de areas de reserva, sin embargo, los recursos
genéticos estan expuestos a plagas, enfermedades, sequia, dafios climatologicos y
errores humanos; no se encuentran en condicién propicia para el intercambio de
germoplasma, debido a los riesgos de transmision de enfermedades a través del
intercambio de material vegetativo. Adicionalmente, tiene un alto costo de
mantenimiento, se requieren el uso de grandes extensiones de tierra y son muy
laboriosos (Rao, 2004; Engelmann y Gonzalez-Arnao, 2013).

A la luz de los problemas antes descritos se han buscado estrategias alternativas de
conservacion, en ésta area, la biotecnologia provee herramientas para la conservacion
in vitro a través de las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, con las cuales es
posible conservar, plantas completas, meristemos, semillas, embriones somaticos,
embriones cigéticos, hojas, tallos, raices, yemas, polen, anteras, callos o protoplastos
(Marquez, 2013).

El control de la temperatura combinado con la disminucion de la intensidad de la luz
es otra de las formas mas utilizados para lograr un crecimiento reducido de los cultivos
in vitro (Sanchez-Chiang y Jiménez, 2010).

El crecimiento minimo o reducido se basa en la disminucion de la divisién celular y el
metabolismo, con el objetivo de incrementar la longevidad in vitro de los cultivos y
disminuir al minimo las posibilidades de cambios genéticos, manteniéndolos bajo
condiciones de minimo crecimiento por lo que no hay una total detencion de los
procesos celulares sino una disminucion de los mismos, con lo cual se reduce la
frecuencia de transferencia de los explantes a medio de cultivo fresco (Roca, 1994).
En la Unidad de Conservacion in vitro del Instituto de Investigaciones de Viandas
Tropicales (INIVIT) no se dispone actualmente de un protocolo que permita conservar
las mas de 600 accesiones de boniato que existen en la coleccion de campo, por lo
que el objetivo de la presente investigacion fue definir la concentracion de sorbitol en
el medio de cultivo y la temperatura de incubacion, para la conservacion a mediano
plazo del cv. de boniato ‘Cautillo’.

42


../../../Ccpp/DOC/Revista%20Electrónica/Documents%20and%20Settings/Administrador/Mis%20documentos/Aymé/Conservación%20batata/biotecnología%20y%20rec%20gen%20veg.htm#12

Rev. Agricultura Tropical Vol. 2 No. 1:41-51, 2016
RNPS: 2397 (Version electrdnica)

MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia Vegetal del
Instituto de Investigaciones de Viandas Tropicales (INIVIT), durante el periodo
comprendido de noviembre 2011 a octubre 2012.

Para el establecimiento in vitro se seleccionaron en campo 15 raices tuberosas de
plantas con buen estado fitosanitario del cultivar ‘Cautillo’. Estos se lavaron con agua
corriente y se colocaron en frascos con agua, sumergidos aproximadamente un tercio
de la misma (Love et al., 1987), las que se colocaron en casa de cristal bajo
condiciones semicontroladas de iluminacion. Transcurridos 15 dias se procedid a la
toma de las hojas para el diagnéstico de enfermedades virales que afectan el cultivo
(grupo de los potyvirus), a partir de las plantas sanas se tomaron las yemas para el
establecimiento in vitro. Para el proceso de desinfeccidn se cortaron los brotes de 10
a 20 cm de longitud, se eliminaron las hojas y se dejo una seccion de peciolo. Estos
tallos se cortaron en segmentos de entre dos y tres centimetros conteniendo una
yema terminal o axilar, los que se lavaron con agua y detergente tres o cuatro veces y
finalmente se realizé la desinfeccion con hipoclorito de sodio al 2,5% durante 10
minutos (Lopez et al., 1995).

Las condiciones de cultivo fueron: temperatura 27 + 2°C y fotoperiodo de 16 horas de
luz.

En los experimentos se aplico un disefio completamente aleatorizado por entender
homogéneas las condiciones de cultivo dentro de las camaras y considerar como
Unica fuente de variacion los tratamientos.

Para el procesamiento de los datos se emple0 el paquete estadistico SPSS ver. 15.0
para Windows, en cada experimento se detallan las pruebas realizadas.

Para la implantacion in vitro se utilizaron como explantes, meristemos de uno o dos
primordios foliares, en un medio de cultivo que contenia las sales Murashige y Skoog
(MS) (1962), Tiamina (2 mg.lIt), 6 — Bencilaminopurina (6-BAP) (0,3 mg.l"%), Acido
Naftalen acético (ANA) (0,03 mg.I') y 50 g.I"* de sacarosa.

En todos los experimentos se utiliz6 como medio de cultivo basal las sales inorganicas
MS (1962) modificadas por Chée et al. (1992) solidificado con 2 g.I'* de Gelrite.

Los andlisis de diagndstico se realizaron en el INIVIT, a partir del banco de donantes
de Ipomoea batatas (L.) Lam. Las 15 plantas mantenidas en el aislador de patégenos
se evaluaron por la técnica de Inmunoensayo Ligado a Enzima a partir del kit (Antigen
Coated Plate ELISA for Potyvirus Group) (Sweet potato feathery mottle virus, Sweet
potato latent virus, Sweet potato mild mottle virus), de la casa comercial AGDIA y el
lector de placas BIO-TEC ELx-800. El programa utilizado para la lectura y clasificaciéon
de las muestras fue el KCjunior de BIO-TEC. La calibracion de los filtros del lector de
placas se realiz6 a través del programa KCjunior.

Las muestras se prepararon por el método de Clarificado Viral Concentrado (CVC)
(Christie y Edwarson, 1987). La metodologia de diagndstico fue el esquema ELISA-
indirecto (segun protocolo del fabricante). Las lecturas se realizaron en el lector de
placas a 405 nm. Se tomaron tres lecturas con la secuencia, 15 minutos, 30 minutos y
una hora. La seleccion de la mas eficiente se realiz0 a partir de la mayor
diferenciacion entre los valores medios de absorbancia de los controles positivos con
relacion a los negativos. Se desestimaron placas con valores de absorbancia de los
controles negativos superiores a 0,20. Fueron desestimadas las muestras cuyas
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lecturas de valores de absorbancia difirieron en nimero superior a 0,05. El criterio de
seleccion de positivos (cut off) fue a partir del doble de la media de los valores de
absorbancia de los controles negativos.

Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la conservacion in vitro del
cv. ‘Cautillo’

Para la conservacion in vitro se realizé un estudio sobre diferentes concentraciones de
sorbitol, se utiliz6 como control el medio de cultivo recomendado para la multiplicacion
del boniato (L6pez et al., 1995).

M1. MS; tiamina (2 mg.It); mioinositol (100 mg.I"?); sacarosa (50 g.I%). Control

M2. MS; tiamina (2 mg.I"t); mioinositol (100 mg.I%); glucosa (20 g.I'%); sorbitol (10 g.I%).
M3. MS; tiamina (2 mg.It); mioinositol (100 mg.I); glucosa (20 g.I'); sorbitol (20 g.I").
M4. MS; tiamina (2 mg.I"t); mioinositol (100 mg.I%); glucosa (20 g.I'%); sorbitol (30 g.I%).
A los nueve meses se evaludé: supervivencia; altura (cm); entrenudos.planta’;
tallos.plantal; hojas activas; hojas muertas; raices activas y raices muertas.

Los datos se procesaron estadisticamente mediante analisis de varianza de
clasificacion simple (completamente al azar) y la comparacién multiple de media se
realiz6 segun Tukey cuando se encontr6 homogeneidad de varianza, en los casos
contrarios se aplico Kruskall Wallis con un nivel de significacion de p<0,05.

Efecto de la temperatura de incubacién en la conservacion in vitro del boniato
Para estudiar la influencia de la temperatura de cultivo en la conservacion de las
plantas in vitro se utilizaron segmentos nodales cultivados en el medio de cultivo
basal, constituido por las sales MS (1962), tiamina (2 mg.I"!), mioinositol (100 mg.I'%) y
sacarosa (50 g.I).

Las temperaturas de cultivo estudiadas fueron 12, 18 y 25 £2°C, para lo cual se
colocaron las plantas en cadmaras climatizadas (Modelo RUMED), con un fotoperiodo
de 16 horas luz e intensidad luminosa de 30 pmolm=2s?t. Las evaluaciones se
realizaron a los nueve meses y se determind el porcentaje de supervivencia de las
plantas conservadas in vitro, nimero de yemas por planta, nUmero de raices por
planta y longitud (cm).

Los resultados se analizaron estadisticamente mediante analisis de varianza de
clasificacion simple (completamente al azar) y la comparacion multiple de media se
realizé segun Tukey cuando se encontr6 homogeneidad de varianza, con un nivel de
significacion de p<0,05, en los casos contrarios se aplico Kruskall Wallis.

Caracterizacion morfolégica en campo de las plantas conservadas in vitro

Las plantas conservadas in vitro fueron transferidas a medio de cultivo constituido por
las sales de Murashige y Skoog (1962), tiamina (2 mg.l"!), mioinositol (100 mg.I"%) y
sacarosa (50 g.I).

Cuando se dispuso de suficiente material vegetal se enraizaron y aclimatizaron,
posteriormente fueron plantadas en condiciones de campo en un suelo Pardo mullido
carbonatado (Hernandez et al., 1999).

Las atenciones culturales fueron seguidas segun Instructivo técnico para la produccion
de semillas de viandas (INIVIT, 2012).
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Se realizd la caracterizacion mediante 23 descriptores minimos recomendados en la
lista de descriptores publicada para la especie I. batatas (L.) Lam.) (Huaman, 1992;
Sanchez et al., 1997) con la finalidad de evaluar su estabilidad fenotipica.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diagnostico del material a introducir

Todas las plantas donantes se diagnosticaron como sanas Yy fueron liberadas para su
establecimiento in vitro.

Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la conservacion in vitro del
boniato

En este estudio aunque existieron diferencias entre los tratamientos se puede apreciar
qgue en los tres medios de cultivo fueron superiores al 60%, aunque en el medio de
cultivo suplementado con 20 g.I'* de sorbitol (M3) se observd mayor supervivencia
(74,2%) de los (fig. 1), resultados que coinciden con los encontrados por Espinosa et
al. (2003) quienes proponen entre los criterios a tener en cuenta al decidir la validez de
una metodologia para la conservacion in vitro de especies vegetales, la supervivencia
y recuperacion del material vegetal conservado.
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Rangos medios con letras no comunes difieren segun prueba no paramétrica de Kruskall Wallis
para p<0,05.

Leyenda:

M1. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I*!) + sacarosa (50 g.I") Control

M2. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I) + glucosa (20 g.I) + sorbitol (10 g.I?).

M3. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I*) + glucosa (20 g.I*) + sorbitol (20 g.I?).

M4. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I) + glucosa (20 g.I*) + sorbitol (30 g.I"?).

Figura 1. Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol sobre el porcentaje de
supervivencia de los explantes.

En la conservacion in vitro de la papa, Castillo et al. (2008) han estudiado diferentes
sustancias retardadoras del crecimiento de las plantas in vitro (manitol, sorbitol y acido
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acetil salicilico) y recomiendan el uso del sorbitol a 40 g.I'* en los medios de cultivo
para la conservacion a mediano plazo de este cultivo.

Al analizar la recuperacion del material conservado, también fue evidente la
superioridad del medio de conservacion con 20 g.I'* de sorbitol, con el cual se obtuvo
un 95% de recuperacion del material conservado (fig. 2), resultados que coinciden con
los obtenidos por Lizarraga et al. (1998).

100 - 9% a
Na

90 -
80 -

70 68 b

60 -
50¢c
50 A

40 -

% supervivencia

30
20 -
10

0

M-1 M-2 M-3 M-4
Medios de cultivo

Rangos medios con letras no comunes difieren segin prueba no paramétrica de Kruskall Wallis
para p<0,05.

Leyenda:

M1. MS+ tiamina (2 mg.I"!) + mio-inositol (100 mg.I") + sacarosa (50 g.I"!) Control

M2. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I*) + glucosa (20 g.I) + sorbitol (10 g.I?).

M3. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I) + glucosa (20 g.I) + sorbitol (20 g.I?).

M4. MS+ tiamina (2 mg.I"t) + mio-inositol (100 mg.I) + glucosa (20 g.I*) + sorbitol (30 g.I?).

Figura 2. Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol sobre el porcentaje de
recuperacion del material conservado.

Al analizar el efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en el medio de cultivo
sobre la altura, se pudo apreciar que al combinar 20 g.I'* de glucosa y 20 g.I'* de
sorbitol, se observé una reduccion considerable (4,58 cm) con respecto al medio de
cultivo utilizado como control (10,25 cm), con diferencias significativas (tabla 1).

En cuanto al nimero de entrenudos, variable que representa la posibilidad de mayor
coeficiente de multiplicacion en caso de necesitar multiplicar una accesién que se
conserva in vitro, la mejor respuesta se obtuvo en el medio de cultivo utilizado como
control con diferencias significativas con el resto y los tallos por planta no mostraron
diferencias estadisticas entre los tratamientos.
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Tabla 1. Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol sobre la altura, nimero de
entrenudos y tallos por planta en la conservacion in vitro del boniato, a los nueve
meses.

Medio de cultivo Altura (cm) Numero de entrenudos Tallos por planta
M1 (Control) 10,25 ¢ 20,04 b l41a
M2 6,58 b 10,08 a 129a
M3 4,58 a 8,72 a 1,37 a
M4 6,50 b 9,02 a 141 a
ES + 0,14** 0,09** 0,02 ns
CV (%) 10,30 13,40 15,24

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p<0,05
segun prueba de Tukey.

El sorbitol aumenta la presion osmaética del medio de cultivo reduciendo asi la
disponibilidad de los nutrientes para la plantula. La limitacion del crecimiento por
efecto de la concentracion osmaética se debe a la reduccion de la absorcion de agua y
nutrientes del medio de cultivo (Acosta, 2005).

Coca et al. (2005) utilizaron 20 g.I'* de sorbitol, para la conservacion in vitro de 60
especies de pasifloras andinas, donde obtuvieron retardo del crecimiento de las
plantas, entrenudos cortos y yemas viables en el 60% de las especies. La totalidad de
las plantas se mantuvieron verdes hasta alrededor del sexto mes de conservacion.
Cortegaza et al. (2010), observaron la influencia del sorbitol también en la induccion
de brotes axilares de Saccharum officinarum L, en el que este regulador osmotico
proporciond una relacion inversa entre la altura y el nimero de brotes a favor de la
supervivencia de los explantes.

En otros estudios con Manitol como regulador osmotico, en cafia de azucar
(Saccharum officinarum L.), Cortegaza et al. (2010) encontraron que la altura del
explante disminuyé a medida que aumenté la concentracion del mismo en el medio de
cultivo.

En el numero de hojas activas se puede observar que fue superior (5,04) y altamente
significativa en el tratamiento M3 con respecto a los demés tratamientos con una
respuesta acorde al nimero de hojas muertas que fue el menor en este medio de
cultivo, al igual que en las raices activas (7,25), sin diferencias significativas con el
medio de cultivo que contiene 10 g.L* de sorbitol (7,16) (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto de diferentes concentraciones de sorbitol en la conservacion in vitro
del boniato, a los nueve meses.

Medio de cultivo Hojas activas Hojas muertas Raices activas
M1 (Control) 0,87 c 13,33 ¢c 504c

M2 0,87 c 12,75 ¢ 7,16 a

M3 5,04 a 3,62 a 7,25 a

M4 2,03b 11,20 b 6,37 b

CV (%) = 21,40 10,97 9,67

ES £ 0,06** 0,07** 0,05**

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p<0,05
segun prueba de Tukey.
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Las plantas in vitro cuando se mantienen en medio de crecimiento minimo, forman
hojas pequefias, caracteristica que evidencia la presencia de condiciones idoneas
para la conservacion in vitro.

Alvarenga et al. (2007), trabajaron la sacarosa como regulador osmotico para la
conservacion in vitro del Chayote y encontraron que los brotes cultivados con 30 y 40
g.I't mostraron los mayores incrementos en cuanto a peso fresco, pudieron verificar el
efecto de la inhibicion del crecimiento y el porcentaje de supervivencia.

En algunos casos se ha observado que la presencia de reguladores osméticos como
la sacarosa y el manitol, no determina el incremento de la supervivencia de las plantas
conservadas, pero tampoco resultan perjudiciales y se aprecia una influencia en la
altura y en el nimero de brotes de las mismas (Garcia et al., 2004). Sin embargo,
Lemos et al. (2002) han referido efectos nocivos asociados a este regulador osmético
durante la conservacion in vitro de cafa de azucar.

Efecto de latemperatura de incubacién en la conservacion in vitro del boniato
Las bajas temperaturas para la conservacion in vitro de germoplasma vegetal se han
utilizado en numerosas especies de clima templado y tropical, sin embargo, estas
Gltimas son muy sensibles a temperaturas menores de 15°C, sufriendo dafios
irreversibles (Roca, 1985; Ashmore, 1997). La figura 3 muestra que la supervivencia
del material conservado a 12+2°C fue baja, ya que el boniato ha sido referido como
una especie sensible a temperaturas inferiores a 14°C cuando se almacena por
periodos prolongados (Roca et al., 1993).

La supervivencia del material vegetal conservado a 25+2°C fue baja (32,3%), pues las
plantas murieron antes de los nueve meses debido al alto ritmo de crecimiento y al no
ser cultivadas en medio de cultivo fresco, sin embargo, cuando se incubaron a 18+2°C
se obtuvo una supervivencia de 73,4%. Resultados similares obtuvieron Espinosa et
al. (2003) al conservar cuatro clones de boniato, mientras que Jarret y Gawell (1991)
lograron la conservacion durante ocho meses de segmentos nodales de boniato a
temperatura de 22°C.
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Medias con letras ho comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p<0,05
segun prueba de Kruskall Wallis
Figura 3. Efecto de la temperatura de incubacién sobre la supervivencia de explantes
de boniato cv. ‘Cautillo’, para su conservacion in vitro.
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En las variables de crecimiento se pudo apreciar que existieron diferencias entre los
tratamientos, a 25 £2 °C las plantas mantuvieron su ritmo de crecimiento similar a
cuando se encuentran en condiciones de crecimiento activo (27+2 °C), con 7,32
yemas por planta; 4,23 raices por planta y 7,56 cm de longitud, por lo que antes de los
nueve meses comenzaron a morir, mientras que a 18+2 °C mantuvieron un ritmo
menor, y por tanto mayor supervivencia. Cuando se sometieron a 12+2 °C, el
crecimiento fue muy lento y el material vegetal murié a partir de los 6 meses (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la temperatura de incubacion en conservacion in vitro del boniato
durante nueve meses.

Temperatura Numero de yemas por Numero de raices por Longitud
planta planta (cm)
Media Mediaderangos Media Mediaderangos
12 +2 °C 1,08 21,12 ¢ 1,09 11,26 ¢ 1,20 c
18 +2°C 3,93 33,15b 2,86 24,53 b 2,87b
25 +2 °C 7,32 52,30 a 4,23 48,24 a 7,56 a
ES + 1,18** 1,09** 0,12**

Medias con letras no comunes en una misma columna difieren estadisticamente para p<0,05
segun prueba de Kruskall Wallis y Tukey

Caracterizacion morfolégica en campo de las plantas conservadas in vitro

Una vez regeneradas las plantas a partir de los explantes conservados se realizo la
caracterizacion morfologica en campo de las plantas obtenidas y se verifico que todo
el material vegetal present6 las caracteristicas morfologicas propias del cultivar
‘Cautillo’, descritas en el Instructivo Técnico para la produccion de semillas de viandas
(INIVIT, 2012). Por lo que se infiere que el medio de cultivo de crecimiento minimo
utilizado no indujo variabilidad visible.

CONCLUSIONES

1. El medio de cultivo “MS” suplementado con 2 mg.I* de tiamina, 100 mg.lI"* de
mioinositol, 20 g.I'* de glucosa y 20 g.I'* de sorbitol, posibilita la conservacion in
vitro del cv. de boniato ‘Cautilllo’.

2. Con la disminucion de la temperatura a 18+2°C fue posible conservar las plantas
con 73,4% de supervivencia durante nueve meses.

3. Las plantas conservadas in vitro se recuperaron satisfactoriamente y no se
observaron cambios morfolégicos en condiciones de campo.
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