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RESUMEN

La papa es un tubérculo muy importante por ser uno de los cuatro alimentos béasicos de la
humanidad, es susceptible a hongos e insectos cuando es cultivada bajo condiciones
climaticas no adecuadas. La biotecnologia es una nueva alternativa que esté relacionada
con el crecimiento de la poblacibn mundial, la pobreza, el desempleo creciente, la

asistencia médica y los cambios climéticos globales que limitan las cosechas.

La biotecnologia vegetal es una herramienta que nos ayuda a obtener mayor rendimiento
del cultivo de papa. A través de técnicas de cultivo in vitro o cultivos de tejidos vegetales,

gue puede garantizar seguridad y soberania alimentaria.

El objetivo de la Tesis fue optimizar los medios de cultivo en la fase de multiplicacion in
vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia, Se evaluo las

siguientes variables:

- De anadlisis: Porcentaje de supervivencia, de contaminacion y oxidacion.

- Agrondmicas: Altura de la planta, numero de hojas y de raices.

Para la fase de multiplicacion, se evaluaron los tipos de cortes (apical y medio),
previamente establecidos de tamafio uniforme procesados de la fase de establecimiento,
qgue se cultivaron durante 30 dias en un medio de cultivo (MS, 1962) y 30 % (p/v) de
sacarosa con un pH 5,7 y diferentes concentraciones de Acido Indol Butirico de (0, 2, 4 y
6 mg/L. AIB), se evaluaron durante cuatro semanas; contaminacion en la fase de
multiplicacion, se observé que el corte apical mostro una respuesta 6ptima para esta fase
y un namero elevado de supervivencia. Se establecié que la concentracion adecuada

para los cortes es 2 mg/L de AIB.

Palabras claves: cultivo in vitro, regulador de crecimiento, auxina, medio de cultivo,

cultivo de tejidos vegetales y optimizacion.
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SUMMARY

The potato is a very important tuber because it is one of the four basic foods of humanity,
it is susceptible to fungi and insects when it is cultivated under unsuitable climatic
conditions. Biotechnology is a new alternative that is related to world population growth,
poverty, rising unemployment, medical assistance and global climate changes that limit

crops.

Plant biotechnology is a tool that helps us obtain greater yield from potato cultivation.
Through in vitro culture techniques or plant tissue cultures, which can guarantee food

safety and sovereignty.

The objective of the Thesis was to optimize the culture media in the phase of in vitro
multiplication of potato (Solanum tuberosum sp.) Of the variety huaycha pacefa, The

following variables were evaluated:

- Analysis: Survival percentage, pollution and oxidation.

- Agronomic: Plant height, number of leaves and roots.

For the multiplication phase, the previously established types of cuts (apical and medium)
of uniform size processed from the establishment phase, which were grown for 30 days
in a culture medium (MS, 1962) and 30% ( p / v) sucrose with a pH 5.7 and different
concentrations of Butyric Indole Acid (0, 2, 4 and 6 mg / L. AIB), were evaluated for four
weeks; contamination in the multiplication phase, it was observed that the apical section
showed an optimal response for this phase and a high survival number. It was established

that the appropriate concentration for the cuts is 2 mg / L of AIB.

Keywords: in vitro culture, growth regulator, auxin, culture medium, plant tissue culture

and optimization.
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Optimizacion de Medios de Cultivo en la Fase de Multiplicacion In Vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia

1. INTRODUCCION

En la actualidad, la papa es uno de los cuatro alimentos basicos de la humanidad, junto
al trigo, arroz y maiz. En muchos paises, la poblacion depende de la papa y otros
tubérculos, para su alimentacion. Por ser una planta andina, la papa se torna mucho mas
susceptible a hongos e insectos cuando es cultivada bajo otras condiciones climaticas.
Por ello, el agricultor debe comprar papa semilla, y cultivarla en ambientes donde no se

desarrollen los insectos (escarabajo) y hongos (mildiu) que mas le afectan.

La biotecnologia esta ofreciendo muchos beneficios para la agricultura, medicina, medio
ambiente e industria. Esta nueva alternativa esta relacionada con el crecimiento de la
poblacibn mundial, la pobreza, el desempleo creciente, la asistencia médica y los

cambios climéticos globales que limitan las cosechas.

La demografia en los ultimos afios aumento y la escasez de alimentos es cada vez mas

notorio.

La biotecnologia vegetal es una herramienta que nos ayuda a obtener mayor rendimiento
del cultivo de papa. A través de técnicas de cultivo in vitro, que puede garantizar

seguridad y soberania alimentaria.

Los resultados alcanzados en el desarrollo de las investigaciones biotecnolégicas han
demostrado que estas nuevas herramientas ofrecen oportunidades para elevar la
produccion agricola y mejorar el nivel de vida del agricultor, obteniendo plantas
garantizadas con alta calidad genética y especialmente libre de patégenos contaminantes
(Espinoza, 2013).

El cultivo de tejidos vegetales es una importante técnica relativamente nueva. Pero no es
ampliamente usada debido a su poca difusion e inversion que debe realizarse. Esta
técnica debe tener mayor investigacion e integrar progresivamente el trabajo del
agricultor (Rodriguez, 2012).



Optimizacion de Medios de Cultivo en la Fase de Multiplicacion In Vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia

El cultivo in vitro de la papa permite la multiplicacién rapida de plantas sanas y la

produccion de tubérculos libres de virus.

Durante los ultimos 40 afios, la poblacion mundial casi se ha duplicado mientras que la
cantidad de terreno disponible para la agricultura ha aumentado solamente 10 porciento.
Aun asi seguimos viviendo en un mundo de relativa abundancia. De hecho, la produccion
mundial de alimentos por persona ha aumentado un 25 por ciento (Thieman & Palladino.,
2010).

La técnica de cultivos in vitro es la via para la obtencion de semilla pre basica de papa
con una potencialidad y aprovechamiento en la produccién y consumo. Las semillas pre
bésicas de papa requieren una evaluacion por su calidad de uso.

Al presente trabajo, se dispone de material como: material vegetal, de laboratorio, de
vidrio, reactivos quimicos, que tiene como proposito optimizar los medios de cultivos
durante la fase de multiplicacion in vitro de la variedad huaycha pacefa, con la aplicacién

de un regulador de crecimiento Auxina (AIB), en dos diferentes explantes, apical y medio.



Optimizacion de Medios de Cultivo en la Fase de Multiplicacion In Vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

- Optimizar los medios de cultivo en la fase de multiplicacion in vitro de papa (Solanum

tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefa.

1.1.2. Objetivos especificos

- Evaluar el efecto del regulador de crecimiento Acido Indol Butirico (AIB) durante la fase

de multiplicacion.

- Evaluar los efectos de concentraciones de auxina (AIB), en la fase multiplicacion de

vitroplantas de papa.

- Determinar la mejor concentracion del regulador de crecimiento Auxina (AIB).

1.1.3. Hipotesis planteadas

- Ho: El efecto del regulador de crecimiento (AIB) durante la fase de multiplicacion son

iguales.

- Ho: El efecto de tres concentraciones de auxina (AIB) son similares.

- Ho: La mejor concentracion del regulador de crecimiento de la auxina AIB son los

mismos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos generales de la papa

2.1.1. Origen de la papa

El cultivo de la papa se inicia en los Andes, en el area del Lago Titicaca cerca de la
frontera actual entre Perd y Bolivia. Una vez domesticada, el cultivo de la papa se
extendio por toda la region andina, y al momento de la conquista espafiola principios del
siglo XVI, se cultivaban cientos de variedades en las regiones altas de lo actual son
Bolivia, Chile, Colombia, Ecuador y Peru (Horton & Breth, 1992).

El origen de la patata se sitla exactamente en una region que en la actualidad se ubica
en los Andes del sur del Peru y el extremo noroeste de Bolivia y su primer cultivo se sitla
entre los afios 8000 y 5000 a.C. (L6pez, 2017).

2.1.2. Importancia y caracteristicas del cultivo de la papa

Indica que la papa llega a ser importante por las siguientes razones:

- Es una de las fuentes mas nutritivas de alimentacion vegetal para el consumo humano

en el ambito mundial.

- Es componente principal en la dieta de la poblacién por sus cualidades nutritivas y por

sus multiples formas de consumo y de combinacién culinaria con otros alimentos.

- Puede ser procesado en forma de chufio, tunta, moraya, productos que se obtiene por
congelacion, descongelacion, lavado y deshidrataciones sucesivas, los que se pueden

conservar por mucho tiempo (Mamani, 2009).

Las papas son buena fuente de micro nutrientes, también contiene antioxidantes

alimenticios que pueden contribuir a prevenir enfermedades. En Bolivia, la papa es
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importante por varias razones: a) por su diversidad genética; b) por su importancia como
alimento; c) por su papel cultural; y d) por su papel en la generacién de ingresos
(Panadés, 2008).

La region de los Andes es la cuna de la papa y se caracteriza por la presencia de una
gran variedad de papas. En Bolivia se ha identificado unas 725 variedades. En todo el
area Andina se ha identificado unos 3000 cultivares con caracteristicas propias (IBTA/
PROINPA, 2007).

2.1.3. Distribucién geografica de la papa en el mundo

La papa (Solanum tuberosum L.), era conocida en America hace 10,500 afios. Su
domesticacién surgié en fecha posterior en los altiplanos de Bolivia y Chile, junto al Lago
Titicaca por los Colla (Aymara); asi mismo la domesticacion los araucanos (Vivian en el
Sur del Rio Bio Bio, Chile). En Peru, luego de cultivarla aprecio la primera agroindustria
americana: la elaboracion de papa seca o chufio para conservar el tubérculo. La papa,
entonces, es originaria del Altiplano de América del Sur, donde se consume desde hace
mas de 8000 afios. Guatemala, es considerada como un centro de origen secundario
(Ochoa, 2014).

El Solanum tuberosum sp. Indigena tiene la mas amplia distribucién geogréafica que
cualquier otra especie de papa cultivada, se cultiva entre los 2500 a 4000 m.s.n.m. de la
region andina de Sudamérica, desde las serranias del noroeste de Argentina, Punas vy
Pre punas de Bolivia, centro y sur del Peru, Jalcas del norte del Per( y los Paramos del
Ecuador, Colombia y Venezuela. Su cultivo comercial se extiende también hacia las
regiones de las costas central y sur del Pera a pocos metros del nivel del mar. El cultivo
de esta especie, principalmente es en el Perl y Bolivia, se encuentran frecuentemente

mezclado con otras especies nativas cultivadas.

La distribucion de las diferentes especies es muy amplia en los andes y en general en el

mundo entero. Actualmente se contabiliza que es un cultivo de importancia econémica y
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social en por lo menos en 120 paises. Abarca no solamente casi todas las latitudes y
continentes, sino igualmente un rango de altura que va desde el nivel del mar hasta los
4300 msnm (Quispe, 2016).

2.1.4. Clasificacion taxondmica y Morfologia

Cuadro 1. Clasificacion taxonémica de la papa

Orden Solanales

-Familia Solanaceae

Género Solanum

Especie Solanum Tuberosum sp.

Fuente. Huasco (2000).

2.1.4.1. Tipo de planta,

Es herbacea anual. Sus raices son muy ramificadas, finas y largas, dependiendo su

desarrollo de que el suelo este 0 no mullido (Jiménez, 2005).

2.1.4.2. Tallo

Asimismo cita el autor que el tallo grueso, fuerte, anguloso, con una altura que varia entre
0,5y 1 m. Se origina en las yemas del tubérculo. Las hojas son imparipinnadas, que es
cuando hay hojas simples y compuestas en el mismo tallo. Consta de nueve 0 mas
foliolos, cuyo tamafio es tanto mayor cuanto mas alejados se encuentran del nudo de

insercion.

2.1.4.3. El fruto

A su vez cita el autor que es una baya redondeada de color verde, que se vuelve amarilla

al madurar.
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2.1.4.4. Semilla

Asimismo cita el autor que la papa puede multiplicarse por semillas y por esquejes, en la
practica, la multiplicacién es siempre vegetativa, haciéndose por medio de los tubérculos

gue producen brotes en las yemas u 0jos.

La germinacion de la papa, su crecimiento y la produccion de tubérculos depende de
sustancias quimicas elaboradas por a papa, que actian en dosis muy débiles, Se les

conoce con el nombre de “sustancias de tuberizacion”.

2.1.45. Raiz

A su vez cita el autor que las plantas provenientes de semilla sexual, la raiz principal es
filiforme o sea en forma de pelos, a partir de la cual aparecen ramificaciones laterales que

forman un sistema fibroso.

La raiz formada a partir de semilla tubérculo es fibrosa, no existe una raiz principal y 6sea
muchas raices adventicias. Su mayor crecimiento lo desarrolla en los primeros 0.20 m de

profundidad, extendiéndose lateralmente de 0.30 hasta 0.60 m.

Las raices laterales fibrosas pueden llegar hasta 1.20 m. De profundidad, en suelos

francos y profundos.

2.1.4.6. Laflor

Posee 5 estambres de color amarrillo, anaranjado y un solo pistilo. La inflorescencia de
la papa es una cima terminal que puede ser simple o compuesta. El color de las flores es
variable: rosado, blanco, morado (varios tonos) o mezcla de dos colores. No todas las
variedades provenientes de papa tubérculo y de semilla sexual florecen y forman bayas,
en las variedades provenientes de semilla sexual, la floracion se retarda unas dos

semanas mas (Jiménez, 2005).
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2.1.5. Descripcién de la Variedad Huaycha

2.1.5.1. Caracteristicas Agronémicas

Especie Solanum tuberosum sp. Semi erecto ciclo vegetativo tardio 150 a 180 dias. Altura
de crecimiento entre 2500 a 3800 msnm de los departamentos de Cochabamba, La Paz,

Potosi, Oruro y Chuquisaca.

2.1.5.2. Caracteristicas Morfologicas

El color de flor es lila con rojo morado, la forma del tubérculo redondo con ojos profundos,
color de la piel es rojo con areas de color amarillo alrededor de los ojos, color de la pulpa

crema.

2.1.5.3. Reaccién a Enfermedades y Factores Abidticos

El cultivo de papa es susceptible al nematodo rosario (Nacobbus aberrans), asi también
tiene ligera tolerancia a tizon tardio (Phytophthora infestans) (PROINPA, 1994).

2.2. Aspectos generales sobre Biotecnologia Vegetal

La Biotecnologia, es el area de las ciencias biolégicas y la tecnologia que utiliza
organismos vivos o0 algunas de sus partes constituyentes para el incremento de la

produccioén de alimentos y otros productos que beneficien al hombre (IBTEN, 1994).

La “biotecnologia es la aplicacion de organismos vivientes para el desarrollo de nuevos
productos” y la Biotecnologia de Plantas o vegetal es la adicion de rasgos selectos a

plantas, para el desarrollo de nuevas variedades (Montes, 1995).

La biotecnologia vegetal considerada como el area de la ciencia y la tecnologia que utiliza
organismos Vivos 0 algunas partes constituyentes para generar organismos modificados

o productos derivados con utilidad clinica, alimentaria o industrial (Espinosa, 2013).
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2.2.1. Cultivo in vitro o cultivo de tejidos

Las biotecnologias, utilizan bacterias, hongos, células animales y vegetales de cultivo “in
vitro” o “in vivo”, cuyo metabolismo esta orientado a la produccién de substancias
especificas (IBTEN, 1994).

El cultivo in vitro es considerado sindbnimo de “Cultivo de tejidos” siendo una herramienta
de la biotecnologia que permite el uso de un conjunto de técnicas que establecen el
cultivo en condiciones asépticas, usando como material de partida, 6rganos, tejidos,

células, etc. Empleando medios nutritivos artificiales (Espinosa, 2013).

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta para la investigacion, multiplicacion y
mejoramiento de las plantas, en relacién con otras areas como la fisiologia, bioquimica,
morfogénesis, anatomia y otras asi como contribuciones practicas en la multiplicacién y

mejoramiento de plantas (Murillo, 2014).

El desarrollo de las diferentes vias del cultivo de tejidos se basa en la capacidad de las
células vegetales para regenerar una planta completa idéntica a la original. Esto permite
obtener numerosos cambios fisioldgicos, genéticos y morfoldégicos mediante el empleo
de reguladores de crecimiento, como auxina, cito quinina, giberelinas y poliaminas, los
cuales originan una serie de reacciones en las células vegetales que alteran procesos
metabdlicos y posibilitan obtener resultados de interés en el area de la biotecnologia
vegetal (Perea & Tirado, 2011).
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2.2.1.1. Ventajas del Cultivo de Tejidos Vegetales

a) Es el tnico método conocido actualmente para erradicar virus, viroides, micoplasmas

y otros patdégenos a partir de material enfermo.

b) Propagacion clonal masiva de plantas libres de enfermedades en corto tiempo.

c) Mantiene el cultivo libre de plagas y enfermedades por ser una técnica que requiere
de mucha aséptica.

d) Evita la erosion genética.

e) Reduce costos de labores agronémicas en el mantenimiento de grandes colecciones

de germoplasmas en el campo (Perea & Tirado, 2011).

2.2.1.2. Desventajas del Cultivo de Tejidos Vegetales

a) Requiere de personal especializado: bidlogos, fisidlogos, Fito mejoradores,

bioguimicos, etc.

b) Requiere infraestructura y equipamiento especiales.

c¢) La adquisicién de productos quimicos es costoso y dificil, especialmente en paises en

vias de desarrollo con pocos recursos econdmicos.

d) Dificil instalar laboratorios in vitro donde no exista servicio eléctrico o que presenten

interrupciones periédicos que pueden perjudicar el crecimiento de los cultivos.

e) La escasa literatura relacionada al cultivo in vitro en nuestro medio.

10
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2.2.1.3. Asepsia

Es la aplicacion de procedimientos para eliminar o reducir la contaminacién. En el
laboratorio de cultivo de tejidos la asepsia es uno de los requerimientos mas importantes.
Una buena asepsia conlleva al éxito del crecimiento de las plantulas junto con el buen

uso de los medios (Rodriguez, 2012).

La asociacion explante-medio y las condiciones fisicas en que normalmente se incuban
los cultivos conforman un ambiente propicio para la proliferacion de microorganismos
(bacterias, hongos), los cuales pueden destruir tales cultivos, competir con el explante
por el medio de cultivo o modificarlo. Evitar las contaminaciones con microorganismos es

un aspecto basico que se debe tener en cuenta para el éxito.

Para establecer cultivos asépticos es necesario:

a) Trabajar en ambientes adecuados;

b) Esterilizar los medios de cultivo;

c) Desinfectar superficialmente los explantes, para liberarlos de microorganismos

exdgenos .

d) Manejar adecuadamente las normas de asepsia (Poma, 2014).

2.2.2. Cultivo de callos

Los callos son conjuntos de células sin diferenciacion, los cuales son utilizados en los
procesos in vitro para innumerables objetivos, como la transformacion genética, el cultivo
de células en suspension y embriogénesis somatica. Los callos pueden originarse a partir
de cualquier segmento de la planta con un balance hormonal de auxina/citoquinina
moderado (Perea & Tirado, 2011).

11
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Un callo es un conjunto de células indiferenciadas, amorfa conocida como una masa viva
que presenta un crecimiento continuo y acelerado. Son generalmente heterogéneos en
su composicion celular, es decir que en un mismo callo pueden encontrarse varios tipos

de células, como células meristematicas (Espinoza, 2013).

2.2.3. Cultivo de apices y meristemos

Los meristemos son grupos de células en estado juvenil con capacidad para dividirse
constantemente, los cuales son utilizados esencialmente para la produccion de plantas
libres de patdgenos. La carencia de vias de conduccion de virus y viroides en estos tejidos

permite lograr la sanidad de las plantulas.

La técnica del cultivo de meristemos consiste en la diseccion e incubacion del meristemo
apical de una planta en condiciones de asepsia. Se considera meristemo en sentido
estricto al domo meristematico del apice o bien el domo meristematica con uno o dos

primordios foliares (Perea & Tirado, 2011).

La técnica del cultivo de meristemo es empleada para la obtencién de plantas libres de
patdbgenos, microorganismos como virus, bacterias, micro plasmas y otros en los tejidos

de la planta infectada (Espinoza, 2013).

Esta técnica consiste en aislar el meristema y sembrarlo en un medio de cultivo adecuado

que posibilite el desarrollo de una planta completa (Aguirre & Morante, 2018).

2.2.4. Cultivo de 6rganos

Este método fue uno de los primeros en poner en practica, consiste en emplear ex plantes
provenientes de raices, tallos, hojas, embriones, anteras, meristemos y otros. Entre todos
los mencionados el cultivo de anteras, de embriones y de meristemos son muy
importantes porque tiene una utilizacién frecuente en la propagacion y mejoramiento

genético (Espinoza, 2013).

12
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Cuando un érgano es cultivado en medios de cultivo o también sintéticos, el crecimiento
y desarrollo es de manera semejante al que tenia en la planta madre o cambiar
totalmente, por ejemplo un embrién aislado de una semilla e inoculado en medio sintético
puede crecer y desarrollarse, hasta formar una planta completa; sin embargo
dependiendo de los reguladores de crecimiento en el medio de cultivo se puede favorecer
el desarrollo solo de los primordios foliares o radiculares del embrién, existiendo un
desarrollo desproporcionando de una de las dos partes, es posible también que los
reguladores de crecimiento en los medios de cultivo puede inducir la formacion de callos,

meristematicas, apices y yemas (Espinoza, 2013).

2.2.5. Medio de Cultivo

Se da el nombre de medio de cultivo al sustrato artificial de composicion compleja,

utilizando para el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas.

El medio de cultivo permite que dé forma artificial y bajo condiciones estériles pueda vivir
y multiplicarse células, tejidos y Organos separados del tejido que les dio origen
(Espinoza, 2013).

El medio de cultivo es la combinacién sélida o liquida de nutrientes y agua, usualmente
incluye sales inorgénicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos. A menudo se
denomina medio basal y puede ser suplementado con algun regulador de crecimiento.
Ocasionalmente con otras sustancias y gelificando generalmente con agar. También se
pueden encontrar variantes de acuerdo a la etapa de propagacion, especificamente para

la multiplicacion (Caillante, 2017).

Los medios de cultivo constituyen un elemento fundamental para el desarrollo del cultivo
in vitro y en su mayoria estan conformados por una serie de componentes generales y
especificos, cuya presencia y concentracion estara en dependencia del objetivo que se

persiga en su utilizacion.

13
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El medio (Murashige & Skoog, 1962), es considerado como el medio basal mas utilizado
en la generacion de plantas puesto que es apto para el desarrollo de varias especies, sin
embargo, existen numerosas variaciones comerciales de este medio que son utilizados

de acuerdo al requerimiento del cultivo (Aguirre et al., 2018).

2.2.6. Composicion de medio de cultivo

Los medios de cultivo estan conformados por: sustancias minerales (macro y
micronutrientes), vitaminas, aminoacidos, azucares y reguladores de crecimiento. Estos

medios pueden ser liquidos o tener un soporte solido (Aguirre et al., 2018).

2.2.6.1. Sales inorgénicas o minerales

Los nutrientes organicos utilizados en el medio de cultivo in vitro son los mismos
requeridos normalmente por las plantas, unos son requeridos en mayores
concentraciones conocidos como macronutrientes y el otro grupo son los micronutrientes

aquellos requeridos en concentraciones bajas (Espinoza, 2013).

Para un rapido y vigoroso crecimiento, las plantas necesitan tomas del medio de cultivo
cantidades relativamente grandes de algunos iones inorganicos llamados
macronutrientes y cantidades pequefias o0 trazas de otros llamados micronutrientes
(Murillo, 2014).

2.2.6.1.1. Macronutrientes

Dentro los macronutrientes mas importantes se encuentran el carbono, hidrogeno y
oxigeno pero existe otro grupo de elementos como el: N, P, K, Ca, Mg y S que son
considerados macronutrientes por las cantidades grandes que requieren las vitroplantas

para un optimo desarrollo.

14
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- El nitrégeno se adiciona en grandes cantidades y se encuentra presente en el medio en

forma de nitrato o iones de amonio o la combinacion de ambos iones.

- El sulfato de magnesio satisface tanto el requerimiento de magnesio como de azufre.

- El fosforo puede adicionarse en cualquier de las formas de NaH,P0, o0 KH,P0,.

- El potasio se encuentra en grandes cantidades en la naturaleza, es un cation que se
agrega en forma de KCI, KNO; 0 KH,PO,.

- El calcio se adiciona como CaCl,*2H,0, Ca(NO0s) ,*4H,0 o la forma anhidra de cualquier

sal.

- El sodio no es requerido por plantas superiores, sin embargo puede ser un elemento

esencial para cultivo de halofitas.

El cloro esta presente en forma KCl o Ca Cl, (Espinoza, 2013).

Los macronutrientes son indispensables para el crecimiento de la planta y estan
constituidos por seis principales elementos: N, P, Ca, K, Mg, y S; también es considerado
dentro de este grupo iones de Cl. Los micronutrientes generalmente se usan como sales
de Na, I, Fe, Mn, Zn, B, Cu, Mo, y Co. Se ha llevado a cabo muchas investigaciones con
el fin de optimizar las necesidades de plantas especificas, lo cual ha traido como

consecuencia la formulacion de varias muestras salinas (Murillo, 2014).

Los macronutrientes son constituyentes esenciales para el crecimiento de los tejidos

vegetales debido a que intervienen en la conservacién del equilibrio iénico en las plantas.

Estos macronutrientes proveen los seis elementos indispensables: Nitrégeno (N), Fosforo

(P), Potasio (K), Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Azufre (S). La concentracion optima de

15
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cada nutriente para alcanzar la maxima tasa de crecimiento varia considerablemente

entre especies y la finalidad del cultivo (Aguirre et al., 2018).

2.2.6.1.2. Micronutrientes

Los nutrientes requeridos en concentrados mas bajas (uM) son conocidos como
micronutrientes donde estan incluidos Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co y Mo. Los ultimos cinco

elementos son esenciales para la sintesis de clorofila y la funcion de los cloroplastos

-El hierro es requerido para la formacién de precursores de la clorofila.

- El magnesio es necesario para el mantenimiento de la ultra estructura y el proceso

fotosintético.

- El cobre y el zinc se requieren para la oxidacién e hidroxidacion de compuestos

fendlicos.

- El molibdeno y el hierro forman parte de las enzimas nitrato reductasa y nitrogenasa.

- El cobalto es el metal componente de la vitamina Ba..

- El boro es necesario para el mantenimiento de la actividad meristematica, esta

involucrado en la sintesis de bases nitrogenadas, en particular uracilo (Espinoza, 2013).

Los micronutrientes representan un papel esencial en los mecanismos enzimaticos como
activadores o constituyentes de las coenzimas. Los principales micronutrientes son:
Hierro (Fe), Manganeso (Mn), Zinc (Zn), Boro (B), Cobre (Cu) y Molibdeno (Mo). Algunos
medios contienen cobalto (Co), Yodo (I) y Cloro (CI), aunque no son esenciales para el
crecimiento. (Aguirre et al., 2018).
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2.2.6.2. Compuestos orgénicos

Los compuestos organicos se clasifican en cuatro grupos importantes: Carbohidratos o
fuentes de energia, Sustancias hormonales, Vitaminas, Aminoacidos amidas (Espinoza,
2013).

Podemos clasificarlos en tres grupos: Fuentes de carbono, hormonas, vitaminas,

aminoacidos y acidos organicos (Murillo, 2014).

2.2.6.2.1. Carbohidratos o fuentes de energia

El compuesto mas usado como fuente de energia es la sacarosa considerado esencial
en los medios de cultivo, se puede usar también otros carbohidratos como la glucosa,
fructuosa, lactosa, maltosa, galactosa, sorbitol y el azdcar comuan, es recomendable usa
morena porque mientras menos procesada sea el carbohidrato menos contaminacion

existe en los medios de cultivo (Espinoza, 2013).

La sacarosa es la fuente de carbono mas ampliamente utilizada y se emplea a una
concentracion de 2-4 por ciento. Ocasionalmente se utilizan otros carbohidratos como la
glucosa en cultivos de monocotiledéneas, asi como la fructosa, almidén, lactosa, maltosa,
sorbitol, manitol y galactosa en otras especies; pero esos compuestos son inferiores a la
sacarosa como fuente de carbono. La sacarosa puede ser sustituida por azucar refinada

gue también genera Optimos resultados (Murillo, 2014).

Los tejidos in vitro son organismos heterétrofos y por esta razon es indispensables afiadir

una fuente de carbono al medio de cultivo, como fuente de energia y regulador osmaotico.

La sacarosa es la fuente de energia mas utilizado en cultivo in vitro, pero en ocasiones
se emplean otros carbohidratos como la glucosa, fructosa, galactosa y maltosa, pero
estos compuestos son inferiores a la sacarosa, que puede ser sustituida por azucar

comercial, llegandose a obtener 6ptimos resultados (Aguirre et al., 2018).
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2.2.6.2.2. Sustancias hormonales o reguladores de crecimiento

Se conocen también como hormonas vegetales, son sustancias sintetizadas en
determinado lugar de la planta y se desplazan a otro, donde actian a muy bajas
concentraciones, regulando el crecimiento y desarrollo y metabolismo del vegetal. El
término “regulador de crecimiento “es mas general y abarca las sustancias de origen

natural y las sintetizadas en laboratorio, que determinan respuestas en las plantas.

Dependiendo del objetivo de las investigaciones, de la especie en estudio y del tipo de
explante seleccionado, se utilizan los siguientes reguladores de crecimiento, adicionando

a los diferentes medios de cultivo en concentraciones muy bajas (Perea & Tirado, 2011).

Las auxinas y las citoquininas son las dos fitohormonas que tiene esencial importancia
en el cultivo de tejidos y células de plantas, sin embargo son considerados también

reguladores de crecimiento las giberelinas y el acido abcisico (Espinoza, 2013).

Se utilizan propiamente cuatro grupos de reguladores de crecimiento; Auxina, citocininas,

giberelinas y acido abcisico. En algunos casos se utiliza el etileno (Murillo, 2014).

Se entiende por regulador de crecimiento a las hormonas vegetales, las mismas que son
sintetizadas en un determinado lugar de la planta y se translocan a otro donde acttan a
muy bajas concentraciones, regulando el crecimiento, desarrollo o metabolismo del
vegetal. El término “substancias reguladoras del crecimiento” es mas general y abarca a
las substancias, tanto de origen natural como sintetizadas en laboratorio qué determinan
respuestas a nivel de crecimiento, metabolismo o desarrollo en la planta (Aguirre et al.,
2018).
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2.2.6.2.2.1. Auxina

Las auxinas son las hormonas que activan y dirigen la nueva division celular y el

movimiento de los alimentos de la planta.

Tienen efecto en la dominancia apical y formacion de érganos; estimulan el alargamiento
y divisién celular tanto en yemas existentes como en la emergencia de yemas adventicios;
también promueven el enraizamiento. Las auxinas que mas se usan en cultivo de tejidos
son: ANA, AlIAy 2-4-D (Rodriguez, 2012).

Las auxinas ayudan a la elongacion de las células, entre ellas tenemos a la auxina natural
AIA (Acido Indolacetico) y las auxinas artificiales ANA (Acido naftalenacetico), IBA (Acido
indolbutirico), PCPA (Acido p-clorofenoxiacetico), 2,4-D (diclofenoxiacetico) siendo esta
la mas potente y mundialmente usado en los medios de cultivo para células y tejidos con
finalidad de obtener callos por que ocasiona un crecimiento desorganizado en las células
y el més débil es el AIA por que facilmente es inactivado por la luz a, los tejidos con alta
actividad y es considerado un compuesto termolabil porque reacciona con temperaturas

altas.

Las auxinas también son requeridas para el crecimiento de los nuevos brotes, como los
apices vegetativos constituyen zonas activas de biosintesis de estas. Las yemas y
meristemos de tamafio menores a 0.4mm no producen o retienen suficientes auxinas
endogenas, lo que hace necesario la aplicacion de auxina exdgena a los medios de

cultivo (Espinoza, 2013).

Las auxinas se sintetizan en apices de tallos jovenes, por lo tanto tienen efecto en la
dominancia apical y formacion de érganos. Tienen movimiento basipétalo (descendente),
estimula la division celular tanto en yemas existentes como en la emergencia de yemas
adventicias. Promueve el enraizamiento, tiene efecto en la sintesis de enzimas del ARN,
de proteinas y en la permeabilidad celular. La actividad de las auxinas en el medio es

degradada por las bacterias.
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La concentracion de las auxinas utilizadas varia desde 0,1-10 mg/L, siendo el rango mas
empleado el comprendido entre 0,25-3 mg/L. la actividad auxinica en células cultivadas
se considera de la siguiente manera: 2,4-D>ANA>AIB>AIA (Murillo, 2014).

Son las primeras hormonas que se describieron. Su estructura es derivada del fenol o el
indol y tienen anillos aroméaticos con dobles enlaces conjugados. Todas las auxinas son

acidos.

No se sabe el modo de accion pero esta relacionado directamente con su estructura, ya

gue si se modifica pierde su funcion. Las auxinas pueden ser naturales o sintéticas.
Efectos:

a) Crecimiento: estimulan la elongacion celular en tallos y coleoptilos (tallos jévenes),
incrementan la extensibilidad de la pared celular y estimulan la diferenciacion del
xilemay el floema.

b) Tropismos: responsables del fototropismo y graviotropismo positivo de las raices.

c) Dominancia apical: la yema apical del tallo inhibe el crecimiento de yemas axilares
cercanas.

d) Abscision de érganos (hojas, flores y frutos): posee un control genético y las
auxinas retrasan la caida, aunque el etileno la induce.

e) Rizogénesis: estimulan la formacion de raices laterales o adventicias. Inhiben la
elongacion de la raiz principal, las concentraciones 6ptimas de auxinas varian de
0,1 a 10 mg/L (Aguirre et al., 2018).

a) AIB (Acido indol butirico)

El AIB es la auxina mas utilizada para este efecto por su estabilidad y poca movilidad; la
otra utilizada ha sido el Acido Naftalenacetico, aunque es mas movil y por tanto menos

consistente.
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Las auxinas son un grupo de fitohormonas que funcionan como reguladoras del
crecimiento vegetal. Esencialmente provocan la elongacion de las células, se sintetizan
en las regiones meristematicas del apice de los tallos y se desplazan desde alli hacia
otras zonas de la planta, principalmente hacia la base, estableciéndose asi un gradiente
de concentracion. Este movimiento se realiza a través del parénquima que rodea a los

haces vasculares.

La sintesis de auxinas se ha identificado en diversos organismos como plantas
superiores, hongos, bacterias y algas y casi siempre estan relacionadas con etapas de

intenso crecimiento.

La presencia e importancia de las hormonas vegetales se establecié por los estudios de
las auxinas; sobre ellas hay una amplia y profunda informacion cientifica (mucho mas de
lo que hay de otras hormonas), lo que ha permitido conocer con mas precision cémo
funcionan las hormonas en las plantas. Junto con las giberelinas y las citoquininas, las
auxinas regulan multiples procesos fisiol6gicos en las plantas, aunque no son Unicos

compuestos con esa capacidad (Ochoa, 2014).

Es un compuesto natural, solido cristalino en condiciones estandar de presion y
temperatura (25 °C y 1 atm), de color blanco amarillo claro, de formula molecular
C12H1sNO,. Considerado regulador del crecimiento vegetal de la familia de las auxinas y
forma parte de muchos productos comerciales utilizados para facilitar el enraizamiento

de estacas de especies horticolas y frutales.

- Preparaciéon y conservacion: Dado que el acido indol butirico no es soluble en agua,
se disuelve tipicamente en etanol 75% (0 mas puro) para su uso en el enraizamiento de
las plantas. El acido indol butirico también esta disponible como sal, en cuyo caso es
soluble en agua. La solucion debera conservarse en un lugar frio (se recomienda
almacenarse a menos de 0 °C) y oscuro ara obtener mejores resultados. El producto en

estado sdlido debe conservarse a temperaturas de entre 0y 5 °C (Hernandez, 2015).

21



Optimizacion de Medios de Cultivo en la Fase de Multiplicacion In Vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia

2.2.6.2.2.2. Citoquininas

Tienen efecto en la citoquenesis (division celular), retarda la senescencia, rompe la
dominancia apical estimulando el desarrollo de tallos laterales y en el movimiento de
nutrientes. Cuando la proporcion citoquinina/auxina es alta favorece la formacion de tallos
y si es baja favorece el enraizamiento. Las citoquininas disponibles son la Kinetina, BAP
y 2ip (Rodriguez, 2012).

Son aguellas sustancias quimicas que pueden estimular principalmente la division celular

o citoquinesis.

Casi todas las citoquininas son sintéticas y derivadas de la adenina dentro de este grupo
se encuentran la Kinetina (6-furfuril amino-purina), BAP (6 benzil aminopurina), 2 zip (6
dimetil alil purina) y la zeatina (6-(hidroxi. 3 metil, 2 bunetil) adenina, esta dltima es
considerada citoquinina natural porque es extraida del endospermo del maiz (Espinoza,
2013).

En la planta, las raices son el principal centro para la biosintesis y son traslocadas hacia
los brotes y hojas (movimiento acropétalo o ascendente). Son muy importantes porque
pueden estimular principalmente la division celular o citocinesis. Son derivados de la

adenina y dentro de este grupo estan: BAP, 2Ip, Kinetina, Zeatina (Murillo, 2014).

Las posibles respuestas al tratamiento con citocininas son: Division celular, induccion a
la formacién de tallos y proliferacién de yemas axilares, inhibicion de la formacién de
raices (Murillo, 2014).

Son un grupo mas reducido de hormonas que pueden su nombre a su funcidn
(citoquinesis). En conjunto con las auxinas estimulan la division celular. Derivan de la

adenina.
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Efectos:

a) Crecimiento: en conjunto con las auxinas, las citoquininas estimulan la proliferacion de
células meristematicas y también estimulan la expansion de los cotiledones tras el primer

haz de luz que reciben.

b) Dominancia lateral: estimulan el crecimiento de yemas laterales inhibiendo la apical
(contrario a las auxinas, por lo que deben estar en equilibrio).

c) Diferenciacion y morfogénesis: provocan cambios en la morfologia segun el tipo de

crecimiento. Junto a las auxinas estimulan la formacién de raices y tallos.

d) Senescencia: son anti-senescentes (Aguirre et al., 2018).

2.2.6.2.2.3. Acido giberélico

AG3, aunque no tiene un uso tan amplio pero si es esencial en el cultivo de meristemos
en algunas especies de plantas como la micropropagacion con medios liquidos de
vitroplantas de papa, banano, pifia y totora (Espinoza, 2013).

Asimismo cita el autor que este compuesto es recomendado para la regeneraciéon de las
plantas. Su principal accién del Acido Giberélico es ayudar a la elongacion de las

vitroplantas y reprime la formacién de brotes de cualquier clase te tejido organizado.

A su vez citado por el autor, que en el cultivo de la papa el acido giberélico es usado para
romper la dormancia, esto se aplica a los tubérculos en condiciones controladas y la dosis
empleada varia de 100 a 200 ppm. Son hormonas que proceden de una estructura
guimica, no de una funcién concreta. Su estructura quimica deriva del ent-giberelano.
(Murillo, 2014).
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Asimismo cita el autor que en la planta son sintetizadas en puntos de crecimiento como
embriones, meristemas o tejidos en desarrollo. En la naturaleza existen muchas y se las
denomina Giberelinas. Muchas se han sintetizado, pero solo dos o tres se encuentran
disponibles en el mercado. El Acido Giberélico ), es el mas frecuente empleado en el
cultivo in vitro. Tienen efectos similares a las auxinas, pero su distribucién no es polar
como las de estas, ademas trabajan en los puntos donde las auxinas son inefectivas o

inhibidas y viceversa.
Efectos:

a) Estimulan el crecimiento de los tallos (elongacion) e hipocotilos. Tienen un papel mayor
que las auxinas en plantas con crecimiento de entrenudos. En la reproduccion estimulan

la floracion, sobre todo en aquellas plantas con floracion del dia largo como las coniferas.

b) La germinacion es su principal efecto. Casi todas las semillas germinan inducida por
GA. Posibilitan la movilizacibn de reservas en las semillas. Sustituyen requisitos

ambientales (Aguirre et al., 2018).

2.2.6.2.3. Vitaminas

Las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas en el
metabolismo y son requeridas en pequefas cantidades, las vitaminas mas usadas son:
la vitamina B1, es la vitamina mas usada por ser esencial en los medios de cultivo para
la micropropagaciéon de plantas, se aflade como Tiamina HCI en cantidades que varian
de 0,1 a 30 mg/L (Espinoza, 2013).

Son esenciales para ciertas funciones cataliticas en el metabolismo celular mejorando el

crecimiento celular y son requeridas en pequefias cantidades (Murillo, 2014).

Las vitaminas son utilizadas como catalizadores en varios procesos metabdlicos y son

afiadidas a medio de cultivo para estimular procesos de crecimiento especificos en los

24



Optimizacion de Medios de Cultivo en la Fase de Multiplicacion In Vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia

tejidos, y no se excluye que la falta de alguna de ellas pueda ser un factor limitante de

los fenbmenos de organogénesis (Aguirre et al., 2018).

Asimismo cita el autor, para Murashige las vitaminas esenciales para el crecimiento de

células en plantas superiores son:

a) Tiamina es considerada la vitamina imprescindible en el cultivo in vitro para un
buen crecimiento del cultivo.

b) - Myo-inositol estimula el crecimiento y division celular en muchas especies
vegetales con fines de micropropagacion. La concentracion mas utilizada es de
100 mg/L.

A su vez cita el autor que otras vitaminas también han demostrado tener un efecto positivo
en el crecimiento in vitro y estas son: piridoxina (B6), acido nicotinico (B3), pantotenato

de calcio (B5), riboflavina, prolina y glicina.

2.2.6.2.4. Aminoacidos y amidas

Los aminoacidos y amidas son empleados en los medios de cultivo como fuentes de
nitrdgeno organico, pero muchas veces no es necesario porque el medio de cultivo
contiene otros elementos de Nitrogeno, resulta beneficiosa su inclusion para favorecer el

desarrollo de las vitroplantas (Espinoza, 2013).

El aporte de aminoacidos favorece la proliferacion de callos, aunque cuando mas se
acude a los mismos es en las experiencias sobre la organogénesis y en la multiplicacion
vegetativa “in vitro”. Las mezclas de aminoacidos parecen también presentar efectos
sinérgicos estimulando fuertemente la proliferacion de callos y la organogénesis. Los
efectos obtenidos mediante el aporte de aminoacidos parecen muy variables segun la
especie y el tipo de morfogénesis estudiada. Hasta el momento no es posible establecer

una regla general (Aguirre et al., 2018).
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2.2.6.2.5. Materiales inertes de soporte

El empleo de compuestos gelificantes es importante para brindar a la planta un soporte;
en estos casos se utiliza una serie de compuestos, los mas conocidos son: agar-agar, el

phytagel y gelrite (Perea & Tirado, 2011).

Agar: El agar es el agente solidificante mas popular y esta usualmente presente a una
concentracion de 0.6-1.0 % (w/v). En el Programa de Papa-Una se utiliza el Phitagel en

una cantidad de 3 g/L de medio de cultivo (Rodriguez, 2012).

Asimismo cita el autor que el material de soporte es conocido también como material

inerte del medio de cultivo o estado fisico del medio.

A su vez cita el autor, desde hace mucho tiempos atras, los medios de cultivo han sido
gelificados con agar, un compuesto extraido de algas marinas del genero Gelidium. El
agar se ha convertido en el material de soporte mas ampliamente usado, pues provee al

medio un excelente gel himedo que sirve como soporte al explante.

Sin embargo fisiologicamente no es inerte puesto que es una fuente de cantidades
variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del crecimiento, la concentracion de
dichas sustancias esta determinada generalmente por la calidad del agar, este afiadido
al medio en concentraciones de 6 a 9 g/L para medios solido y 2 a 4 g/L para medios
semisolidos (Espinoza, 2013).

El agar es el material de soporte mas ampliamente utilizado, pues provee al medio de un
excelente gel humedo que sirve como soporte al inoculo, se derrite al calentarlo y se
enfria a temperatura ambiente. Fisiolégicamente no es inerte puesto que es una fuente
de cantidades variables de sustancias inhibidoras o estimulantes del crecimiento (Murillo,
2014).
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2.2.7. Micropropagacioén de plantas

La micropropagacion consiste en la extraccion de porciones de tejidos capaces de
regenerar una planta al ser colocada en un medio de cultivo; esto determina la
multiplicacion clonal, lo que es muy util en la conservacion de germoplasma manteniendo

la estabilidad morfol6gica en las plantas obtenidas (Rodriguez, 2011).

La propagacion vegetativa in vitro, también denominada micropropagacion, es la
aplicacién mas concreta del cultivo de tejidos, la de mayor impacto y el mas ampliamente
utilizado en todos los laboratorios de biotecnologias vegetal. Consiste en reproducir
plantas conformes a la planta madre por las estimulaciones de capacidades naturales de
multiplicacion vegetativa de la especie o por la induccién de un nueva organogénesis de

brotes y raices (Espinoza, 2013).

Asimismo cita el autor, que la micropropagacién aplicacion en la multiplicacién rapida de
variedades nuevas o introducidas recientemente, o en aquellas especies que tienen un
bajo porcentaje de reproduccion, también es usado ampliamente en programas de

mejoramiento genético.

A su vez cita el autor, que la micropropagacion es un procedimiento basado en el
concepto de la toti potencialidad, que consiste en reproducir plantas idénticas a la planta
madre por medio de la estimulacién de las capacidades naturales de dicha especie. Esto

significa multiplicacién asexual en vitro.

Se entiende por micropropagacion a cualquier procedimiento aséptico que comprenda la
manipulacion en plantas, de 6rganos, tejidos o células que produzcan poblaciones de
plantulas y que permitan el desvio tanto del proceso sexual normal como de la

propagacion vegetativa no aséptica (Murillo, 2014).
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2.2.7.1. Ventajas de la micropropagacion

Menciona las siguientes ventajas que presenta la micropropagacion in vitro (Murillo,
2014).

a) Mayor rapidez en la introduccion de productos

La micropropagacion puede introducir un producto en el mercado mas rapidamente que
los métodos convencionales: seleccion individual de plantas elites, altos coeficientes de
propagacion, uniformidad en las plantas producidas, elevadas producciones en espacios

reducidos.

b) Mayor calidad del producto

El valor del producto se incrementa como consecuencia de: plantas libres de

enfermedades, mejoramiento del fenotipo de las plantas.

C) Mayor facilidad en la comercializacién

La comercializacién de plantas micro propagadas se facilita debido a: flexibilidad en la
forma del producto, facilidades en la transportacion y embarque, produccion durante todo

el afno.
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2.2.7.2. Factores limitantes de la micropropagacion

a) Costo de produccién relativamente alto

La micropropagacion aun requiere de un alto componente de mano de obra altamente
calificada. Por tanto los costos en muchas especies son mas altos que los de métodos
convencionales como la produccion de esquejes y la propagacion por semillas. La mano
de obra puede representar hasta un 70 por ciento del costo final, la produccion en paises
con mano de obra mas barata es solo una solucién temporal, se necesitan métodos con

costos reducidos.

b) Aparicion de plantas fuera de tipo

Aun cuando la micropropagacion es una tecnologia de clonacién, pueden ocurrir
mutaciones durante las distintas etapas del proceso, aunque la variabilidad es siempre

un riesgo en este método.

c) No es aplicable a todos los cultivos

No todos los cultivos pueden ser comercialmente propagados por micropropagacion a los
niveles actuales de esta tecnologia. Aunque existen muchos reportes cientificos en un
variado numero de especies, estos aun no estan listos para su aplicacion a escala
comercial y en otros cultivos ningun sistema de regeneracion ha sido desarrollado hasta

el momento, lo cual limita la aplicacion de esta tecnologia.
2.2.8. Fases de la micropropagacion

Para tener buenos resultados en el proceso de la micropropagacion depende del control
de un gran nimero de variables, no solamente de la composicién medio de cultivo como
normalmente se cree sino también del material vegetal, de manipuleo desde el

aislamiento del explante inicial hasta el trasplanté de la planta (Espinoza, 2013).
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Segun la experiencia en la propagacion comercial pueden identificarse cinco etapas bien
definidas con sus objetivos especificos (Murillo, 2014).

El objetivo de la micropropagacion es obtener un gran namero de plantas idénticas a la
planta madre. Esto se logra por fraccién de un tejido u érgano extraido de la planta en un
periodo de tiempo corto (Villanueva, 2015).

2.2.8.1. Fase 0. Seleccion de materiales vegetales

Esta fase es de suma importancia para garantizar el éxito del proceso de
micropropagacion, en esta etapa se selecciona el material vegetal que se utiliza como
material de partida o fuente de explante. Debe provenir de plantas sanas y vigorosas,
escogiendo aquellas plantas que se destaquen en la poblacion a fin de garantizar la
propagacion de un material con la mayor calidad desde el punto de vista genético y
sanitario (Espinoza, 2013).

Inicialmente esta fase fue concebida para tratar de reducir los problemas de

contaminacion que se presentaban convenientemente en la Fase I. (Murillo, 2014).

A su vez cita el autor, que en la actualidad existe un consenso de que esta etapa es
importante e indispensable para el desarrollo de un esquema de micropropagacion
eficiente y repetible, por lo que cada vez se va prestando mayor importancia. Tiene una
marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del proceso tanto

desde el punto de vista sanitario, fisiologico como genético.
2.2.8.2. Fase |. Establecimiento

El objetivo de esta fase es obtener un cultivo aséptico de la especie que se requiere
multiplicar, el establecimiento incluye la desinfeccion y siembra del explante en
condiciones asépticas en medios de cultivo, esta fase termina con la obtencién de un

cultivo libre de contaminacion visibles y suficientemente adaptadas a las condiciones in
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vitro de modo que pueda presentar una reaccion favorable a la aplicacion de Fito

reguladores en la fase siguiente (Espinoza, 2013).

El objetivo de esta etapa es lograr el establecimiento de cultivos axenico y
fisiolégicamente vigorosos con los cuales iniciar el proceso de multiplicacion (Murillo,
2014).

2.2.8.3. Fase Il. Multiplicacion

Llamada también fase de propagacién y como el nombre lo indica el objetivo de esta fase
es la produccion masiva de propagulos a partir de los explantes establecidos, en un medio
de cultivo adecuado para este fin, el medio debe estar enriquecido por una citocinina y la
mas usada es el BAP (Benzil aminopurina) (Espinoza, 2013).

Como su nombre indica, el objetivo de esta fase es la produccion del mayor nimero
posible de propagalos a partir de brotes establecidos. Para esto se induce la proliferacion
de brotes los cuales son separados en condiciones estériles y cultivadas nuevamente en
medio fresco para inducir nuevos brotes, operacion que se repite hasta lograr la cantidad

de plantas deseadas (Murillo, 2014).

2.2.8.4. Fase lll. Enraizamiento y elongacion

En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacién crecen hasta formar
plantas completas y desarrollan un sistema radicular que les permite ser trasplantadas a
un sustrato, pero no siempre esta fase es llevada a condiciones in vitro, existe las
posibilidad de hacerlo en recipientes con sustratos en condiciones de laboratorio,
sumergiendo los brotes antes de trasplantar en una solucion enraizadora (Espinoza,
2013).
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En esta fase los brotes obtenidos durante la etapa de multiplicacion crecen hasta formar
plantas completas y desarrollan un sistema radicular que les permite ser trasplantadas a

un sustrato en condiciones de vivero o invernadero (Murillo, 2014).

2.2.8.5. Fase IV. Aclimatacioén

En esta fase se trabaja la adaptacion a las condiciones ambientales de las vitroplantas,
las plantas enraizadas in vitro estan listas para ser transferidas a un recipiente con un
sustrato, donde permaneceria durante cierto tiempo hasta alcanzar un tamafio que le

permita ser plantada en el campo (Espinoza, 2013).

Los objetivos primarios de la fase de aclimatacién son: lograr la supervivencia de las
plantas al momento del trasplante y el crecimiento de las mismas hasta alcanzar un
desarrollo que le permita ser trasplantadas a campo abierto. Durante esta etapa se
produce un retorno gradual de las plantas a su caracteristicas morfoldégicas normales,
después de las etapas in vitro. La eficiencia en la aclimatacion es trascendental para la
propagacion comercial, pues del resultado de esta dependera en gran medida la

eficiencia total del proceso y la calidad final de las plantas (Murillo, 2014).

2.2.9. Problemas frecuentes en propagacion in vitro

Los problemas mas frecuentes en propagacion in vitro podrian resumirse en:

contaminacion, oxidacion y vitrificacion de los tejidos (Poma, 2014).

a) Contaminacion: Ocasionada por fallas en la esterilizacion del medio de cultivo o
instrumentos, ineficiente desinfeccién del material, manipulacion inadecuada y
presencia de contaminantes enddgenos, cuya incidencia aumenta en las

estaciones de mayor humedad relativa.
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b) Oxidacién: Causada por la liberacion de fenoles al medio de cultivo, que
reaccionan con el oxigeno del frasco, produciendo una coloracion rojiza,

amarillenta o café, depende del tipo de material que se emplee.

Los compuestos fendlicos actian como inhibidores del crecimiento emitidos por el
propio explante, capaces de causar el envejecimiento y muerte del mismo. Se han
documentado incluso diferencias en los grados de oxidacién entre los cultivares

de una misma especie.

c) Vitrificacion: Fendmeno llamado también hiperhidricidad que consiste en el
aumento del potencial hidrico de las células que causa el enverdecimiento de los
tejidos y los torna quebradizos. En algunos casos se hace referencia a esta como

una enfermedad fisioldgica.
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3. LOCALIZACION
3.1. Ubicacion geogréfica

La presente investigacion se realizO en ambientes del Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Agronomia dependiente de la Universidad Mayor de San
Andrés (UMSA), ubicado a una altura aproximada de 3650 msnm, geograficamente
situada entre las coordenadas 16° 30’ 00” de Latitud Sur, y 68° 08’ 00" Longitud Oeste
del Meridiano de Greenwich (Soliz, 2004).

Provincia
MURILLO

5000 © 5000 10000 15000 20000 25000

LA PAZ
PROVINGIA UBICACION DE LA PROVINCIA
NOR YUNGAS -

PROVINCIA
LOS ANDES

12-4-19 17:56

Figura 1. Ubicacién geografica
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Material experimental

4.1.1. Material vegetal

El material vegetal utilizado, fueron tubérculos de papa (Solanum tuberosum sp),

variedad Huaycha, de gran aceptacion en mercados regionales.

4.1.2. Equipos y materiales de laboratorio

a) Equipos de laboratorio: Autoclave tipo vertical, (vapor bajo presion), balanzas
(analitica y precision), cadmara de flujo laminar de aire, cAmara de crecimiento, horno
microondas, pH-metro, agitador magnético, refrigerador, termémetros de maximas y

minimas, destilador de agua.

b) Materiales de vidrio: Pipetas graduadas (5 y 10 ml), probetas (250 ml), vasitos de
vidrio cocteleras (40 x 80 mm), cajas petri, vaso de precipitacién (500 ml), varilla de vidrio.

c) Instrumental de disecciéon e implementos de laboratorio: Hojas de bisturi (N° 11),
mangos para bisturi (N° 4), pinzas largas y pinzas cortas, tijeras, mechero de alcohol,

bandeja de metal, papel aluminio, papel secante, parafilm.

d) Indumentaria y materiales de asepsia: Guardapolvos, barbijos, gorro, detergente,
jabén desinfectante antibacterial o sanitizador de mano, algodén, guantes de latex

desechables.

4.1.3. Reactivos quimicos

a) Medios de cultivo: Sales minerales y vitaminas del medio basal MS Murashige y
Skoog, 1962 (Anexo 1).
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b) Reguladores de crecimiento: Acido Indol Butirico (AIB).

c) Reactivos: Hidréxido de sodio (NaOH al 1N), acido clorhidrico (HCI al 1N), agua
destilada, alcohol etilico al 70% y 96% (v/v), hipoclorito de sodio (NaClO) 3% (v/v), agar
0,40% (p/v), sacarosa 3% (p/v).

4.1.4. Materiales de gabinete

Computadora, Impresora, calculadora, camara fotogréafica, planillas, marcador indeleble,

etiquetas, regla, programa INFOSTAT y SAS.

4.2. Método

4.2.1. Reconocimiento del Laboratorio de Biotecnologia Vegetal

El Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia UMSA, para el
cultivo de tejidos se encuentra organizada de forma basica, que comprende dos grandes

areas y dentro de ellas areas especificas:
4.2.1.1. Area sucia

En esta parte del laboratorio se realiza operaciones de lavado de cristaleria, preparacién

de medios de cultivo y la esterilizacion del material a utilizar.

a) Area de lavado: Esta area es amplio con numerosos grifos de agua y lavaderos para
facilitar la operacion de lavado y sus respectivos enjuagues, el ultimo enjuague es con

agua destilada, provista de mesones, bafiadores de plastico y destilador de agua.
Destinado a la limpieza de instrumental, frascos, recipientes, material vegetal.

b) Area de preparacion de medio de cultivo y esterilizacion: Establecida para

preparar medios de cultivo, que seran utilizados en las diferentes fases del proceso de
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cultivo in vitro de tejidos. Las operaciones que se realiza en esta area de trabajo son el
pesaje de los diferentes reactivos, la dilucion de los diferentes componentes del medio

de cultivo y la distribucion de los medios de cultivo en frascos de cultivo.

En esta area de trabajo se encuentran varios equipos de trabajo como: balanza analitica
y de precision, pH metro, agitador magnético, el autoclave vertical (para esterilizar los
materiales de vidrio, de plastico y los medios de cultivo), refrigeradores, dispensadores,

microondas y estantes para materiales de cristal.
4.2.1.2. Area limpia

En esta area se realizan todas las manipulaciones de los explantes y el crecimiento de
los cultivos in vitro, deben poseer una extrema limpieza para evitar la entrada de polvo

gue es el principal portador de agentes contaminantes.

a) Area de micropropagacion: Destinada para trabajos de, micropropagacion y
transferencia de explantes a condiciones in vitro; provista de una camara de flujo laminar,

incubadora y la secadora de materiales, cuenta con altos niveles de asepsia.

b) Area de crecimiento: Los cultivos in vitro, se lleva a una sala que provee condiciones
ambientales controladas, minimamente requeridas, llegando a tener una temperatura

promedio 28 °C y humedad relativa 60%.

El fotoperiodo del area de crecimiento fue de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, para

la etapa de introduccién y multiplicacién, controlado por un temporizador programable.

4.2.2. Obtencion de material vegetal

Para la obtencion de meristemos de la variedad Huaycha, se realizé la seleccion de
tubérculos obtenidos en campo que no presentaron ningln sintoma de enfermedad. Se

almacenaron en una incubadora por el tiempo de un mes, sin exposiciéon a la luz; con el
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propoésito de poder desarrollar brotes. Se establecidé al cultivo aséptico en frascos
obteniéndose 60 vitroplantas de la variedad Huaycha con una altura promedio de 6.5y
7.5 cm. En la preparacion del medio de cultivo (Murashige y Skoog, 1962), no se adiciono
ninguna hormona, lista para la multiplicacion de vitroplantas de los meristemos y en los

sub cultivos de los explantes.

4.2.3. Procedimiento experimental

Se efectuaron ensayos preliminares, piloto, la investigacion se dividié en etapas para su

analisis, de la siguiente manera:

4.2.4. Etapa 0. Tratamiento del material vegetal

La priorizacion de tubérculos madre de la variedad Huaycha, se basé en la seleccion,
evaluando las condiciones fisicas y estado de sanidad 6ptima (sintoma de contaminacion
fungica, bacteriana), presencia de rugosidades, dafos fisicos y otros aspectos no
deseables que influya en la obtencién de brotes de buena calidad.

El material vegetal (tubérculos madre) seleccionado, se lavé con agua corriente y una
pisca de detergente en polvo, para eliminar restos de sustratos y materia organica

respectivamente.
4.2.5. Etapa |. Establecimiento del material vegetal a condiciones in vitro

4.2.5.1. Preparacion del medio de cultivo

El medio base MS, es ampliamente utilizado en los laboratorios de produccion de
plantulas de papa; las concentraciones de sales y vitaminas que contiene son las
adecuadas para su normal crecimiento de las plantulas en condiciones in vitro. Centro

Internacional de la papa Centro Internacional de la Papa (CIP, 1998).
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De acuerdo al requerimiento del medio de cultivo para la investigacion, se formulé
soluciones stock y se pipeteo el medio basal MS (1962), se adicion6 reguladores de

crecimiento.

4.2.5.2. Desinfeccion y establecimiento

Bajo condiciones asépticas, se procedié a diseccionar los brotes desarrollados por los
tubérculos, de una longitud aproximada de 20 mm, los explantes fueron sometidos a
desinfeccion externa mediante inmersion en solucion de etanol al 70%/10seg. y en una
solucion de hipoclorito de sodio al 3%/10min. Para eliminar los residuos de los agentes
desinfectantes, que poseen efectos oxidativos en los explantes, efectuando tres
enjuagues sucesivos con agua destilada estéril (ADE) y cada enjuague tomo el tiempo

de 5 min.

Los brotes diseccionados fueron transferidos a las cajas petri, donde se realizaron cortes
con bisturi y pinzas flameadas, para obtener explantes de longitudes entre 5 a 10 mm,
descartando los extremos basales debido a que estos presentaron necrosis en los tejidos,
por los agentes desinfectantes; finalmente los explantes fueron cultivados a razén de
cinco explantes por unidad de vaso, en posicion vertical en sentido al desarrollo del brote,
quedando el apice encima del medio de cultivo.

Cada explante fue sembrado en un vaso preparado con 15 ml de medio basico MS (fuente
de carbono + nutrientes minerales + vitaminas), luego, con los respectivos registros de la
variedad y fecha de la actividad, transfiriéndolos a sala de crecimiento o incubacion que
cuenta con ambientes controlados (temperatura, humedad relativa, fotoperiodo).

4.2.6. Etapa Il. Micropropagacioén de vitroplantas

Una vez que los explantes expresaron su totipotencia alcanzado una altura de 8 a 10
mm, se procedié a seleccionar el mejor material vegetal, descartando plantulas que

presenten algun tipo de contaminacion y con un escaso desarrollo longitudinal.
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Se extranjeron las plantulas de los vasos, colocandose en cajas petri, donde se aislaron
segmentos uninodales provistos de yema mas una hoja, tomando en cuenta las partes

apicales y medios de la plantula, con el fin de evaluar el desarrollo de las vitroplantas.

Las vitroplantas fueron micropropagadas a razén de un segmento uninodal por vaso, que
contenia 15 ml de medio basal MS vy distintas concentraciones (0, 2, 4 y 6 mg/L) de AIB;
finalmente fueron sellados con parafilm, en posicion vertical y en sentido del desarrollo

de la vitroplantas, quedando el meristemo y la hoja por encima del medio basal.

4.2.6.1. Preparacion del medio de cultivo
Para preparar 1600 ml (400 ml/tratamiento) de medio, se procedio de la siguiente manera:

» Se disolvié y mezcl6 el medio basal Murashige y Skoog (1962), en un vaso de

precipitado previamente lavado y enjuagado con agua estéril (ADE).

» Posteriormente se agregl sacarosa (azUcar comercial) en cantidades, segun

requerimiento 3% (p/v)/L y myoinositol 100 mg/L.

> Se afiadio el regulador de crecimiento Acido Indol Butirico (AIB) en sus diferentes
concentraciones (0, 2, 4 y 6 mg/l) segun los requerimientos.

» Se enrazé el volumen a 400 ml/tratamiento, con (ADE).

» El pH de los medios se ajust6 de 5,5 a 5,7 (utilizando hidroxido de sodio NaOH, y

el &cido clorhidrico 1N), para elevar y bajar el PH respectivamente.

» Se afadio 1g/L de gelzan como agente gelificante, obteniéndose un medio en

estado semisolido y transparente.
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» Se disolvio el agente gelificante en el horno microondas, mediante la agitacion del

vaso, obteniendo una solucién homogénea, evitando su hervor.

» Se distribuyé 15 ml del medio de induccion in vitro, por cada vaso de vidrio,
previamente lavado y esterilizado, procediéndose con su sellado en papel aluminio

y parafilm.

» Se procedié con la (autoclave) a unatemperatura de 121 °Cy 15 libras de presion,

durante 10 min.

4.2.6.2. Siembra de vitroplantas

» Se procedi6 a seccionar segmentos uninodales de las vitroplantas (apical y medio)
propagadas en la fase de micropropagacion, seleccionando las mejores
vitroplantas. Se introdujo un segmento nodal por vaso de vidrio, preparado.

» Una vez realizada la siembra de explantes en vasos con medios de cultivo, estos
se sellaron con parafiim; previo flameo, con el respectivo etiquetado,
transfiriéndolos a sala de crecimiento a incubacion, bajo condiciones controladas
temperatura 27 °C y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad (fotoperiodo largo),

donde manifestd su desarrollo favorable.
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4.3. Anédlisis estadistico

4.3.1. Disefio experimental

Para la evaluacion de este trabajo de investigacion se emple6 el Disefio experimental de
Completamente al Azar con arreglo bi factorial; donde el Factor A corresponde al tipo de
corte (apical y medio) y el Factor B corresponde a las diferentes concentraciones (0, 2,
4y 6 mg/L) de acido Indol butirico (AIB).

El modelo lineal para un disefio en completamente al azar bifactorial viene dado por la

siguiente ecuacion (Ochoa, 2007).

4.3.2. Modelo lineal aditivo.

Yijk = p + ai + Bj + (ap)ij + ijk

Donde:

Yijk = Observacion cualquiera

M = Media general

ai = Efecto i- ésimo nivel del factor tipo de explante.

Bj = Efecto de j- ésimo nivel del factor concentracion de AIB

(aB)ij = Interaccion del i- ésimo nivel del factor tipo de explante con el j- ésimo nivel del
factor concentracion de AlB.

Eijk = Error experimental.

4 .4. Distribucion de los tratamientos

El disefio bajo el cual se establecid el trabajo de investigacion fue el disefo
completamente al azar con un arreglo bi factorial (2*4). Esto conformo 8 tratamientos con

12 repeticiones cada uno, todos los tratamientos fueron distribuidos aleatoriamente.

a) Factor A: tipo de corte b) Factor B: Diferentes concentracion
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Cuadro 2. Factores y niveles de estudio.

Factor A (Tipo de corte)

Factor B (Concentracion de AIB)

Niveles:
A; = Apical
A, = Medio

Niveles:
BO =0 mg/L
B1=2mg/L
B2 = 4 mg/L
B3 = 6mg/L

4.4.1. Combinacién factorial

Cuadro 3. Combinacion de los factores de estudio

Tratamientos Combinacion de los Descripcién de los tratamientos
niveles
T, A; bo Explante apical x 0 mg/L AIB
T, A; by Explante apical x 2 mg/ L AIB
T, A b, Explante apical x 4 mg/ L AIB
T, A bs Explante apical x 6 mg/ L AIB
Ts A, bo Explante medio x 0 mg/ L AIB
Te A, by Explante medio x 2 mg/ L AIB
T, A, b, Explante medio x 4 mg/ L AIB
Tg A, bs Explante medio x 6 mg/ L AIB
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4.5. Croquis experimental

La figura 2 presenta el croquis experimental y la distribucion de las unidades de estudio.
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T7 T8 T1 T2 T3 T4 T5 T6
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Figura 2. Distribucién de las unidades experimentales
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4.6. Variables de respuesta

4.6.1. Variables de andlisis

Los resultados obtenidos se evaluaron cada tres dias, durante un mes, en funcion a las

siguientes variables de respuestas.

a) Porcentaje de supervivencia: Se realizo el porcentaje de explantes que lograron
expresar su totipotencia favorablemente (los que sobrevivieron), en relacion al nimero

de plantulas desarrolladas entre el nUmero de vitroplantas totales por cien.

b) Porcentaje de contaminacidn: Expresa el niumero de vitroplantas contaminadas en
porcentajes, el fendbmeno se da por presencia de bacterias, hongos o algin agente
contaminate externo, la relacion define numero de vitroplantas contaminadas entre

namero de vitroplantas totales por cien.

c) Porcentaje de oxidacion: Se evalué el nimero de vitroplantas que presentaron
cambio de color (café o marrén) en el medio de cultivo y el corte (apical o medio);

pardmetro evaluado por cuantificacién y observacién directa.

4.6.2. Variables agrondmicas

a) Altura de vitroplantas: Se midi6 el desarrollo longitudinal alcanzado en centimetros
(cm), datos tomados desde inicio del vastago hasta el apice, la evaluacion se realizo,

cada tres dias después de la siembra durante cuatro semanas.

b) NUmero de hojas: Se evalud contando el numero de hojas, por conteo directo de cada
vitroplanta.

c) Nimero de raices: Se evalué contando el nimero de raices por conteo directo de

cada vitroplanta.
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados sobre optimizar los medios de cultivo en la fase de
multiplicacion in vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacefia,

se obtuvieron los siguientes resultados.

5.1. Andlisis

a) Porcentaje de supervivencia (%S): Se contd el niumero total de vitroplantas que se

desarrollaron, (observando su crecimiento), en la etapa de multiplicacion.

%S = Plantas muertas *100%

Nro. total de plantas

Cuadro 4. Porcentaje de supervivencia del Factor A: tipo de corte.

Factor A Vitroplantas | Vitroplantas Total Vitroplantas
Tipo de corte muertas vivas muertas (%)
Apical 2 46 48 4,16
Medio 3 45 48 6,25
Total 5 91 96 10,41

En el cuadro 4, se observa el porcentaje de supervivencia que es de 89.59 %, donde un
10,41 % de vitroplantas muertas, en el factor A con el tipo de corte (apical y medio), de

un total de 96 vitroplantas en estudio.

Cuadro 5. Porcentaje de supervivencia del Factor B: Concentraciones de (AIB).

Factor B Vitroplantas Vitroplantas Porcentaje de
Concentraciones muertas vivas Total sobrevivencia
de AIB (%)

AIB O 1 23 24 4,16
AIB 2 2 22 24 8,33
AIB 4 3 21 24 12,5
AlIB 6 0 24 24 0

Total 6 90 96 24,99
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En el cuadro 5, se observa el porcentaje de supervivencia que es de 75,01 %, donde el

24,99 % hay de vitroplantas muertas, en el factor B con las 4 concentraciones, de un total

de 96 vitroplantas en estudio.

b) Porcentaje de contaminacién: Se identific6 el numero total de vitroplantas

contaminadas (presencia de hongos, bacterias 0 agentes contaminantes externos) este

valor se expreso en porcentaje.

%C =

Plantas contaminadas

Nro. total de plantas

*100%

Cuadro 6. Porcentaje de contaminacion del Factor A: tipo de corte

Factor A Vitroplantas sin Vitroplantas Total Porcentaje de
Tipo de corte contaminacién | contaminadas contaminacioén
(%)
Apical 46 2 48 4,1
Medio 45 3 48 6,25
Total 91 5 96 10,3

En el cuadro 6, se observa el porcentaje de vitroplantas no contaminadas, es de 89,7 %,

donde el 10,3 % de vitroplantas son contaminadas, en el factor A con el tipo de corte

(apical y medio), de un total de 96 vitroplantas en estudio.

Cuadro 7. Porcentaje de contaminacion del Factor B: Concentraciones de (AIB).

Factor B Vitroplantas sin Vitroplantas Porcentaje de
Concentraciones | contaminacién | contaminadas Total contaminacion
de AIB (%)
AIBO 22 2 24 8,33
AIB 2 21 2 24 8,33
AIB 4 22 1 24 4,16
AlIB 6 21 3 24 12,5

Total 86 10 96 33,32
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En el cuadro 7, se observa el porcentaje de contaminacion que es de 66,68 %, donde el
33,32 % hay de vitroplantas contaminadas, en el factor B con las 4 concentraciones, de

un total de 96 vitroplantas en estudio.

c) Porcentaje de oxidacion: La determinacién de la variable de respuesta porcentaje de
oxidacion (%0), fue medida por observacion directa de los vasos, se cuantifico el nimero
de explantes y medios de cultivo que presentan caracteristicas de tonalidad marrén y
café, el cambio de color indica la presencia de oxidacion, puede apreciarse tanto en el

explante como en el medio de cultivo.

Cuadro 8. Porcentaje de oxidacion del Factor A: tipo de corte

Factor A Vitroplantas sin Vitroplantas Porcentaje de

Tipo de corte oxidacién con oxidacién Total oxidacién (%)
Apical 48 0 48 0
Medio 48 0 48 0
Total 96 0 96 0

En el cuadro 8, se observa el porcentaje de vitroplantas oxidadas, que es de 0 %, donde
el 100 % de vitroplantas no presenta oxidacion, en el factor A con el tipo de corte (apical
y medio), de un total de 96 vitroplantas en estudio.

Cuadro 9. Porcentaje de oxidacién del Factor B: Concentraciones de (AIB).

Factor B Vitroplantas sin Vitroplantas Porcentaje de
Concentraciones | contaminacién | contaminadas Total Oxidacion

de AIB (%)

AIB 0 24 0 24 0

AIB 2 24 0 24 0

AIB 4 24 0 24 0

AlIB 6 24 0 24 0

Total 96 0 96 0

En el cuadro 9, se observo el porcentaje de oxidacion es 0 %, donde el 100 % de las

vitroplantas no se oxidaron, en el factor B con las 4 concentraciones, de un total de 96
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vitroplantas en estudio, lo cual indica que si el medio de cultivo presenta auxina (AIB), no

influyo en la oxidacion.
5.2. Variables agronémicas
5.2.1. Altura de planta

5.2.1.1. Andlisis de varianza en altura de vitroplanta

El andlisis de varianza realizado para la altura de vitroplanta (cuadro 10), muestra que
existe diferencia en el factor de concentracion, lo que demuestra que este factor tiene

influencia significativa en el promedio de altura.

Por tanto, se observa que existe diferencia altamente significativa en los factores, en el
corte, lo que nos da a entender que es bueno realizar el corte (apical y medio), ya que de

todas maneras habra diferencias en altura.

Con respecto a la interaccién del corte por concentracion, al ser significativo, indica que
ambos factores actian de forma dependiente, en relacion a esta variable, se realiza el

efecto simple.

Cuadro 10. Analisis de varianza para altura de vitroplanta.

F.V. SC GL CM F p-valor
Factor 0,16 7 0,02 9.98 <0,0001 **
Corte 0,08 1 0,08 34,51 <0,0001 **
Concentracion 0,06 3 0,02 8,34 0,0001 *
Corte*Concentracion 0,02 3 0,01 3,45 0,02 *
Error 0,2 88 2,30E-03
Total 0,36 95

CV=413%; ** = Altamente significativo; * = Significativo al 5 %
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El coeficiente de variaciéon es de 4,13 %, este resultado indica que los datos manejados
en el disefio experimental para la altura de vitroplanta son confiables, debido que

representa el grado de dispersion de las observaciones en términos porcentuales.

Al respecto Ochoa (2007), indica que el coeficiente de variacion en experimentos frente
a la aplicacion de un determinado tratamiento, mayor al 35% es elevado y los datos
pueden no ser confiables, bajo esta observacion se puede afirmar que los datos de la

investigacion para esta variable son confiables.

5.2.1.2 Efecto de la auxina AIB, respecto al factor corte en altura de planta

A una probabilidad (5%) se observaron diferencias significativas para el factor corte entre
la hormona (AIB), respecto a la altura de vitroplanta, para comprobar la diferencia se

realizé la prueba Duncan.
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Figura 3. Prueba de promedios Duncan para altura de vitroplanta por el tipo de
corte

En la figura 3, se afirma que a un nivel de significancia 5%, establece que el corte apical,
obtuvo un promedio de 5,19 cm de altura de vitroplanta, asi mismo el corte medio
presenta un promedio general en altura de 3,48 cm, determinando que si existe

diferencias significativas entre ambos cortes.
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Debido a que en el corte apical existe mayor division celular donde las células son mas
activas y se regeneran facilmente. Mientras que en el corte medio, la division celular es

lenta, porque existe herida en el nudo y tarda en regenerarse.

Para (Moya, 2001); citado por (Villanuevas, 2015). Se utilizaron explantes apicales y
axilares con resultados para la produccion de plantas libres de virus. Sin embargo es
aconsejable el uso de yemas terminales ya que tienen un mayor crecimiento potencial
gue las yemas laterales Por lo que se puede afirmar que la multiplicacion de explantes

apicales es propicia por la eliminacién de virus.

Es recomendable realizar cortes longitudinales con el propdsito de romper la dominancia
Apical de los brotes y estimular la formacién de brotacion axilar multiple. Se ha sefialado
gue el uso de apices vegetativos es el mas recomendable para la propagacion masiva de
plantas y se han reportado diferentes metodologias para el establecimiento aséptico de

material juvenil como adulto (Quispe, D., 2010).
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5.2.1.3. Efecto de laauxina AIB, respecto al Factor concentracion en altura de planta

A una probabilidad (5%) se observaron diferencias significativas para el factor
concentracion, entre la hormona (AIB), respecto a la altura, para comprobar la diferencia

se realizo la prueba Duncan.
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Figura 4. Prueba de promedios Duncan para altura de vitroplanta por efecto de niveles de
concentraciones de AIB

Por efecto se estima que los niveles de concentraciéon de AIB (Figura 4), establece
diferencias significativas, determinando cuatro estratificaciones de altura; el medio de
cultivo formulado sin regulador de crecimiento AIB (0 mg/L), presento un promedio en
altura de 5,03 cm; seguido por la concentracion de AIB (2 mg/L) con 5,13 cm; el tercer
nivel de concentracion de AIB (4 mg/L), que presento 3,64 cm de altura y finalmente la
concentracion de AIB (6 mg/L), obtuvo una expansion longitudinal de 3,54 cm,

considerada la altura mas baja.

Se obtiene un buen desarrollo longitudinal en explantes de la variedad Huaycha, en un
medio basal sin regulador de crecimiento AIB (Omg/L), se observo que la aplicacion de

AIB en sus concentraciones 4 a 6 mg/L, limita el desarrollo longitudinal, debido a que
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promueve formaciones callos en la parte basal de las vitroplantas, ademas que inhibe la
formacion de raices. El medio de cultivo formulado con regulador de crecimiento AIB en
nivel de concentracion (2 mg/L), favorece el desarrollo de la vitroplanta, ademas se

observa desarrollo radicular éptimo.

Posiblemente las diferencias en las concentraciones y reguladores utilizados pudieran
depender del material del explante empleado, pues las respuestas organogénicas
dependen del regulador, de la concentracion empleada y del tipo de explante

seleccionado (Quispe, D., 2010).

Estas fitohormonas tienen influencias sobre la formacién de embrioneides, impidiendo
gue se conviertan en embriones, la concentracion de auxinas utilizadas para los distintos
medios de cultivo varia desde 0,1 — 10 mg/L siendo el rango mas empleado 0,25 hasta 3
mg/L (Espinosa, 2013).

Segun Garcia et al, 2012. Se adiciono al medio de cultivo AIB en tres concentraciones
(10, 15 y 20 mg/l), alcanzaron una altura de 5 a 6 cm, después de los treinta dias en el

cultivo de bambusa.

Debido que la variable de respuesta tuvo diferencias significativas en las interacciones
entre factores, se realiz6 una prueba de efectos simples para determinar el

comportamiento de esta interaccion.
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5.2.1.4. Andlisis de varianza de efectos simples para la interaccion en altura de
vitroplanta

En el cuadro 11, de analisis de interaccidon corte por concentracion, con respecto a la
altura de planta, se pueden apreciar diferencias altamente significativas (<0,0001), en
respuesta de los cortes (apical y medio) y las concentraciones 4 y 6 mg/L y efectos no
significativos para las concentraciones 0y 2 mg/L.

Cuadro 11. Interaccion corte*concentracion en relacion altura de planta

F.V. SC GL cM F p-valor

Corte (0 mg/l) 0.005257 1 0.005257 2.32 0.1315 NS
Corte (2 mg/l) 0.003747 1 0.003747 1 0.2020 NS
Corte (4 mg/l) 0.060109 1 0.060109 65 <0,0001 **
Corte (6 mg/l) 0.032617 1 0.032617 26.50 <0,0003 **

En el cuadro 12, de analisis de interaccion concentracion por corte, con respecto a la
altura de vitroplanta, se pueden apreciar diferencias altamente significativas, en
respuesta de las concentraciones (corte medio) y efecto no significativo para las

concentraciones (corte apical).

Cuadro 12. Interaccién concentracion* corte en relacion altura de planta

F.V. SC GL CM F p-valor
Concentracion 0.006090 3 0.002030 0.90 0.4471 NS
(Apical)

Concentracion 0.074118 3 0.024706 10.89 <0,0001 **
(Medio)

Como se observa en la Figura 5, en los cortes apicales tiene mayores alturas en: la
concentracion de AIB (2 mg/L) alcanz6 una altura de 5,61 cm, AIB (0 mg/L), tiene una
altura de 5,40 cm, mientras que AIB (4 mg/L), tiene una altura de 5,14 cm y la

concentracion AIB (6 mg/L), alcanzo una altura menor de 4,60 cm.
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En los cortes medios se observa menores alturas: la concentracion AlB (2 mg/L), alcanz6
una altura de 4,66 cm, AIB (0 mg/L), tiene una altura de 4,64 cm, mientras que AIB (6

mg/L), tiene una altura de 2,47 cm, AIB (4mg/L), alcanzo una altura menor de 2,14 cm.

En la figura 5, muestra que para los cortes apicales y medios, la altura de planta es mayor
en menor concentracion de la auxina AIB y a altas concentraciones de la auxina la altura

es menor, durante la fase de multiplicacion.
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Figura 5. Variacion de altura de vitroplanta por interaccion entre tipo de corte y niveles de
concentraciones de AlB

El medio de cultivo del corte apical y medio a una concentracion de AIB (0 mg/L), fueron
los Unicos que contenia la solucién del medio (MS) importante para el desarrollo de las
plantulas in vitro, asi lo afirma (Aliaga, 2008), quién indica que en la composicién de los
medios de cultivo tiene un efecto significativo para el desarrollo en altura de las plantulas

durante los primeros 15 dias.
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5.2.2. Numero de hojas

5.2.2.1. Andlisis de varianza para numero de hojas por vitroplanta.

El andlisis de varianza realizado para numero de hojas (cuadro 13), muestra que no
existe diferencia en el factor de concentracion, lo que demuestra que este factor tiene
influencia no significativa en el promedio nimero de hojas de vitroplanta. Por otro lado,
se observa que existe diferencia altamente significativa en los factores, en el corte, lo que
nos da a entender que es bueno realizar el corte (apical y medio), ya que de todas

maneras habra diferencias en nimero de hojas.

Respecto a la interaccidén del corte por concentraciones, al ser significativa, indica que
ambos factores actian de forma dependiente, en relacion a esta variable, se realiza el

efecto simple.

Cuadro 13. Analisis de varianza para el numero de hojas

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor 0,47 7 0,07 11,75  <0,0001 **
Corte 0,41 1 0,41 71,61 <0,0001 **
Concentracién 0,02 3 0,01 1,38 0,2549 NS
Corte*Concentracion 0,04 3 0,01 2,18 0,0962 *
Error 0,51 88 0,01

Total 0,98 95

CV=6,27%; ** = Altamente significativo; * = Significativo al 5 %

El coeficiente de variacion es de 6,27 %, este resultado indica que los datos manejados
en el disefio experimental para el nUmero de hojas de vitroplanta son confiables, debido

que representa el grado de dispersion de las observaciones en términos porcentuales.
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Al respecto Ochoa (2007), indica que el coeficiente de variacién en experimentos frente
a la aplicacion de un determinado tratamiento, mayor al 35% es elevado y los datos
pueden no ser confiables, bajo esta observacion se puede afirmar que los datos de la

investigacion para esta variable son confiables.

5.2.2.2. Efecto de la auxina AIB, respecto al factor corte en numero de hojas por

planta

A una probabilidad (5%) se observaron diferencias altamente significativas para el factor
corte entre la hormona (AIB), respecto al numero de hojas de vitroplanta, para comprobar

la diferencia se realiz6 la prueba Duncan.
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Figura 6. Prueba de promedios Duncan para el niumero de hojas por vitroplanta por el tipo de
corte

En la Figura 6, se afirma que a un nivel de significancia 5%, establece que el corte apical,
obtuvo un promedio de 9 en nimero de hojas por vitroplanta, asi mismo el corte medio
presenta un promedio general numero de hojas 4, determinando que si existe diferencias

altamente significativas entre ambos cortes.
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5.2.2.3. Efecto de la auxina AIB, respecto al Factor concentracién en niumero de

hojas por vitroplanta.

A una probabilidad (5%) se observaron diferencias no significativas para el factor
concentracion, entre la hormona (AIB), respecto al numero de hojas, para comprobar que

no existe diferencias se realiz6 la prueba Duncan.

7
7 7
7
7 7
S 7 0
2 A A
% 6 6 2
> 6 A 4
6
6 A
6
6
0 2 4 6
AIB (mg/1)

Figura 7. Prueba de promedios Duncan para el numero de hojas de vitroplanta por efecto de
niveles de concentraciones de AlB

Por efecto se estima que los niveles de concentracion de AIB (Figura 7), establece
diferencias no significativas, determinando cuatro estratificaciones en nimero de hojas;
el medio de cultivo formulado sin regulador de crecimiento 0 mg/L AIB, presento un
promedio en numero de hojas de 7; seguido por la concentracion de 2 mg/L AIB con 7
hojas; el tercer nivel de concentracién de 4 mg/L AIB, que presento 7 hojas y finalmente

la concentracion de 6 mg/L AlB, obtuvo 6 hojas.

Se obtiene un buen desarrollo en hojas, en un medio basal, formulado con regulador de
crecimiento AIB a un nivel de concentracion 2 mg/L que favorece el desarrollo de la

vitroplanta, se observé que la aplicacion de AIB en sus concentraciones 4 a 6 mg/L, inhibe
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la formacion de hojas, a estas concentraciones promueve formaciones callosas, El medio
de cultivo formulado sin regulador de crecimiento AIB a un nivel de concentracion 0 mg/L,

favorece la formaciéon de hojas.

5.2.2.4. Andlisis de varianza de efectos simples para la interaccién en nimero de
hojas

En el cuadro 14, de analisis de interaccion corte por concentracion, con respecto al
namero de hojas, se pueden apreciar diferencias altamente significativas (<0,0001), en
respuesta de los cortes (apical y medio) en las concentraciones 0, 4 y 6 mg/L y efectos

no significativos para las concentraciones 0y 2 mg/L.

Cuadro 14. Interaccién corte*concentracion en nimero de hojas

F.V. SC GL CM F p-valor
Corte (0 mg/l) 0.069720 1 0.069720  12.12 0.0008 **
Corte (2 mg/l) 0.036529 1 0.036529  6.35 0.0136 *
Corte (4 mg/l) 0.167152 1 0.167152  29.05 <,0001 **
Corte (6 mg/l) 0.176304 1 0.176304  30.64 <,0003 **

En el cuadro 15, de analisis de interaccidon concentracion por corte, con respecto al
namero de hojas, se pueden apreciar diferencias significativas, en respuesta de las

concentraciones (corte medio) y efectos no significativos para las concentraciones (corte

apical).
Cuadro 15. Interaccién concentracion* corte en numero de hojas
F.V. SC GL CcM F p-valor
Concentracion 0.004148 3 0.001383 0.24 0.8680 NS
(Apical)
Concentracion 0.057241 3 0.019080 3.32 0.0236 *
(Medio)

59



Optimizacion de Medios de Cultivo en la Fase de Multiplicacion In Vitro de papa (Solanum tuberosum sp.) de la variedad huaycha pacena

Como se observa en la Figura 8, en los cortes apicales se observa mayor numero de
hojas en promedio: en la concentracién de AIB (0 mg/L) es 9 hojas, AIB (2 mg/L), tiene 9
hojas, mientras que AIB (4 mg/L), tiene 8 hojas y la concentracion AIB (6 mg/L), alcanzo

9 hojas.

En los cortes medios se observa menor nimero de hojas en promedio: la concentracion
AIB (0 mg/L), alcanzé un promedio de hojas de 5, AIB (2 mg/L), tiene 5 hojas, mientras
que AIB (4 mg/L), tiene 4 hojas y AIB (6mg/L) de 3 hojas.

En la figura 8, muestra que en los cortes apicales, hay mayor niumero de hojas en
concentraciones bajas y altas, mientras que en cortes medio hay menor numero de hojas

en concentracion bajas y concentraciones de la auxina AIB, durante la fase de
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Figura 8. Variacion en numero de hojas de vitroplanta por interaccién entre tipo de corte y
niveles de concentraciones de AlB
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5.2.3. NUumero de raices

5.2.3.1. Anadlisis de varianza del numero de raices por planta.

El andlisis de varianza realizado para el nUmero de raices (cuadro 16), muestra que existe
diferencia en el factor de concentracion, lo que demuestra que este factor tiene influencia

significativa en el promedio de niumero de raices de vitroplanta.

Por otro lado, se observa que existe diferencia altamente significativa en los factores, en
el corte, lo que nos da a entender que es bueno realizar el corte (apical y medio), ya que

de todas maneras habra diferencias en nimero de raices.

Respecto a la interaccidén del corte por concentraciones, al ser significativo, indica que
ambos factores actian de forma dependiente, en relacion a esta variable, se realiza el

efecto simple.

Cuadro 16. Analisis de varianza para el nimero de raices

F.V. SC gl CM F p-valor
Factor 0,69 7 0,10 14,10 <0,0001**
Corte 0,16 1 0,16 23,33 <0,0001**
Concentracion 0,48 3 0,16 23,06 0,0254*
Corte*Concentracion 0,04 3 0,01 2,07 0,0109*
Error 0,61 88 0,01
Total 1,30 95

CVv=7,09%; ** = Altamente significativo; *NS= No significativo

El coeficiente de variacion es de 7,09 %, este resultado indica que los datos manejados
en el disefio experimental para el nUmero de raices de vitroplanta son confiables, debido

que representa el grado de dispersion de las observaciones en términos porcentuales.
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Al respecto Ochoa (2007), indica que el coeficiente de variacién en experimentos frente
a la aplicacion de un determinado tratamiento, mayor al 35% es elevado y los datos
pueden no ser confiables, bajo esta observacion se puede afirmar que los datos de la

investigacion para esta variable son confiables.

5.2.3.2. Efecto de la auxina AIB, respecto al Factor Corte en nimero de raices por

planta

A una probabilidad (5%) se observaron diferencias significativas para el factor corte entre
la hormona (AIB), respecto al nimero de raices de vitroplanta, para comprobar la

diferencia se realiz6 la prueba Duncan.
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Figura 9. Prueba de promedios Duncan para el nUmero de raices por vitroplanta en el tipo de
corte

En lafigura 9, se afirma que a un nivel de significancia 5%, establece que el corte apical,
obtuvo un promedio de 7 raices por vitroplanta, asi mismo el corte medio presenta un
promedio general de numero de raices 4, determinando que si existe diferencias

altamente significativas entre ambos cortes.
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En investigaciones realizadas para la induccion de raices de brotes de papaya in vitro,
han sido utilizadas las auxinas AIB (4cido indolbutirico) y ANA (&cido naftalenacético), se
ha demostrado que en términos de porcentaje y numero de raices el AIB ha sido superior

a las demas auxinas (Drew, 1992).

5.2.3.3. Efecto de la auxina AIB, respecto al Factor concentracién en niumero de

raices por vitroplanta.

A una probabilidad (5%) se observaron diferencias significativas para el factor
concentracion, entre la hormona (AIB), respecto al nimero de raices, para comprobar la

diferencia se realiz6 la prueba Duncan.
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Figura 10. Prueba de promedios Duncan para el nimero de raices de vitroplanta por efecto de
niveles de concentraciones de AIB
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Por efecto se estima que los niveles de concentracién de AIB (Figura 10), establece
diferencias significativas, determinando cuatro estratificaciones en nimero de raices; el
medio de cultivo formulado sin regulador de crecimiento 0 mg/L AIB, presento un
promedio en numero de raices de 7; seguido por la concentracién de 2 mg/L AIB con 9
raices; el tercer nivel de concentracion de 4 mg/L AIB, que presento 4 raices y finalmente
la concentracion de 6 mg/L AIB, obtuvo 3 raices.

Se obtiene un buen desarrollo de raices en vitroplantas de la variedad Huaycha, en un
medio basal, formulado con regulador de crecimiento AIB en nivel de concentracion 2
mg/L, donde se observa un buen desarrollo radicular 6ptimo, a la vez el medio basal sin
regulador de crecimiento AIB a un nivel de concentracion 0 mg/L, favorece la formacion
de raices y la aplicacién de AIB en sus concentraciones 4 a 6 mg/L, limita la formacién
de raices, debido a que promueve formaciones callosas en la parte basal (raices) y area

(hojas).

La adicion de AIB hasta 1.0 mg/L-1 al medio de cultivo, estimula el crecimiento de los
brotes de Agave (A. angustifolia) y la formacion de mayor cantidad de raices en menos
tiempo, en comparacion con brotes cultivados en medios sin AIB (Enriquez et al, 2005).

El efecto del acido indolabutirico (AIB) sobre el nimero de raices fue directamente
proporcional a la concentracion del regulador. A 0,5 mg- L-1 de AIB se observo el
desarrollo de 21 raices en promedio por brote, mientras que a 3 mg- L-1 de AIB se
desarrollaron 52 raices promedio por brote, con valores intermedios de 28y 35a 1y 2

mg- L-1, enraizamiento in vitro de microtallos de Nothofagus. (Chamorro et al, 2007).
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5.2.3.4. Andlisis de varianza de efectos simples para la interaccién en nimero de
raices

En el cuadro 17, de analisis de interaccion corte por concentracion, con respecto al
namero de raices, se pueden apreciar diferencias altamente significativas, en respuesta
de los cortes (apical y medio) en las concentraciones O y 4 mg/L, diferencias
significativas en 2 mg/L y efectos no significativo para la concentracion 6 mg/L.

Cuadro 17. Interacciodn corte*concentraciéon nimero de raices

F.V. GL SC CM F p-valor
Corte (0 mg/l) 1 0.099142 0.099142 14.27 0.0003 **
Corte (2 mg/l) 1 0.018515 0.018515 2.66 0.01062 *
Corte (4 mg/l) 1 0.083328 0.083328 11.99 0.0008 **
Corte (6 mg/l) 1 0.004321 0.004321 0.62 0.4325 NS

En el cuadro 18, de analisis de interaccién concentracion por corte, con respecto al
namero de raices, se pueden apreciar diferencias altamente significativas, en respuesta

de las concentraciones de los cortes (apical y medio).

Cuadro 18. Interaccidon concentracidn*corte niumero de raices

F.V. GL SC cM F p-valor
Concentracion 3 0.346702  0.115567 16.63 <,0001 **
(Apical)

Concentracion 3 0.177144  0.059048  8.50 <,0001 **
(Medio)

Como se observa en la Figura 11, en los cortes apicales se observa mayor nimero de
raices en promedio: en la concentracion de AIB (2 mg/L) es 12 raices, AIB (0 mg/L), tiene
8 raices, mientras que AIB (4 mg/L), tiene 6 raices y la concentracion AIB (6 mg/L),
alcanzo 3 raices.

En los cortes medios se observa menor niumero de raices en promedio: la concentracion
AIB (0 mg/L), alcanz6 un promedio de raices de 6, AIB (2 mg/L), tiene 6 raices, mientras
que AIB (4 mg/L), tiene 2 raices y AIB (6mg/L) de 2 raices.
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En la figura 11, muestra que en los cortes apicales, hay mayor niumero de raices en
concentraciones bajas y en concentraciones altas hay menor nimero de raices, mientras
que en cortes medios hay menor nimero de raiz en concentracion bajas y altas
concentraciones de la auxina AIB, durante la fase de multiplicacion, la adicién de AIB en

el medio de cultivo redujo el tiempo de enraizado.
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Figura 11. Variacion de raices de vitroplanta por interaccion entre tipo de corte y niveles de
concentraciones de AIB

Indica, La aplicacion de AIB influyd, en el porcentaje de microtallos con mayor nimero

promedio de raices (5,1) y longitud de éstas (12,7 mm).

La morfologia externa de las raices obtenidas en cada tratamiento indica que el aumento
de la concentracién de AIB al medio de cultivo disminuyé significativamente la longitud
promedio de las raices. El aumento de la concentracién de AIB provocé un incremento
en la formacién de tejido callogénico y un mayor niumero de raices quienes al trabajar
con estacas semilefiosas de Nothofagus glauca y Eucryphia glutinosa, respectivamente,

obtuvieron mejores resultados con menores concentraciones de AlB.
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En este contexto, un sistema radical de calidad, considera el nUmero de raices por
microtallo o brote, longitud de las raices y ausencia de formacion de callo. Por tanto, en
este estudio se obtuvo un sistema radical de calidad utilizando bajas concentraciones de
AIB, contrario a lo que ocurre, por ejemplo, en Nothofagus leoni Espinosa, donde
concentraciones mas elevadas de AIB inducen un mejor sistema radical (Uribe et al,
2012).
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6. CONCLUSIONES

Una vez obtenidos los resultados y realizados los analisis estadisticos e interpretaciones;

se llego a las siguientes conclusiones:

» La aplicacion del regulador de crecimiento AIB, muestra que las variables de altura
de vitroplanta, nimero de hojas y namero de raices, segun resultados obtenidos
muestra que el regulador de crecimiento durante la etapa de multiplicacion tuvo
mayor efecto en las concentraciones con un promedio total de: AIB 0 mg/L, a una
altura de 5,03 cm, 7 hojas y 7 raices; AIB 2 mg/L, a una altura de 5,13 cm, 7 hojas
y 9 raices; AIB 4 mg/L, a una altura de 3,64 cm, 7 hojas y 4 raices y AIB 6 mg/L, a

una altura de 3,54 cm, 6 hojas y 3 raices,

» Enlas variables de andlisis: Se obtuvieron porcentajes de supervivencia del Factor
A tipo de corte de 89,59% y del Factor B concentraciones de (AIB) de 75,01%.
Mientras que en el porcentaje de contaminacion del Factor A tipo de corte de
10,3% y del Factor B concentraciones de (AIB) de 33,32%.En el porcentaje de
oxidacion del Factor A tipo y del Factor B, fue de 0%, no hubo presencia de

oxidacion.

» En cuanto a las concentraciones se obtuvo los efectos de la auxina (AIB), durante
la fase de multiplicacion:

- Auna concentracién de AIB de 0 mg/L. En corte apical se obtuvo la altura de 5,41
cm, 9 hojas y 8 raices, mientras que en el corte medio tuvo una altura de 4,64 cm,
5 hojas y 6 raices.

- A una concentracion de AIB de 2 mg/L. En corte apical se obtuvo la altura de 5,61
cm, 9 hojas y 12 raices, mientras que en el corte medio tuvo una altura de 4,66

cm, 5 hojas y 6 raices.
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- Auna concentracién de AIB de 4 mg/L. En corte apical se obtuvo la altura de 5,14
cm, 8 hojas y 6 raices, mientras que en el corte medio tuvo una altura de 2,14 cm,
4 hojas y 2 raices.

A una concentracién de AIB de 6 mg/L. En corte apical se obtuvo la altura de 4,60
cm, 9 hojas y 3 raices, mientras que en el corte medio tuvo una altura de 2,47 cm,

3 hojas y 2 raices.
» Se determin6 que la mejor concentracion es de 2 mg/L de AIB, ya que se obtuvo

los mejores resultados tanto en el corte apical y medio, en las variables

agronémicas como: altura de la planta, nimero de hojas y nimero de raices.
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7. RECOMENDACIONES

Sobre la base de las conclusiones obtenidas, se recomienda lo siguiente:

» Se recomienda realizar el corte de meristemos menores de 0.5 cm, para obtener

plantas sanas (bacterias, virus y otros).

» Se sugiere realizar el medio de cultivo MS y la adicion del regulador de crecimiento
(auxina AIB) con una concentracién de 2 mg/L, en otras variedades de papa, es

preferible trabajar en la etapa de multiplicacion.

» También se recomienda trabajar con otros tipos de hormona (auxina o citoquinina),
en concentraciones adecuadas, porque a altas concentraciones llegan a obtener

callos.

» Es preferible trabajar en cortes apicales, donde se observé mayor desarrollo con
respecto a la altura de vitroplanta, nimero de hojas y numero de raices, también

se sugiere no trabajar en cortes medios, por que tardan en regenerarse.
» Se recomienda cumplir estrictamente los protocolos de Biotecnologia Vegetal, en

el procedimiento de introduccién y multiplicacion de las muestras y tener mucha

asepsia durante las 5 etapas de la micropropagacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Recolecion del material vegetal

Desinfeccidn de los brotes de papa y se coloco en cajas petrys
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.

Se llevé a la incubadora para acelerar el brote de los tubérculos

Brotes de papa
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Anexo 2. Preparacion de Medios de cultivos para la etapa de introduccion y

multiplicacion

Agitador magnético y el vaso precipitado  Pesamos el myoinositol (mg)

Pesamos la sacarosa (g), el murashige preparado y el gelzan
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Distribucién del medio de cultivo a los vasos, se llevé al microondas

Area de preparacion de medios de cultivo
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Se realiz6 el sellado de los vasos y se llevo al autoclave

Desinfeccion de los brotes, con etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 3%
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Roturado de las muestras multiplicadas en la sala de crecimiento controlado
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Evaluacion del crecimiento y desarrollo de las vitroplantas

Registro de las variables de respuestas
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