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SUMMARY

The present put a title to research work establishment of means of cultivation and
guys of ex-stoppage in vitroplantas of potato variety Huaycha ( Solanum tuberosum
sp. ) for the better the systems of production of seed, he was in the Laboratory
accomplishedly of Vegetable Biotecnologia of Agronomia's Faculty UMSA; Where
objectives were: Analyzing the behavior of potato Huaycha in the phases of:
Establishment, multiplication and enraizamiento in vitro, Determining the best
concentration of The fact that he stimulates the vitro's development sets up,
Evaluating the several guys of ex-stoppage of potato Huaycha for the multiplication to
conditions in vitro. The vegetative material used for ex-stoppages was potato sprouts
of seed variety Huaycha. Treatments were distributed in a design completely at
random with repair bi-factorial, with twelve treatments and ten repetitions, where each
treatment was shaped by a different concentration of With different guy of ex-
stoppage. It was determined at laboratory than the bigger height apical, half an and
basal ex-stoppage was obtained to a concentration in them of To the 1.5 mg It, with
8,81, 7,37, 6.19 cm's average respectively, as to number of better sheets ex-
stoppages were apical and average with an average of 7 and 5 sheets respectively to
a concentration of To the 1.5 mg It, for number of roots the vitroplantas that got out an
average of 7 and 5 roots were the apical and half an ex-stoppages to a concentration
of To the 1.5 mg It, likewise a percentage of survival 91.66 %, percentage of
contamination 6.66 % and percentage of oxidation 0 %.



RESUMEN

El presente trabajo de investigacion titulado establecimiento de medios de cultivo y
tipos de explante en vitroplantas de papa variedad Huaycha (Solanum tuberosum
sp.) para mejorar los sistemas de produccion de semilla, fue realizado en el
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal de la Facultad de Agronomia- UMSA; donde los
objetivos fueron: Analizar el comportamiento de papa Huaycha en las fases de:
establecimiento, multiplicacion y enraizamiento in vitro, Determinar la mejor
concentracion de AG; que estimule el desarrollo de la vitro planta, Evaluar los
distintos tipos de explante de papa Huaycha para la multiplicacion a condiciones in
vitro. El material vegetativo utilizado para los explantes fue brotes de semilla de papa
variedad Huaycha. Los tratamientos fueron distribuidos en un disefio completamente
al azar con arreglo bifactorial, con doce tratamientos y diez repeticiones, donde cada
tratamiento estaba conformado por una distinta concentracion de AG; con diferente
tipo de explante. En laboratorio se determiné que la mayor altura se obtuvo en los
explante apical, medio y basal a una concentracion de AG; al 1,5 mg/lt, con un
promedio de 8.81, 7.37, 6,19 cm respectivamente, en cuanto a nimero de hojas los
mejores explantes fueron apicales y medios con un promedio de 7 y 5 hojas
respectivamente a una concentracion de AG; al 1,5 mg/lt, para nimero de raices las
vitroplantas que obtuvieron un promedio de 7 y 5 raices fueron los explantes apicales
y medios a una concentracién de AG; al 1,5 mg/lt, asi mismo un porcentaje de
supervivencia = 91,66%, porcentaje de contaminacion = 6,66% Yy porcentaje de

oxidacion = 0%.
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1 INTRODUCCION

En nuestro pais, la papa es tipicamente cultivada en pequefias superficies dentro de
las zonas altas interandinas, ocupando una superficie estimada de 133.375 ha de
cultivo, y representando la principal fuente de ingresos de 125.00 personas en la fase
productiva, industrial y de comercializacion. A pesar de la gran importancia que tiene
en el pais, la produccion y productividad es baja, con un rendimiento promedio de 6
t/ha, aunque algunas zonas como los valles interandinos y los valles meso térmicos

de Cochabamba y Santa Cruz, los rendimientos son mayores a 10t/ha.

El cultivo de papa reviste gran importancia constituyéndose como el principal
alimento en la dieta del poblador en el altiplano boliviano, por proporcionar almidon
otras fuentes de energia: azlcar, albuminas, vitaminas, grasas, aceites y elementos

minerales; se consume tanto en forma fresca o deshidratada (chufio y tunta).

Debido a la poblacidén creciente en nuestro pais, a través del tiempo se han ido
reduciendo los espacios destinados a la agricultura, lo cual sumado a la degradacion
de los suelos, los factores climaticos, la falta de recursos hidricos y la presencia de
enfermedades y plagas presentes limitan la intensificacion de la produccion en el

Altiplano Boliviano.

Es importante producir semillas obtenidas en condiciones in vitro, obteniendo plantas
gque presentan caracteristicas fisiolégicas y morfoldgicas, Optimas para su utilizacion
como forraje, abono y principalmente tubérculos de buena calidad para el agricultor a

diferencia de la planta obtenida por la siembra de semilla obtenida en campo.

1.1 Antecedentes

El incremento poblacional es uno de los factores que provoca una demanda en las
necesidades alimenticias por tal motivo el hombre ha ido desarrollando diferentes
técnicas de cultivo que permita cumplir estas necesidades. Una actividad esencial es
la introducciéon de la agricultura en ambientes controlados, para contrarrestar los
factores climaticos adversos, a la falta de recursos hidricos para riego y la presencia

de plagas y enfermedades. Para mejorar los sistemas de produccion es necesario el



uso de semilla de buena calidad para satisfacer la demanda de alimentos, que

permita lograr la Seguridad y Soberania Alimentaria.

En la actualidad las técnicas de multiplicacion masiva como la micropropagacion in

vitro representa, una alternativa para mejorar la produccion de cultivos.

La técnica de micropropagacion de cultivos in vitro estd siendo implementado en
diferentes paises de Ameérica Latina, especialmente en zonas donde la perdida de la
producciéon del cultivo de papa por causa de enfermedades o plagas disminuyen el
rendimiento de dicho cultivo, este método es considerado como un sistema de
produccién agricola apto para la produccion de plantas libres de enfermedades y

plagas logrando mejorar los rendimientos hasta un 50por ciento .

1.2 Justificacién

Entre la baja produccién de papa se debe a varios factores entre las razones que
explican esta situacion, estan las condiciones en las que se cultiva, con falta de
riego, suelos pobres en materia organica, variedades con bajo potencial de
rendimiento, semilla de baja calidad producto del ataque de plagas y enfermedades
falta de mecanizacidn, falta de créditos y politicas de produccion. Por consiguiente es
importante contar con semillas de alta calidad genética, libre de virus y
enfermedades que pueda producir mejor de esta manera mejorar las condiciones de

vida del agricultor.

La técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro permite la eliminacion de virus,
acompafnada de la micropropagacion que permite la multiplicacion masiva de plantas
de esta manera incrementar los volimenes de produccién, ademas de producir
alimentos de buena calidad la rentabilidad del sistema podria convertirse en un

atractivo que estimule la participacion de muchas personas.



2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo General

e Establecer medios de cultivo y tipo de explante en vitroplantas de papa: variedad
Huaycha (Solanum tuberosum sp.) para mejorar los sistemas de produccién de

semilla.

2.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el comportamiento de papa Huaycha en las fases de: establecimiento,
multiplicacion y enraizamiento in vitro.

e Determinar la concentracion oOptima de AG; que estimule el desarrollo de las
vitroplantas.

e Evaluar los distintos tipos de explante de las vitroplantas de la variedad Huaycha

para mejorar la multiplicacién en condiciones in vitro.



3 REVISION BIBLIOGRAFICA
3.1 Origen y evoluciéon de la papa cultivada. Descripcién del cultivo

Hawkes, citado por el CIP (2001), basandonos en evidencias cientificas, se hace una
estimacion inteligente de como se origind y evoluciond la papa cultivada a partir de
las papas silvestres. La papa cultivada probablemente se origin6 en los Andes
Centrales peruano-bolivianos, siendo Solanum stenotomum la mas primitiva, y cuyo
probable ancestro sea Solanum leptophyes. El evento mas importante en este
proceso evolutivo fue sin duda la hibridacién de Solanum stenotomum con la especie
silvestre Solanum sparsipilum para forma Solanum tuberosum. La subespecie
original fue seguramente Solanum tuberosum ssp andigena. Mucho después, de la
subespecie andigena se derivo la subespecie tuberosum en el Sur de Chile. Asi,
pues, la subespecie tuberosum no solo es mucho mas reciente, sino que se origind

en otro a&mbito ecoldgico.

La papa junto con el trigo, arroz y maiz, es uno de los cuatro productos mas
importantes de la alimentacion mundial. Bolivia es el pais que consume mas papa,
en promedio cada habitante consume 80 kg de papa al afio por habitante (Ugarte,
2001). La papa es uno de los alimentos mas populares del mundo, junto con el arroz
y el trigo constituyen los alimentos mas consumidos por el hombre. Este tubérculo
posee diferentes bio-moléculas como constituyentes. A decir de (Sanchez, 2003) la
papa, excepto en carbohidratos, es pobre en sustancias nutritivas. Contiene un 75
por ciento de agua, 20 por ciento de carbohidratos, un 2 por ciento de proteinas y

el resto son minerales como potasio, magnesio y fosforo.



3.2 Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de la papa

Orden Solanales

Familia Solanaceae

Género Solanum

Especie Solanum tuberosum sp.

Fuente. Huasco, (2000)

3.3 Descripcion Morfologica de la papacultivada REDUCIR

Parsons (2003), describe a la papa (Solanum tuberosum sp.) como una planta anual
de tipo herbacea arbustiva, que alcanza un altura de 40 a 80 cm, y que se propaga
por medio de tubérculos. Las raices de la planta son de tipo adventicias y se
encuentran en los primeros 40 cm del suelo. Presenta tallo normal de tipo herbacea,
erecto, un poco velloso y con ramificaciones no muy desarrolladas. Las hojas son de
tipo compuesto con varios foliolos opuestos y uno grande como terminal. La
inflorescencia es del tipo cima compuesta terminal, con peddnculos largos, la flor es

completa y los cinco pétalos se funcionan formando el tubo floral.

Segun Montaldo, (1984), la papa es una planta suculenta, herbacea anual por su
parte aérea, y perenne por sus tubérculos (tallos subterraneos) que se desarrollan al
final de sus estolones que nacen del tallo principal. Posee un tallo principal, y a veces
varios tallos, segun el nimero de yemas que hayan brotado del tubérculo. Los tallos
son de seccion angular, y en las axilas de las hojas con los tallos se forman

ramificaciones secundarias.

Las hojas son alternas, igual que los estolones. Las primeras hojas tienen aspecto
simple, vienen después las hojas compuestas, imparipinadas con 3-4 pares de
hojuelas laterales y una hojuela terminal. Entre las hojuelas laterales hay hojuelas

pequefias de segundo orden. Las raices se desarrollan principalmente en el verticilo,



en los nddulos del tallo principal. Su crecimiento es primero vertical dentro de la capa
de suelo arable, luego horizontal de 25-50 cm, y a veces, cuando el suelo lo permite,
nuevamente vertical hasta 90 cm. La planta de papa posee un sistema radicular
fibroso muy ramificado. La inflorescencia es cimosa; las flores son hermafroditas,
tetraciclicas, pentdmeras; el céliz es gamosépalo lobulado; la corola es rotacea
pentabulada de color blanco a purpura, con 5 estambres. Cada estambre posee dos
anteras de color amarillo palido, amarillo mas fuerte o anaranjado, que producen
polen a través de un tubo terminal; gineceo con ovario bilocular. El fruto es una baya
bilocular de 15-30 mm de diametro, color verde, verde amarillento o verde azulado.

Cada fruto contiene aproximadamente 200 semillas (Montaldo, 1984).

El tubérculo de la papa es un tallo subterrdneo ensanchado. En la superficie posee
yemas axilares en grupo de 3-5 y protegidas por hojas escamosas (0jos). Una yema
representa una rama lateral del tallo subterraneo. El tubérculo es un sistema
morfolégico ramificado; los ojos de los tubérculos tiene una disposicién rotada
alterna desde el extremo proximal del tubérculo (donde va inserto el estolon) hasta
el extremo distal, donde los o0jos son mas abundantes. La yema apical del extremo
distal es la que primero se desarrolla domina el crecimiento de todas las otras. A este

fendmeno se le ha denominado “dominancia apical’ (Montaldo, 1984).

3.4 Caracteristicas de la variedad Huaycha Solanum tuberosum.

Plantas vigorosas, erectas color predominante de las flor violeta, color secundario de
la flor morado, grado de la floracion profuso, color del tallo; verde con mucha
pigmentacion, forma del tubérculo: redondo, ojos profundos. Numero cromosémico
2n=4x=48. Gabriel, J.; Pereira, R. y A, Gandarillas, (2011)

3.4.1 Caracteristicas Morfoldgicas

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. (PROINPA, 1994)



3.4.2 Descripcion Botéanica

Las raices son fibrosas, ramificadas; sus raices son de caracter adventicio, se
originan a partir de yemas subterraneas. Presentan tallos aéreos, que se originan a
partir de las yemas presentes en el tubérculo utilizado como semilla, son herbaceos.
Los rizomas crecen de la base del tallo aéreo, a través de un engrosamiento en su

extremo distal, genera un tubérculo.

Los tubérculos se hallan engrosados y estan adaptados para almacenar los
nutrientes. Presenta hojas compuestas de 7 a 9 foliolos, de forma lanceolada. La flor
es de color lila con rojo morado, las flores tienen de 3 a 4 cm de diametro, con cinco
pétalos. El fruto es una baya, con un didmetro de 1 y 3 cm. Presentan semillas

pequefas, aplanadas de forma arrifionada.

3.4.3 Caracteristicas Agronémicas

Especie Solanum tuberosum sp. Semi erecto ciclo vegetativo tardio 150 a 180 dias.
Alturas de crecimiento entre 2500 a 3800 msnm de los departamentos de
Cochabamba, La Paz, Potosi, Oruro y Chuquisaca. (PROINPA, 1994).

Aunque la especie Solanum tuberosum sp tiene la mas amplia distribucién geografica
que cualquier especie de papa cultivada, se cultiva entre los 2500 — 4000 m de la
region andina de Sudamérica, desde las serranias del noreste de Argentina, Punas y
Pre-punas de Bolivia, centro y sur del Peru, Jalcas del norte de Perty los Paramos y

Sub-paramos del Ecuador, Colombia y Venezuela (Ochoa, 2001).

3.4.4 Reaccion a Enfermedades y Factores Abioticos

El cultivo de papa es susceptible al nematodo rosario (Nacobbus aberrans), asi

también tiene ligera tolerancia a tizon tardio (phytophthora infestans). (PROINPA,
1994)



3.45 Semilla

Una semilla artificial es una estructura vegetal de origen normalmente asexual
obtenida in vitro a partir de cultivo de tejidos y modificada, que intenta imitar una
semilla natural. Estara formada por tejido meristematico toti potente capaz de
producir una planta completa o por brotes originados por cultivos de meristemos
(embriogénesis somatica), y una cubierta y endospermo artificiales en el caso

detenerlos (Querejeta et al. , S.F.).

Una semilla es definida como aquella unidad formada de un embrion cigético y su
provision de alimento almacenado, rodeados por cubiertas protectoras. Las semillas
naturales tienen, en su mayoria, un contenido de humedad bajo, un metabolismo a
nivel reducido y no presentan actividad aparente de crecimiento sino hasta la
germinacion. La semilla sintética mantiene muchas de estas caracteristicas, pero
adquiere otras nuevas gracias a su naturaleza de propagacion vegetativa (Lopez,
S.F.; Hartmann y Kester, 1999).

Inicialmente los investigadores utilizaron el concepto de semilla sintética desde un
punto de vista estricto, definiendo a esta aplicacion, como la ingenieria de los
embriones sométicos, donde es utilizado el encapsulamiento como forma de
propagacion. No obstante, en la actualidad esta definicion ha sido revolucionada
debido a la posibilidad del encapsulado de otros tejidos con capacidad meristematica
(Artola, 2002).

Las semillas sintéticas son propagulos clénales de fuente parental, que tienen la
capacidad para germinar in vitro y luego ser trasplantadas, pero que también pueden
ser sembradas directamente en un sustrato in vivo. Aunque en la actualidad, la
propagacion vegetativa por este método es una practica limitada a cultivos de alto
valor comercial, podria llegar a difundirse ampliamente si se lograra bajar

significativamente los costos de produccién (Artola, 2002).

La definicion de “Semilla Artificial’” es “Embriones Somaticos” encapsulados o

revestidos que se plantan y se tratan como semillas (Zaid et al., 2004).



Las semillas sintéticas, también denominadas semillas artificiales o semillas clonales,
son estructuras vegetales de origen normalmente asexual, capaces de producir un
vastago (brotes y ramificaciones aéreas) y una raiz (Retamal y Duran, 1989; citado
por (Gonzalez et al. 2004).

3.5 Biotecnologia vegetal

La biotecnologia vegetal es considerada como el area de la ciencia y la tecnologia
gue utiliza organismos vivos 0 algunas de sus partes constituyentes para generar
organismos modificados o productos derivados con utilidad clinica, alimentaria o

industrial. (Espinoza., 2013).

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta que fue desarrollando para la
investigacion, multiplicacion 'y mejoramiento de las plantas. Existen muchos
investigadores que han aportado significativamente razon por la cual podemos
entender mejor el cultivo de tejidos vegetales y su relacion con otras areas como la
fisiologia, bioquimica, morfogénesis, anatomia y otras asi como contribuciones

practicas en la multiplicaciéon y mejoramiento de las plantas. (Murillo, R., 2014).

Moderno conjunto de técnicas que utiliza sistemas biolégicos vegetales para crear o
modificar productos o procesos, para modernizar y mejorar la produccion agricola

(Marza, s.f.).

Mendoza; citado por Monroy (2009), indica es el area de la ciencia y tecnologia que
utiliza organismos vivos o0 algunas de sus partes constituyentes, para generar
organismos modificados o productos derivados con utilidad clinica, alimentaria y/o
industria. Tiene como objeto principal el aumento de la productividad de los
vegetales, lo cual es indispensable para lograr un incremento en la produccion de
alimentos y otros productos producidos por las plantas. Las investigaciones se
encuentran en producciones superiores, valor nutritivo mas elevado, plantas mas
resistentes a las condiciones ambientales, plantas resistentes a plagas y

enfermedades, conservacion de la diversidad de las especies.



Conjunto de diferentes tecnologias moleculares tales como la manipulacién vy
transferencia de genes, el tipo de ADN y la clonacion de plantas y animales (FAO,
2004).

3.6 Cultivo de tejidos

El cultivo in vitro, es el conjunto de técnicas y metodologias que permiten el cultivo
de partes de una planta tales como 6rganos, tejidos, células o simples protoplastos
en un recipiente que contienen sustancias nutritivas en condiciones de esterilidad y
en un ambiente controlado. Esta técnica aprovecha la totipotencia de las células
vegetales, o sea la capacidad de reproducir 6rganos como retofios Yy/o raices,
organogénesis, en un medio de cultivo favorable en un recipiente (Mendoza, 1994,
citado por Villalba, 2003).

“In vitro” significa, sencillamente, “en vidrio”, porque durante las primeras etapas del
proceso las plantas crecen en tubos de ensayo y matraces. Esta técnica se basa en
la “totipotencia celular”, la capacidad de una célula vegetal de formar una planta

completa, bajo condiciones, dadas en el cultivo in vitro (Hewstone y Reyes, 2011).

El término cultivo in vitro es considerado “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. (Espinoza, R., 2013).

El término genérico “cultivo de tejidos vegetales” involucra a diferentes técnicas de
culivo de material vegetal diverso, incluyendo a los protoplastos (células
desprovistas de su pared celular), células, tejidos, érganos y plantas completas.
Mediante estas y otras técnicas de cultivo, es posible obtener plantas libres de
microorganismos en un medio nutritivo aséptico (estéril) en condiciones ambientales
controladas. (Murillo, R., 2014).

También se los conoce como “cultivo in vitro de plantas” por realizarse en recipientes
de vidrio. Actualmente las primeras experiencias realizadas con el cultivo de tejidos

vegetales se remontan a 1902, pero recién en 1922 se logro el primer experimento
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exitoso: la germinacion in vitro de semillas de orquideas. Luego de la germinacion,
las plantas obtenidas se transfirieron a un medios de cultivo en condiciones
asépticas, y asi se mantuvieron protegidas del ataque de patégenos (hongos, virus y
bacterias). (Murillo, R., 2014).

Segun el CIAT (1991), define que es un conjunto muy heterogéneo de técnicas que
presentan en comun el hecho de que un explante (una parte separada del vegetal
que pueden ser protoplastos células desprovistas de pared celular— células, tejidos u
organos) se cultiva asépticamente en un medio artificial de composicion quimica

definida y se incuba en condiciones ambientales controladas.

El cultivo de tejidos, como técnica consiste esencialmente en aislar una porcion de la
planta (explante) y proporcionarle artificialmente las condiciones fisicas y quimicas
apropiadas para que las células expresen su potencial intrinseco o inducido. Es
necesario ademas adoptar procedimientos de asepsia para mantener los cultivos

libres de contaminacion microbiana (CIAT, 1991).

El concepto de cultivo de tejidos o propagacion in vitro (del latin en vidrio) abarca
tanto el cultivo aséptico como de células y 6rganos. Se le llama in vitro debido a que
se cultiva en recipientes de vidrio o plastico transparente. Esta técnica consiste en
cultivar un in6culo con propiedades de diferenciacion bajo condiciones asépticas en

presencia de una dieta balanceada de nutrientes y hormonas. (CATIE, 1994).

Esta capacidad de regenerar no solamente tejidos y érganos, sino también planta
entera es Unica en plantas, no puede encontrarse un fenbmeno similar en animales
superiores. Se define el cultivo de tejidos como un conjunto de técnicas con la cual
se puede ejercer un control relativo sobre los procesos morfo genéticos, fisiologicos y

bioquimicos que se llevan a cabo en los tejidos bajo estudio (CATIE, 1994).

3.6.1 Cultivo de células y tejidos

El material de partida de los cultivos in vitro son los explantes, definicion que se da a
una parte de la planta con caracteristicas de regeneracion. Es por eso que los

cultivos in vitro pueden iniciarse practicamente a partir de cualquier parte de la
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planta, sin embargo la fuente inicial del material vegetal puede ser determinante para
el éxito del establecimiento de un determinado cultivo, muchos autores sugieren
comparar sistematicamente varias fuentes de células y tejidos antes de decidirse por
uno de ellos, sus pruebas preliminares garantizan el prendimiento del explante en los

diferentes medios de cultivo utilizados como sustrato artificial. (Espinoza, R., 2013).

El éxito de cultivo de células y tejidos disminuye con el aumento de la edad de la
planta, por eso se recomienda utilizar plantas jovenes como fuentes de explantes,
otro factor influyente es el tipo de la planta, por ejemplo los tejidos de plantas
gimnospermas son mas dificiles de cultivar que las angiospermas, por otro lado del
material derivado de plantas dicotiledéneas puede cultivarse con mas facilidad que

las monocotiledoneas. (Espinoza, R., 2013).

El éxito en la propagacién de una planta dependera de la posibilidad de expresién de
la potencialidad celular total, es decir, que algunas recuperen su condicidén
meristematica. A tal fin, debe incluirse primero la desdiferenciacion y luego la
rediferenciacion celular. Un proceso de este tipo sucede durante la formacion de las
raices adventicias en el enraizamiento de estacas y la formacién de yemas
adventicias. (Murillo, R., 2014).

No existen que en todo intento de propagacion vegetal, ya sea in vitro o in vivo el
caracter del proceso de diferenciacion depende del genoma de la especie, y que esta
regulado por el balance hormonal propio y por el estado fisioldgico del 6rgano, tejido
0 célula puesta en cultivo. Sin embargo, también se sabe que ese balance puede ser
modificado por el arreglo de compuestos que emiten la accién de las hormonas
vegetales. Estos compuestos se denominan reguladores de crecimiento, y se
emplean en los medios de cultivo para conseguir la micropropagacion de una planta.
(Murillo, R., 2014).

3.6.2 Cultivo de 6rganos

Este método fue uno de los primeros en poner en practica, consiste en emplear

explantes provenientes de raices, tallos, hojas, embriones, anteras, meristemos y
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otros. Entre los mencionados el cultivo de anteras, de embriones y de meristemos
son muy importantes porque tienen una utilizacion frecuente en la propagacion y

mejoramiento genético. (Espinoza, R., 2013).

Cunado un organo es cultivado en medios de cultivo llamados también medios
sintéticos, el crecimiento y desarrollo puede continuar de manera semejante al que
tenia en la planta madre o cambiar totalmente, por ejemplo un embrion aislado de
una semilla e inoculado en medios sintético puede creer y desarrollarse
armoénicamente hasta formar una marca completa; sin embrago dependiendo de los
reguladores de crecimiento presentes en el medio de cultivo se pueden favorecer el
desarrollo solo de los primordios foliares o radiculares del embrién, existiendo un
desarrollo desproporcionado de una de las dos partes, es posible también que los
reguladores de crecimiento en los medios de cultivo puede inducir la formacién e

callos, meristemas, apical y yemas. (Espinoza, R., 2013).

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

cantidad de plantas deseadas. (Murillo, R., 2014).

Entre los métodos para lograr la multiplicacion de propagalos in vitro, la proliferacion
de yemas axilares posibilita la estabilidad genética en las plantas producidas y puede
ser facilmente establecida en la mayoria de las especies. Es el método que mayor

popularidad ha alcanzado en los Ultimos afios. (Murillo, R., 2014).

3.6.3 Cultivo de apices y meristemo

CORPOICA (2000), el cultivo de meristemos es una técnica que se Uutiliza para
producir materiales libres de virus y otros patdégenos. EI meristemo es el punto de
crecimiento de las yemas vegetales de las plantas, considerado libre de virus. El
aislamiento del meristemo en condiciones asépticas y su posterior siembra en un

medio de cultivo especifico, bajo condiciones controladas de luz, temperatura y
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humedad relativa, permite el desarrollo de planulas in vitro, después de seis a ocho

semanas (semilla inicial).

El cultivo de meristemas tiene numerosas aplicaciones. Una de las mas importantes
es la obtencion de plantas libres de virus, ya que esta pequefia zona de tejido
generalmente no es afectada por estos patdgenos vegetales. Otra muy importante es
la multiplicacion vegetal. La técnica permite también multiplicar especies de plantas
con reproduccidn lenta o dificultosa (como las orquideas), o acelerar la produccion de

plantas bianuales (Segretin, 2006).

Un meristemo estd compuesto por células no especializadas que se dividen para
formar nuevas células vy tejidos. Por ello, las células que componen los meristemas
suelen llamarse células embrionicas. Los meristemas que se encuentran en las
partes terminales de las raices, tallos y en las axilas formando las yemas axilares, se

denomina en su conjunto meristemas apicales (Fonturbel et al 2007).

La técnica de cultivo de meristemos es empleada para la obtencién de plantas libres
de patdogenos y se fundamenta en el hecho de que la distribucion de
microorganismos como los virus, bacterias, micro plasmas y otros en los tejidos de la
planta infectada no es uniforme y su concentracion tiende a disminuir
progresivamente hacia el apice del tallo, por tanto las posibilidades de que las células
del meristemo se encuentren mayor nimero de particulas o estén libres estas son

mayores que en los tejidos mas diferenciados de la planta. (Espinoza, R., 2013).

El termino cultivo de meristemos ha sido utilizado para designar a fragmentos o
tejidos en un rango de 0.1 mm hasta 1mm, sin embargo para el cultivo aséptico y el
saneamiento este término implica el aislamiento del domo meristematico mas es
primer primordio foliar en un rango de 0.1-0.5 mm, a partir de este tamafio se

considera cultivo de apices. (Espinoza, R., 2013).

La técnica de cultivo de meristemos, como método de saneamiento, se fundamenta
en la distribucién no uniforme de los microorganismos (virus, bacterias, mico
plasmas) en los tejidos de las plantas infectadas y su disminucién progresiva hacia el

apice del tallo. Por tanto, son mayores las posibilidades que las células del
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meristemo apical se encuentren libres de microorganismos, a diferencia de los tejidos

mas organizados de las plantas. (Murillo, R., 2014).

Esta técnica consiste en aislar asépticamente la region meristematica con 1-3 de los
primordios foliares més jovenes e implantarla en un medio de cultivo estéril, con el
propésito de inducir la diferenciacion de células y tejidos en plantas completas,

mediante la utilizacion de medios de cultivo adecuados. (Murillo, R., 2014).

3.7 Explante

El concepto de explante se refiere a cualquier parte vegetal que ha sido separada de
la planta, que puede ser un tejido (fragmentos de hojas, tallos, raices completas,
etc.), estructuras como las anteras y los ovarios, o bien células individuales (como en
el caso de los protoplastos). Con excepcion de los ovulos y el polen, los explantes

estan constituidos por tejidos y/o células soméaticos. (Moya, 2001).

La seleccion de un adecuado explante inicial determina mejores resultados en la
regeneracion o formacién de las plantas in vitro. La seccion de tejido utilizada varia
en dependencia de las caracteristicas morfologicas de las diferentes especies, como
regla general, se toman las yemas del tallo principal y de los brotes axilares de las
plantas. (Murillo, R., 2014).

Existen especies donde pueden utilizarse diferentes partes vegetativas como material
inicial, por ejemplo en papa (Solanum tuberosum sp.) se utilizan las yemas brotadas
de los tubérculos o las yemas apicales y axilares de plantas completas. Sin embargo
los mejores resultados se obtienen al tomar las yemas de tubérculos brotados, por
facilitarse su desinfeccion y manejo, con el 56,6por ciento de regeneracion de
meristemos de 0.1 a 0.4 mm. (Murillo, R., 2014).

Los explantes en crecimiento que tienen su zona de tejido cubierto son mas faciles
de desinfectar que los explantes de plantas adultas o plantas perennes. El tamafio
del explante es otro factor que influye en la desinfeccion y regeneracion de plantas, si
el explante es mas pequefio es menor el riesgo de contaminacion y mas dificil la

regeneracion mientras que con el aumento del tamafio del explante hay ms
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contaminacion y el crecimiento y la regeneracion de plantas es mas rapida.
(Espinoza, R., 2013).

3.8 Medio de cultivo

Segun Rodriguez (1999), el medio de cultivo se compone de sales minerales, las
cuales remplazan a los fertilizantes ademas de sustancias organicas como los
azucares (fuentes de carbono), vitaminas (complejo B) y hormonas de crecimiento
(auxinas que estimulan el crecimiento de las raices y las citocininas que inducen el

crecimiento de la parte aérea o el vastago).

Roca y Mroginski (1991), afirman que el éxito del cultivo de tejidos depende de la
composicion quimica del medio de cultivo y de su estado fisico. En la actualidad
existen innumerables formulaciones cada de las cuales contiene entre 15 y 35

compuestos quimicos que suministran:

a) Carbono b) Nutrientes minerales c) Vitaminas d) Agente gelificante (en el caso de

medios semisélidos) e) Sustancias reguladoras de crecimiento f) Otros compuestos

El medio de cultivo es la combinacién sélida o liqguida de nutrientes y agua,
usualmente incluye sales inorganicas, 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 (Sandoval, 2001).

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

utilizando para el crecimiento y desarrollo de las vitroplantas. (Espinoza, R., 2013).

El medio de cultivo permite que de forma artificial y bajo condiciones estériles puedan
vivir y multiplicarse células, tejidos y érganos separados del tejido que les dio origen.
Los medios de cultivo contienen macronutrientes, micronutrientes ademas de
carbohidratos, usualmente la sacarosa puede reemplazar el carbono que la planta

normalmente fija en la atmosfera por medio de la fotosintesis y compuestos
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organicos en pequefias cantidades como vitaminas, aminoacidos y reguladores de

crecimiento. (Espinoza, R., 2013).

Estos componentes del medio de cultivo se clasifican en: Sales inorganicas,
compuestos organicos, complejos naturales, material de soporte (estado fisico).
(Espinoza, R., 2013).

Los medios de cultivo deben ser preparados con sumo cuidado, ya que los diversos
productos que lo conforman intervienen en cantidades pequefias. Un adecuado
medio de cultivo debe tener sales minerales, vitaminas, reguladores de crecimiento,
aminoacidos y otros elementos inorganicos los que varian ampliamente respecto a
su composicién y concentracién. Los ingredientes del medio de cultivo se pueden
clasificar en: Sales inorganicas, Compuestos organicos, Complejos naturales y

Materiales inertes de soporte. (Murillo, R., 2014).

3.8.1 Composiciéon del medio de cultivo

El medio de cultivo mas utilizado para la multiplicacién de explantes sencillo, se

denomina MS dado que fue desarrollado por (Murashige y Skoog en 1962).

Una vez establecido el explante, apices inician rapidamente la brotacion y en dos a
cuatro semanas se obtiene una planta in vitro con seis o siete nudos. Las plantulas
in vitro son seccionadas en micro estacas con una o dos yemas para ser transferidas
nuevamente a recipientes con medio de cultivo MS estéril y asi sucesivamente para
incrementar la cantidad de plantas in vitro hasta obtener un total preestablecido
(Escalan, 2002).

a) Sales inorgénicas o minerales

Barba (2001), indica que se dividen en macro y micronutrientes, esta division se basa
en la cantidad que absorben las plantas ciertos elementos: calcio, magnesio, potasio,
nitrogeno, fosforo y azufre son requeridos por la planta en grandes cantidades (g/l) y

se les llama macronutrientes. Otros como el hierro, manganeso, boro, cobre, znc,
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molibdeno y cloro, se requieren en pequefias cantidades en pequeias cantidades

(mg/l o ppm) y se llaman elementos traza o micronutriente.

Los nutrientes inorganicos utilizados en el 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 reconcentraciones mas bajas. (Espinoza, R., 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 o trazas de otros llamados micronutrientes.
(Murillo, R., 2014).

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, |, 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 formulacién de varias muestras salinas. (Murillo, R.,
2014).

La férmula de Murashige y Skoog (1962), es la que se utiliza con mayor frecuencia,
pues ha demostrado que es medio adecuado para una gran variedad de especies asi

como para diferentes partes de una planta. (Murillo, R., 2014).
b) Compuestos organicos

Segun Hurtado y Merino (1997), se clasifica en tres grupos: carbohidratos,
sustancias hormonales y vitaminas. Frecuentemente se han obtenido buenos
resultados cuando se emplean también ciertos aminoacidos y/o amidas, algunas

purinas, pirimidinas, hexitoles y &cidos organicos.

Los compuestos organicos se clasifican en cuatro grupos importantes: Carbohidratos
o fuentes de energia, Sustancias hormonales, Vitaminas, Aminoacidos amidas.
(Espinoza, R., 2013).
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Podemos clasificarlos en tres grupos: Fuentes de carbono, hormonas, vitaminas,

aminoacidos y acidos organicos. (Murillo, R., 2014).
c) Fuentes de Carbono

Hurtado y merino (1997), indica que la sacarosa es la fuente de carbono mas
ampliamente usada, y se emplea a una concentracion de 2 a 3por ciento; sin
embargo en ciertas especies se emplean concentraciones muy elevadas (5 a 12 por
ciento). Ocasionalmente se emplea la glucosa en cultivo de monocotiledoneas, asi

como la fructosa y el almidén para otras especies.

Mendoza (2007), indica que intervienen en el crecimiento, metabolismo y estructura

de los vegetales.

El compuesto mas usados como fuente de energia es la sacarosa considerado
esencial en los medios de cultivo, se puede usar también otros carbohidratos como la
glucosa, fructosa, lactosa, maltosa, galactosa, sorbitol y el azicar comun, es
recomendable usar azlcar morena porque mientras menos procesada sea el
carbohidrato menos contaminacion existe en los medios de cultivo. (Espinoza, R.,
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 azlcar refinada que también genera 6ptimos resultados.
(Murillo, R., 2014).

d) Reguladores de crecimiento

Hurtado y Merino (1997), coinciden en que los reguladores de crecimiento son un
conjunto de sustancias quimicas y organicas distinto de los nutrientes, que en
pequefas cantidades estimulan, inhiben o modifican de algin modo cualquier

proceso fisioldgico en las plantas.
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Pierik (1990), en el cultivo in vitro de las plantas superiores, los reguladores
especialmente las auxinas y citocininas juegan un papel muy importante, se puede
decir que el cultivo in vitro es generalmente imposible sin reguladores. De acuerdo
con Hurtado y Merino (1997), actualmente los reguladores de crecimiento estan bien
agrupadas y divididas en: promotores de crecimiento (auxinas, citocininas y

giberelinas), inhibidores de Crecimiento (acido abcisico) y etileno.

Las auxinas y las citocininas son las fitohormonas que tienen esencial importancia en
el cultivo de tejidos y células de las plantas, sin embargo son consideradas también

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

Se utilizan propiamente cuatro grupos de reguladores de crecimiento; Auxina,
citocininas, giberelinas y acido abcisico. En algunos casos se Uutiliza el etileno.
(Murillo, R., 2014).

« Auxinas

Espinoza (2013), indica que las auxinas ayudan a la elongacién de las células, entre
ellas tenemos 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 importante y mundialmente usado en
los medios de cultivo para células y tejidos con finalidad de obtener callos porque
ocasiona un crecimiento desorganizado en las células y el mas débil es el AIA por
gue facilmente es inactivado por la luz, 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, coo
los apices vegetativos constituyen zonas activas de biosintesis de estas. Las yemas
y meristemos de tamafios menores a 0.4 mm no producen o retienen suficiente
auxinas endogenas, lo que hace necesario la aplicacion de auxina exdgena a los

medios del cultivo. (Espinoza, R., 2013).

Murillo (2014), indica que las auxinas se sintetizan en 4pices de tallos jovenes, por lo

tanto tienen efecto en la dominancia apical y formacion de O6rganos. Tienen
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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.

La concentraciéon 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, R.,
2014).

+ Citocininas

Son consideradas citocininas aquellas sustancias quimicas que pueden estimular

principalmente la divisién celular citocinesis. (Espinoza, R., 2013).

Casi todas las citocininas son sintéticas y derivadas de la adenina dentro de este
grupo se encuentran las kinetina (6-furfuril  amino-purina), BAP (6 benzil
aminopurina), 2ip (6 dimetil alil purina) y la zeatina (6(hidroxi. 3 metil, 2 bunetil)
adenina, esta Ultima es considerada citocinina natural porque es extraida del
endospermo del maiz. La citocininas realizan su efecto incrementando la division
celular, dicha accién esta relacionado con la presencia de auxinas. (Espinoza, R.,
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, R., 2014).

Las posibles respuestas al tratamiento con citocininas son: Division celular, induccion
a la formacion de tallos y proliferacion de yemas axilares, inhibicion de la formacion
de raices. (Murillo, R., 2014).
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e) Vitaminas y aminoacidos

Las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones cataliticas
en el metabolismo y son requeridas en pequefias cantidades, las vitaminas mas
usadas son: la vitamina B1, es la vitamina mas usada por ser esencial en los medios
de cultivo para la micropropagacion de plantas, se aflade como Tiamina HCI en

cantidades que varian de 0.1 a 30 mg/l. (Espinoza, R., 2013).

Son esenciales para ciertas funciones cataliticas en el metabolismo celular
mejorando el crecimiento celular y son requeridas en pequeias cantidades. (Murillo,
R., 2014).

Lépez (1990), ningln aminoacido es esencial para el crecimiento de tejidos in vitro,
los aminoacidos proporcionan una fuente inmediata de nitrogeno al tejido y su
asimilacion puede ser mas rapida que el nitrégeno inorganico proporcionado por el

medio.

Los aminoacidos y amidas son empleados en los medios de cultivo como fuentes de
nitrbgeno organico, pero muchas veces no es necesario porque el medio de cultivo
contiene otros elementos de Nitrdgeno, resulta beneficiosa su inclusion para
favorecer el desarrollo de las vitroplantas. (Espinoza, R., 2013).

f) Materiales inertes de soporte

Desde hace mucho tiempo atras, los medios de cultivo has 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 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 afadido al medio de
concentraciones de 6 a 9 g/l para medios solidos y 2 a 4 g7l para medios

semisdlidos. (Espinoza, R., 2013).
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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, R., 2014).

3.9 Giberelinas

Otro regulador de crecimiento es el Acido Giberélico (4G3), 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, pifa y totora. (Espinoza, R., 2013).

Este compuesto es recomendado para la regeneracion de las plantas. Su principal
accion del Acido Giberélico es ayudar a la elongacion de las vitroplantas y reprime la
formacion de brotes de cualquier clase te tejido organizado. (Espinoza, R., 2013).

En la planta son sintetizadas en puntos de crecimiento como embriones, meristemas
o0 tejidos en desarrollo. En la naturaleza existen muchas y se las denomina
Giberelinas. Muchas se han sintetizado, pero solo dos o0 tres se encuentran
disponibles en el mercado. El Acido Giberélico (4G;), es el méas frecuente empleado
en el cultivo in vitro. Tienen efectos similares a las auxinas, pero su distribucion no es
polar como las de estas, ademas trabajan en los puntos donde las auxinas son

inefectivas o inhibidas y viceversa. (Murillo, R., 2014).

Division y elongacion celular, crecimiento de longitud de la raiz principal e inhibicion

de la ramificacion radical y promueve germinacion de semillas. (INTAGRI, 2017).

La adicién de 1,0 mg/L. de acido giberélico en el medio de cultivo, constituye una
formulacion hormonal adecuada para inducir el proceso de organogénesis indirecta.
(Jiménez, 2009).

Las giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en las

puntas de las raices, en los frutos, tejidos jévenes y semillas en desarrollo. Esta
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hormona induce el crecimiento del tallo, regulacién de la transicién entre la fase
juvenil y el adulto, induccion a la floracion y la determinacion sexual de la flor,
induccién de la germinacion ademas de promover la elongacion internodal.
(Sandoval, 2001).

3.10 Micropropagacion

Segun el INTA (2010), la micropropagacion consiste en la propagacion de plantas en
un ambiente artificial controlado, empleando un medio de cultivo adecuado. El cultivo
es asi una herramienta muy Util en los programas de mejoramiento, ya que tiene el
potencial de producir plantas de calidad uniforme a escala comercial, a partir de un
genotipo selecto y con una tasa de multiplicacion ilimitada. Esto es posible gracias a
la propiedad de totipotencia que tienen las células vegetales; esto es la capacidad de

regenerar una planta completa cuando estan sujetas a los estimulos adecuados.

Si el cultivo de tejidos consiste en cultivar asépticamente diferentes explantes
constituidos por fracciones de un tejido u 6rgano que se extrae de la planta, la

micropropagacion es practicamente una multiplicacién masiva in vitro (CIAT, 1991).

La propagacion vegetativa in vitro, también denominada micropropagacion, es la
aplicacion mas completa del cultivo de tejidos, de la mayor impacto y el mas
ampliamente utilizado en todos los laboratorios de biotecnologia vegetal. Consiste en
producir plantas conformes a la planta madre por las estimulaciones de capacidades
naturales de multiplicacion vegetativa de la especie por la induccion de una nueva
organogénesis de brotes y raices. La micropropagacion aplicacion en la
multiplicacion rapida de variedades nuevas o introducidas recientemente, 0 n
aguellas especies que tienen un bajo porcentaje de reproduccion, también es usado

ampliamente en programas de mejoramiento genético. (Espinoza, R., 2013).

Se entiende por micropropagacion cualquier procedimiento aséptico que comprenda
la manipulacién 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
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propagacion vegetativa no aséptica que se practica convencionalmente. (Murillo, R.,
2014).

Este procedimiento implica que cada una de las plantulas que se produzcan pueda
crecer y ser fenotipica y genotipicamente idénticas a la planta original de que se
deriva. (Murillo, R., 2014).

3.10.1 Ventajas de la micropropagaciéon

Murillo (2014), menciona las siguientes ventajas que presenta la micropropagacion in

vitro.
% Mayor rapidez en laintroduccién de productos

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

producciones en espacios reducidos.

% Mayor calidad del producto

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

enfermedades, mejoramiento del fenotipo de las plantas.

% Mayor facilidad en la comercializacién

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

durante todo el afio.

3.10.2 Factores limitantes de la micropropagacién

« Costo de produccion relativamente alto

La micropropagacién aun requiere de un alto componente de mano de obra

altamente calificada. Por tanto los costos en muchas especies son mas altos que los
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de métodos convencionales como la produccién 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 solucion temporal,

se necesitan métodos con costos reducidos.
% Aparicion de plantas fuera de tipo

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

siempre un riesgo en este método.

% 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 nimero de especies, estos aun no estan listos para su aplicacién a
escala comercial y en otros cultivos ningun sistema de regeneraciéon ha sido

desarrollado hasta el momento, lo cual limita la aplicacién de esta tecnologia.

3.11 Fases de la micropropagacién

Para tener buenos resultados en el proceso de la micropropagacion depende del
control de un gran nimero de variables, no solamente de la composicion de medio de
cultivo como normalmente se cree sino también del material vegetal, de manipuleo
desde el aislamiento del explante inicial hasta el transporte de la planta. Esta
manipulacion incluye el manejo de la planta madre, las caracteristicas del explante
utilizado, el procedimiento del cultivo adoptado, las condiciones ambientales y micro

ambientales dentro del frasco de cultivo y el trasplante. (Espinoza, R., 2013).

Segun la experiencia en la propagacién comercial pueden identificarse cinco etapas

bien definidas con sus objetivos especificos. (Murillo, R., 2014).
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3.11.1 Fase 0 Seleccién 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 propagacién de un material con la mayor calidad desde el punto de vista

genético y sanitario. (Espinoza, R., 2013).

Inicialmente esta fase fue concebida para tratar de reducir los problemas de
contaminacion que se presentaban convenientemente en la Fase | (Debergh y
Maene, 1981). (Murillo, R., 2014).

Sin embargo 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, fisiolégico como genético. (Murillo, R., 2014).

3.11.2 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 aseépticas en medios de cultivo, esta fase termina con la obtencion de
un cultivo libre de contaminacion visibles y suficientemente adaptadas a las
condiciones in vitro de modo que pueda presentar una reaccion favorable a la

aplicacion de fitoreguladores en la fase siguiente. (Espinoza, R., 2013).

El objetivo de esta etapa es lograr el establecimiento de cultivos axenico y
fisiologicamente vigorosos con los cuales iniciar el proceso de multiplicacién. (Murillo,
R., 2014).
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3.11.3 Fase Il Multiplicacion

La Obtencion y multiplicacion de papa sana in vitro, en su primer fase de la
produccion de tubérculo-semilla se lleva a cabo en el laboratorio y se inicia con la
siembra de una seccion de tejido vegetal de la papa, llamado explante, en un medio
de cultivo artificial, el cual bajo condiciones de esterilidad y los apropiados
requerimientos de temperatura y luz, crece para dar origen a una plantula in vitro en
poco tiempo, que es seccionada en micro estacas, las cuales son sub cultivadas
nuevamente y asi sucesivamente hasta tener tantos miles de plantas in vitro como se

hayan planeado. (Pérez, 1998).

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, R., 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, operacién que se repite

hasta lograr la cantidad de plantas deseadas. (Murillo, R., 2014).

3.11.4 Fase lll Enraizamiento

En esta etapa se produce la formacion de raices adventicias. En las especies
herbaceas es relativamente facil mientras que en las especies lefiosas es complicado
por su limitada capacidad rizo génica, se procede al enraizamiento de los propagulos

para la obtencién de plantas completas; dura de 2 a 4 semanas. (Hurtado M., 1994)

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, pero no siempre esta fase es llevada a condiciones in

vitro, existe las posibilidad de hacerlo en recipientes con sustratos en condiciones de
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laboratorio, sumergiendo los brotes antes de trasplantar en una solucién enraizadora.
(Espinoza, R., 2013).

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, R.,
2014).

3.11.5 Fase IV Aclimatacion

La textura, el pH y la composicion del sustrato estaran dados en las condiciones
especificas de la especie que se trate. La etapa de acondicionamiento a invernadero
dura de 6 a 8 semanas. (Hurtado M., 1994)

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 tamafo que le permita ser plantada en el campo. (Espinoza, R., 2013).

Los objetivos primarios de la fase de aclimatacion 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 morfologicas
normales, después de las etapas in vitro. La eficiencia en la aclimatacion es
trascendental para la propagacién comercial, pues del resultado de esta dependera
en gran medida la eficiencia total del proceso y la calidad final de las plantas.
(Murillo, R., 2014).

3.11.6 Semilla pre-basica

Entre los insumos para la produccion de papa, la semilla es el mas importante, ésta
se produce generalmente en zonas altas, siendo el departamento de Cochabamba el
primer productor y consumidor de semilla certificada de papa (Guidi y Mamani,
2001).
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El proceso de produccién de semilla de papa de calidad empieza en el laboratorio,
multiplicando plantas libres de patdégenos, luego pasan a invernaderos donde las
plantulas se tienen que multiplicar en sustratos estériles para obtener la semilla pre
basica. Luego estos se multiplican en campo para obtener la semilla basica y otras

categorias de semilla de acuerdo al grado de sanidad y la legislacion de cada pais.

Segun Mariscal (2000), la semilla pre-basica es producida por instituciones
registradas, ademas deben de provenir de cultivo de tejidos, ser producidos en
invernaderos aprueba de afidos con un sistema de esterilizacién de suelos y contar

con pruebas para el control fitosanitario.

Las categorias reconocidas en la produccion de semilla certificada de papa son:
genética, pre-basica, basica, registrada y certificada. De estos, la semilla pre-basica
es resultante de la multiplicacion de la semilla genética. Esta categoria esti
destinada para semillas de aquellas especies que por su naturaleza requieren de una

multiplicacion vegetativa mediante el cultivo de tejidos (Polar, 2001).

Para el Programa Nacional de Semillas (PNS), resumido en la memoria del
Lanzamiento del Afio Internacional de la Papa en Bolivia, 2008) los volimenes de
produccién de semilla certificada se incrementaron de 6.980 TM en 1987 hasta

volimenes superiores de 57.736,96 TM en los dltimos afios.

Segun informacién procesada por Murillo (2012), en Bolivia se utiliza solo el 3por
ciento de semilla certificada de papa para la producciéon. En ese sentido, se
considera que una alternativa para producir semilla pre-basica de papa de alta
calidad genética y fitosanitaria es a través de las técnicas de propagacion in vitro que

facilitan la produccion masiva en un espacio reducido y en corto tiempo.

4 LOCALIZACION
4.1 Ubicacion Geografica

La presente investigacion se realiz6 en ambientes del Laboratorio de Biotecnologia

Vegetal, de la Facultad de Agronomia dependiente de la Universidad Mayor de San
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Andrés (UMSA), ubicado a una altura aproximada de 3650 msnm, geogréficamente
situada entre los paralelos 16°30°00” latitud Sur, y 68°08’00” Longitud Oeste del
Meridiano de Greenwich.(Soliz, 2004).

5 MATERIALES Y METODOS
5.1 Material Experimental
5.1.1 Material Vegetal

El material vegetal utilizado, fueron tubérculos de Solanum tuberosum sp, variedad
Huaycha, de gran aceptacion en mercados regionales, las cuales se obtuvieron de la

provincia Ayopaya del departamento de Cochabamba.

Segun Huasco, (2000); Merino, (2004); Mena, (2005) y Mamani, (2006); las

caracteristicas morfo-agronémicas de la variedad en estudio son las siguientes:

Color de flor: Lila con rojo morado

Formadel tubérculo: Redondo con ojos profundos 40

Color de la piel: Rojo con areas de color amatrillo alrededor de los ojos
Color dela pulpa: Crema

Ciclo vegetativo: Semi-tardio (150 -160 dias)

Zonas de cultivo: Se adapta de los Andes al Sub - tropico

Adaptacion: Muy productiva

5.1.2 Laboratorio de Biotecnologia Vegetal Facultad de Agronomia UMSA

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

aéreas especfficas:
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a) Area de lavado: Destinado a limpieza de instrumental, frascos, recipientes,
material vegetal, Provista de mesones, lavaderos de acero, bafadores de plastico y

destilador de agua.

b) Area de preparacion de medio de cultivo y esterilizacion: Establecida para
preparar medios de cultivo, equipada con estantes para almacenar reactivos

quimicos, materiales de vidrio; cuenta con mesones para la preparacion de medios.

c) Area de transferencia: Destinada para trabajos de, micropropagacion y

transferencia de explantes a condiciones in vitro; provista de una camara de flujo

laminar, cuenta con altos niveles de asepsia.

d) Area de incubacion: Los cultivos in vitro se incuban en una sala que provee

condiciones ambientales minimamente requeridas, llegando a tener una temperatura

promedio 28°C y humedad relativa 60 por ciento .

El fotoperiodo del area de incubacion fue de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad,
para la etapa de introduccion y multiplicacién, controlado por un temporizador

programable.

5.1.3 Equipos y Materiales de laboratorio

a) Equipos de laboratorio: Autoclave tipo horizontal, (vapor bajo presion), balanzas

(analitica y precisién), camara 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 (10,25 ml), probetas (250 ml), vasitos de
vidrio cocteleros (40x80mm), placas petri, vaso de precipitacién (1000 ml), varilla de

vidrio.

c) Instrumental de diseccion e implementos de laboratorio: Hojas de bisturi (N°
20), mangos para bisturi, pinzas largas, tijeras, mechero de alcohol, bandeja de

metal, papel aluminio, papel toalla, plastifilm.
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d) Indumentaria y materiales de asepsia: Guardapolvos, barbijos, detergente,

jabon desinfectante antibacterial, algodén, guantes de latex desechables.

5.1.4 Reactivos quimicos

a) Medios de cultivo: Sales minerales y vitaminas del medio basal MS Murashige y
Skoog ,1962.

b) Reguladores de crecimiento: Acido Giberélico (AG)3.

c) Reactivos: Hidroxido de sodio (NaOH al 1N), acido clorhidrico (HCI al 1N), agua

destilada, alcohol etiico al 70 por ciento y 96 por ciento (v/v), hipoclorito de sodio

(NaClO) 3 por ciento (p/v), agar 50 por ciento, sacarosa 2 por ciento (p/v).

5.1.5 Materiales de gabinete

Computadora, Impresora, calculadora, camara fotografica, planillas, marcador
indeleble, etiquetas, regla, programa INFOSTAT y SAS.

5.2 Metodologia

5.2.1 Obtenci6én de Material

Para la obtencion de meristemos de la variedad Huaycha, se seleccionaron
tubérculos obtenidos en campo que no presentaron ningun sintoma de enfermedad.
Se almacenaron en una incubadora por el tiempo de un mes, no estuvieron
expuestos a la luz; con el propésito de poder desarrollar brotes. Se establecié al
cultivo aséptico en frascos por lo que se obtuvieron 60 vitroplantas de la variedad
Huaycha con una altura promedio de 6.5 y 7.5 cm. En la preparacién del medio de
cultivo (Murashige y Skoog, 1962), no se adiciono auxinas, citocininas ni giberelinas
para la obtencion de vitroplantas de los meristemos y en los sub cultivos de los

explantes.
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5.2.2 Procedimiento Experimental

Se efectuaron ensayos preliminares, que abarcaran desde realizaciéon de pruebas
piloto, adecuacion del laboratorio, instrumental y material vegetal; la investigacién se

dividi6 en etapas para su andlisis.

5.2.3 Etapa O Tratamiento del material vegetal

La priorizacion de tubérculos madre de la variedad Huaycha (Solanum tuberosum
sp.), se basd en la seleccién por condiciones fisicas y estado de sanidad 6ptima
(sintoma de contaminacion fungica, bacteriana), presencia de rugosidades, darfios
fisicos u otro aspecto no deseable que influya en la obtencién de brotes de buena

calidad.

El material vegetal (tubérculos madre) seleccionado, se lavd con agua corriente para

eliminar restos de sustratos y materia organica.

5.2.4 Etapal Establecimiento del material vegetal a condiciones in vitro

5.2.4.1 Preparacién del medio de cultivo

El medio base Murashige y Skoog (1962), 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 (CIP, 1998).

De acuerdo al requerimiento de medio de cultivo para la investigacion, se formulo

soluciones stock, donde los nutrimentos estan dispuestos en altas concentraciones.

Se pes6 el medio basal Murashige y Skoog (1962), no se adicion6 reguladores de

crecimiento.
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5.2.4.2 Desinfeccion y establecimiento a condiciones in vitro del material

vegetal

En condiciones asépticas, se procedié seccionar los brotes desarrollados por los
tubérculos, de una longitud aproximada de 20 mm, los explantes fueron sometidos a
desinfeccion externa mediante inmersién en alcohol al 70 por ciento por diez
segundos y en una solucion de hipoclorito de sodio al 3 por ciento por diez minutos.
Para eliminar residuos de los agentes desinfectantes, que poseen efectos oxidativos

en los explantes, se efectuaron tres enjuagues sucesivos con agua destilada estéril.

Los brotes seccionados fueron transferidos a placas 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 presentaron necrosis en los
tejidos, ocasionado por los agentes desinfectantes; finalmente estos explantes fueron
cultivados a razdén de cinco explantes por vaso, en posicidon vertical en sentido al

desarrollo del brote, quedando el apice encima del medio de cultivo.

Cada explante fue sembrado en un vaso que contenia 15 ml de medio basico MS
(fuente de carbono + nutrimentos minerales + vitaminas), una vez sembrados los
explantes en los vasos, fueron sellados con plastifilm, se registré la variedad y fecha
de la actividad, transfiriéendolos inmediatamente a sala de crecimiento o incubacion

gue cuenta con ambientes controlados.

5.2.4.3 Andlisis estadistico

Para la etapa de establecimiento a condiciones in vitro, se procedié con el andlisis
estadistico descriptivo de una muestra de 40 vitroplantas escogidas completamente

al azar de una poblacion total de 60 vitroplantas.

5.2.4.4 Periodos de evaluacion

Las evaluaciones y analisis de datos fueron realizados; para las variables
supervivencia, contaminacion y oxidacién a cinco dias, después de iniciarse la etapa

de establecimiento a condiciones in vitro.
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5.2.4.5 Variables de respuesta

Las variables de respuesta consideradas en la etapa establecimiento a condiciones

in vitro, fueron priorizadas bajo el siguiente detalle:

a) Porcentaje de supervivencia: Expresa el nimero de vitroplantas que lograron
desarrollar favorablemente en porcentajes, la relacion refiere a nUmero de plantulas

desarrolladas entre el nimero de vitroplantas totales por cien.

b) Porcentaje de contaminacion: Expresa el nimero 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 nimero de vitroplantas totales por cien.

c) Porcentaje de Oxidacién: Se evalué el nimero de vitroplantas que presentaron
cambio de color (café o marron) en el medio de cultivo y explante; parametro

evaluado por cuantificacidén y observacion directa.

d) Altura de vitro planta : Expresa el desarrollo longitudinal alcanzado medido en
milimetros (mm), datos tomados desde inicio del vastago hasta el apice, la

evaluacion se realizo, cada dos dias después de la siembra durante cuatro semanas.

5.2.5 Etapall Micropropagacion de vitroplantas

Una vez que los explantes expresen su totipotencia y hayan alcanzado una altura de
8 a 10 mm, se procedid0 a seleccionar el mejor material vegetal, descartando

plantulas que presenten algun tipo de contaminacién y escaso desarrollo longitudinal.

Los vasos fueron abiertos extrayendo las plantulas, colocandolas en placas petri,
aislando segmentos uninodales provistos de yema mas una hoja, tomando en cuenta
las partes apicales, medios y basales de la plantula, con la finalidad de evaluar

desarrollo de las vitroplantas.

Las vitroplantas fueron micro propagadas y sembradas a razon de un segmento

uninodal por vaso, que contenia 15 ml de medio basal MS (Murashige y Skoog,
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1962) y distintas concentraciones de AG3; finalmente fueron sellados con plastifilm,

en posicion vertical y en sentido del desarrollo de la vitroplantas, debiendo quedar el

meristemo y la hoja encima del medio basal.

5.2.5.1 Preparacion del medio de cultivo

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Para preparar 2000 ml (aproximadamente 500 ml por tratamiento) de medio, se
realiz6 la siguiente actividad:

Se disolvio y mezclé el medio basal Murashige y Skoog 1962. En un vaso de
precipitado previamente lavado y enjuagado.

Posteriormente se agregé sacarosa (azicar comercial) en cantidades, segun
concentracion 3 por ciento  (p/v).

Se afadio el regulador de crecimiento Acido Giberélico (AG3) en sus diferentes
concentraciones (0,0.5, 1, 1,5 mg/l) segun tratamiento.

Se enrazd el volumen a 500 ml por tratamiento, con agua destilada.

El pH de los medios se ajusto a 5.7 (elevar con hidroxido de sodio NaOH al 1N).
Anadir g de agar como agente gelificante, con la finalidad de formar un medio en
estado semisélido.

Se disolvié el agente gelificante en horno microondas, agitar el vaso de
precipitados hasta que el agar se disuelva, obteniendo una solucion homogénea,
evitando que hierva.

Se distribuyd 15 ml del medio de induccion in vitro, por cada vaso de vidrio,
previamente lavado y esterilizado.

Se procedio a sellar los frascos de cultivo con papel aluminio y sujetados por
banditas elasticas (parafilm).

La esterilizacion del medio, fue por vapor bajo presion (autoclave) a 121 °C y 15

libras de presion, durante 10 minutos.

5.2.5.2 Siembra en medio de cultivo

X/
o

Se procedidé a seccionar segmentos uninodales de las vitroplantas (apical, medio
y basal) propagadas en la etapa de establecimiento y micropropagacion, se

seleccionaron las mejores vitroplantas, suprimiendo plantulas ahiladas que
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desarrollaron un escaso crecimiento longitudinal, descartando plantulas afectadas
por vitrificacion; se introdujo un segmentos nodales por vaso de vidrio, tomando
en cuenta que para cada tratamiento cada vaso de vidrio contenia 15 ml del
medio que contenia Acido Giberélico (AG3) en sus diferentes concentraciones
(0,0.5, 1, 1,5 mg/l) segun tratamiento.

% Una vez realizadas las siembras de los explantes en medios de induccion a
tuberizacion in vitro, se sell6 con plastifiim; previo flameo de los frascos,
debidamente etiquetadas, transfiriéndolos inmediatamente a sala de crecimiento
o incubacién, que cuenta con ambientes controladas minimamente requeridos
con temperatura 27 °C y un fotoperiodo de 16/8 horas luz/oscuridad (fotoperiodo
largo).

s Las vitroplantas fueron incubadas en tres regimenes de fotoperiodo, treinta dias
en fotoperiodo largo (16 horas de luz y 8 horas de oscuridad), que favorece el

desarrollo in vitro de gran cantidad de especies.

5.25.3 Analisis estadistico

Para la etapa micropropagacion in vitro, se procediéo con el analisis estadistico
descriptivo, una muestra de 120 Vvitroplantas; la poblacién total durante Ila
micropropagacion estaba comprendida por 60 vitroplantas, de las cuales se

escogieron las mejores 40 muestras.

5.25.4 Periodos de evaluacién

Las evaluaciones y andlisis de datos fueron realizados; para la variable altura de vitro
planta, numero de hojas, humero de raices, presencia de vitrificacion a tres semanas
y para las variables supervivencia, contaminacion, oxidacion a cinco dias, después

de iniciarse la etapa de micropropagacion.

5.2.5.,5 Variables derespuesta

Las variables de respuesta consideradas en la etapa de micropropagacion in vitro

fueron priorizada bajo el siguiente detalle:
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a) Porcentaje de supervivencia: Expresa el nimero de explantes que lograron
expresar su totipotencia favorablemente.

b) Porcentaje de contaminacién: Expresa el nUmero de vitroplantas contaminadas
en porcentajes, el fendbmeno se da por presencia de bacterias, hongos o algun
agente contaminante externo.

c) Altura de vitroplantas: Definido por el desarrollo longitudinal de las plantulas,
mediciones tomadas con una regla en milimetro (mm).

d) Numero de hojas de planta: Definido por el desarrollo longitudinal de la planta,
con un nimero de hojas.

e) Numero de nudos de raices: Definido por el nimero de raices desarrolladas
por cada vitro planta

f) Porcentaje de oxidacion: Expresa el nimero de explantes que presentaron

coloracion oscura.

5.2.5.6 Fotoperiodos que favorecen la tuberizacion in vitro

El fotoperiodo que se tomd en cuenta fue: 16 Hr. luz / 8 oscuridad ya que favorece el

desarrollo longitudinal de los explantes y a las raices.

5.2.5.7 Disefio experimental

(Ochoa, 2007) El Disefio Experimental empleado en la investigacion, durante la
etapa de multiplicacion in vitro fue Completamente al Azar, con arreglo bi factorial y
diez repeticiones por tratamiento, los factores (3x4) de estudio son tipo de explantes
(apical, medio y basal) y concentracion de Acido Giberélico (AG3) en sus diferentes

concentraciones (0,0.5, 1, 1,5 mg/l) segun tratamiento.

39



5.2.6 Modelo Lineal Aditivo

[ Yijk = + ai + Bj + (a)ij + €ijk ]

Yij = Observacion cualquiera

M = Media general

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

Bj = Efecto del j- ésimo nivel del factor concentracion de AG;

(aB)ij = Interaccién del i — ésimo nivel del factor tipo de explante con el j- ésimo nivel

del factor concentracién de AG;

eijk = Error Experimental.

5.2.6.1 Factores

Cuadro 1. Factores y niveles de estudio

Factores y niveles de estudio

Factor A (Tipo de explante)

Factor B (Concentracion de

AG, )
a, = Apical b, = 0mg/l
a, = Medio b, = 0.5 mg/l
a; = Basal b, = 1.0 mg/l
by = 1.5mg /I

En el Cuadro 1 se observa los factores

de estudio los cuales son: tres tipos de

explantes representados por el Factor A y distintas concentraciones de AG;

representados por el factor B.

40



5.2.6.2 Combinacién factorial

Cuadro 2. Descripcién de los tratamientos y repeticiones experimentales

Tratamiento Combinados
Descripcion

Tratamientos Combinacién Tipo de explante x concentracion de A6y
n aibp Explante apical x 0mg/lAGs
Ty ayby Explante apical x 0.5mg/lAG;
Ty a, b, Explante apical x 1.0mg/lAG;
Ta aybs Explante apical x 1.5mg/lAG;
Ts azby Explante medio x 0mg/lAG;
Te a.by Explante medio x 0.5 mg/lAG;
T a, b, Explante medio x 1.0mg/lAG;
Ta by Explante medio x 1.5mg/lAG;
Ts asby Explante basal x 0 mg/lAG3
Tio azby Explante basal x 0.5mg/lAG;
T azb; Explante basal x 1.0mg/lAG;
Tz azbs Explante basal x 1.5mg/lAG;

5.2.6.3 Factores de variacion

Los criterios de seleccion del factor A (tipos de explante) y factor B (niveles de
concentracion de Acido Giberélico (AG3) en sus diferentes concentraciones (0,0.5, 1,
1,5 mg/l)), estan determinadas por investigaciones de evaluacion de diferentes
combinaciones de fitohormonas en la regeneracion de Solanum tuberosum

(Solanaceae) que presentan 6ptimos resultados con dichas concentraciones.

5.2.6.4 Variables de respuesta

Los resultados obtenidos fueron evaluados en forma semanal durante tres semanas,

en funcién a las siguientes variables de respuesta:
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a) Porcentaje de supervivencia: Se identificé el nimero total de vitroplantas que

lograron desarrollarse, (detectando su crecimiento) este valor se expresG en
porcentaje.

Figura 1. Comparacion de vitroplantas para determinar supervivencia.

En la Figura 2 se observa vitroplantas que no llegaron a desarrollarse en

comparacién a una muestra la cual tiene diferencia en tamafio, nUmero de hojas y
raices.

Cuadro 3. Porcentaje de sobrevivencia en la etapa de micropropagacion Factor A: Explante.

FACTOR ATIPO DE | VITROPLANTAS | VITROPLANTAS | TOTAL | VITROPLANTAS
EXPLANTES MUERTAS VIVAS MUERTAS (%)
APICAL 1 39 40 2,5
BASAL 5 35 40 12,5
MEDIO 4 36 40 10
Total 10 110 120 25

En el cuadro 3 se observa que el porcentaje de sobrevivencia es de 75 por ciento
dando un 25 por ciento de vitroplantas muertas, en el factor A con los tres tipos de
explantes de un total de 120 vitroplantas en estudio.
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Cuadro 4. Porcentaje de sobrevivencia en la etapa de micropropagacion Factor B:
Concentraciones de (AG3).

FACTOR B VITROPLANTAS | VITROPLANTAS | TOTAL | PORCENTAJE
CONCENTRACION MUERTAS VIVAS DE
DE AG3 SOBREVIVENCIA
(%)
AG30 3 27 30 10
AG30,5 3 27 30 10
AG31 4 26 30 13,3333333
AG31,5 0 30 30 0
Total 10 110 120 33.3

En el cuadro 4 se observa que el porcentaje de sobrevivencia es de 66.7 por ciento

dando un 33.3 por ciento

concentraciones, de un total de 120 vitroplantas en estudio.

de vitroplantas muertas, en el factor B con las 4

a) Porcentaje de contaminacion: Se identific6 el nimero total de vitroplantas

contaminadas (presencia de hongos y /o bacterias) este valor se

porcentaje.

Figura 2.

Vitroplantas contaminadas con bacterias.

expreso en
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En la Figura 3 se observa vitroplantas contaminadas con bacterias las cuales

presentan un color blanquecino.

Cuadro 5. Porcentaje de contaminacion en la etapa de micropropagacion. Factor A:

Explante.

VITROPLANTAS PORCENTAJE DE

SIN VITROPLANTAS TOTAL DE CONTAMINACION
FACTOR A [ CONTAMINACION | CONTAMINADAS | VITROPLANTAS (%)
APICAL 37 3 40 7.5
BASAL 38 2 40 5
MEDIO 37 3 40 7.5
Total 112 8 120 15.5

En el cuadro 5 se observa que el porcentaje de vitroplantas no contaminadas es de

84.5por ciento dando un 15.5por ciento de vitroplantas contaminadas, en el factor A

con los tres tipos de explantes de un total de 120 vitroplantas en estudio.

Cuadro 6. Porcentaje de contaminacion en la etapa de micropropagacion. Factor B:
Concentraciones de (AG3).

VITROPLANTAS PORCENTAJE DE

SIN VITROPLANTAS TOTAL DE CONTAMINACION
FACTOR B | CONTAMINACION [ CONTAMINADAS | VITROPLANTAS (%)
AG30 29 1 30 3.33
AG30,5 28 2 30 6.66
AG31 28 2 30 6.66

AG31,5 27 3 30 10

Total 112 8 120 26.65

En el cuadro 6 se observa que el porcentaje de sobrevivencia es de 66.7 por ciento
dando un 33.3 por ciento de vitroplantas muertas, en el factor B con las 4

concentraciones, de un total de 120 vitroplantas en estudio.
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b) Porcentaje de oxidacion: Se identifico el numero total de vitroplantas
contaminadas (presencia de hongos y /o bacterias) este valor se expresé en

porcentaje.

Figura 3 .Vitroplantas sin presencia de oxidacion.

En la Figura 4 se observa que las vitroplantas no presentaron oxidacion por tanto el
porcentaje de oxidacion fue de 0 por ciento.

Cuadro 7.Porcentaje de oxidacion en la etapa de micropropagacion. Factor A: Explante.

APICAL 40 0 40 0
BASAL 40 0 40 0
MEDIO 40 0 40 0

Total 120 0 120 0

En el cuadro 7 se observa que el porcentaje de vitroplantas oxidadas es de 0 por

ciento en el factor A con los tres tipos de explantes de un total de 120 vitroplantas en
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estudio, lo que nos indica que en el cultivo de papa variedad Huaycha no presenta

oxidacion.

Cuadro 8. Porcentaje de oxidacion en la etapa de micropropagacion. Factor B:
Concentraciones de (AG3).

VITROPLANTAS | VITROPLANTAS TOTAL DE PORCENTAJE DE

FACTOR B | SIN OXIDACION OXIDADAS VITROPLANTAS | OXIDACION (%)
AG30 30 0 30 0
AG30,5 30 0 30 0
AG31 30 0 30 0
AG31,5 30 0 30 0
Total 120 0 120 0

En el cuadro 8 se observa que el porcentaje de oxidacion es de 0 por ciento en el
factor B con las 4 concentraciones, de un total de 120 vitroplantas en estudio, esto
indica que si el medio de cultivo presenta alguna giberelina este no influye en la

oxidacion.

c) Altura del explante: Se midio el largo de cada vitroplanta desde la base terminal
del tallo emergente del medio de cultivo, hasta el final de la hoja mas alta,

expresado en milimetros.

Figura 4. Altura de vitroplanta registrada cada 2 dias
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En la figura 5 se observa como se midié la altura de cada vitro planta con la ayuda de
una regla.

d) Namero de hojas: Evaluado por conteo directo, indica el nimero de hojas

presente en cada vitro planta.

Figura 5. Niomero de hojas presentes en vitroplantas
En la Figura 6 se observa como de desarrollaron las hojas por cada vitro planta

cuantificando de forma directa.

e) Numero de raices: Evaluadas por observacién directa de la vitroplanta

emergente del explante, se cuantifico las raices cada semana.

Figura 6. Formacion de raices a partir del explante sembrado registrada cada 2 dias.
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En la figura 7 se observa la cantidad de raices que formaron las vitroplantas con los
tratamientos utilizados.

6 RESULTADOSY DISCUSIONES

El trabajo realizado con las variedad de papa Huaycha y los diferentes tipos de
explante apical, medio y basal y concentraciones de AG3 después de haber
concluido con la toma de datos del trabajo de investigaciéon y con el andlisis de los

mismos se realiz6 la evaluacion del comportamiento de las variedad.

Debido a que los coeficientes de variacion (CV) en el analisis de varianza (ANVA)
para las variables de respuesta tenian valores altos, y estos estaban fuera de una
curva normal se realizé la transformacion de los datos utilizando transformacion raiz

cuadrada.

Los datos obtenidos en altura de la planta, nimero de hojas y nimero de raices,
fueron analizados por medio del programa estadistico INFOSTAT, Software
Estadistico versibn 2009, se aplic6 una prueba de Duncan al (5 por ciento).
Realizando antes la transformacion de datos usando al formula Vx+1, debido a que
algunos parametros observados eran cero “0” en las variables de respuesta altura de

la planta, nimero de hojas y nimero de raices.

6.1 Establecimiento

Obtenidas las vitroplantas se procedio a la multiplicacion en medio de cultivo sélido.
De las 40 vitroplantas cultivadas se obtuvieron explantes apical, medios y basales,
para luego estas introducirlas en el medio en estudio.
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6.1.1 Altura de la planta

Cuadro 9. Analisis de varianza para la altura de la vitroplanta

F.V. SC.| GL. |[C.M. F p-valor
FACTOR A (Tipo de explante) 3,36 |2 1,68 [61,58 |[<0,0001**
FACTORB( concentraciones de 4G;)|14,50|3 4,83 (177,29 |<0,0001**
FACTOR A*B 0,06 |6 0,01 0,39 0,8846 NS
ERROR 2,94 108 |0,03
TOTAL 20,87 119

Coeficiente de Variabilidad= 7,04
N.S.= No significativo
*= significativo

**= Altamente significativo

Una vez realizado el analisis de varianza para esta variable se observa en el Cuadro
6 que al nivel 5por ciento existe diferencia altamente significativa en los tres tipos de

explantes (factor a) en relacion a la altura de la vitro planta.

Al nivel del 5por ciento existe diferencia altamente significativa para las distintas

concentraciones de AG; (factor b) en relacion a la altura de las vitroplantas.

Al nivel de 5por ciento no existe significancia entre la interaccion de los dos factores

lo cual no influye en el crecimiento de altura de las vitroplantas.

En cuanto al coeficiente de variacion alcanzd un valor de 6,11por ciento lo que

permite otorgar confiabilidad a los datos obtenidos.

Cuadro 10. Prueba de Duncan para el Factor A: Explante.

EXPLANTES | MEDIAS | N E.E.

APICAL 5,7 40 0,11 A
MEDIO 4,53 40 0,11 B
BASAL 3,8 40 0,11 C
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Para el factor A se encontrg alta significancia, por lo que se puede afirmar que existe
diferencia entre los tres tipos de explantes, en el Cuadro 7 en la prueba de Duncan
(5por ciento de Significancia) se observa que el mayor porcentaje de crecimiento es
el explante apical, sin embargo este valor es superior al porcentaje de crecimiento
del explante medio y por otra parte estos valores son significativamente superiores

al explante basal.

Cuadro 11. Prueba de Duncan para el Factor B: Concentracion de AGj.

CONCENTRACION MEDIAS [N E.E.

AG3 1,5 7,46 30 0,13 A

AG31 4,62 30 0,13 B

AG3 0,5 3,78 30 0,13 C
AG30 2,83 30 0,13 D

Para el factor B se encontro alta significancia, por lo que se efectud la prueba de
comparacion de medias de Duncan (5por ciento de Significancia); el resultado se
observa en el cuadro 5, indica que el mayor porcentaje de crecimiento es la

concentracion de AG; 1,5mg/ It, sin embargo este valor es superior al porcentaje de
concentracion AG; 1mg/lt, y por otra parte este valor es superior a la concentracion
AG; 0.5mg7lt, siendo estas tres concentraciones significativamente superiores a la

concentracion de AGz; Omgl/lt.
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Figura 7. Efecto de los tratamientos en altura de la vitro planta

La figura 8 muestra que para los explantes apicales, medios y basales a una
concentracion de AG; 1,5mg/ It es diferente en relacion a los otros tratamientos. En

base a esto se puede afirmar que los explantes apicales, medios y basales de la

variedad Huaycha a concentraciones altas de AG; 1,5mg/ It presentan mejores

caracteristicas de crecimiento para la multiplicacion que a concentraciones menores.

Este compuesto es recomendado para la regeneracion de las plantas. Su principal
accion del Acido Giberélico es ayudar a la elongacion de las vitroplantas. (Espinoza,
R., 2013).

La adicién de 1,0 mg/L. de acido giberélico en el medio de cultivo, constituye una
formulacion hormonal adecuada para inducir el proceso de organogénesis indirecta.
(Jiménez, 2009).

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 o0 tres se encuentran
disponibles en el mercado. El Acido Giberélico (AG;), es el mas frecuente empleado
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en el cultivo in vitro. Tienen efectos similares a las auxinas, pero su distribucion no es
polar como las de estas, ademas trabajan en los puntos donde las auxinas son
inefectivas o inhibidas y viceversa. (Murillo, R., 2014).

6.1.2 Numero de hojas

Cuadro 12. Andlisis de varianza para numero de hojas en vitroplantas

F.V. S.C. G.L. C.M. F p-valor
FACTOR A 5,67 2 2,83 41,92 <0,0001**
FACTOR B 14,76 3 4,92 71,75 <0,0001**
FACTOR A*B |0,71 6 0,12 1,75 0,1159 NS
ERROR 7,30 108 0,07
TOTAL 28,44 119
C.V.=13,46

N.S.= No significativo
*=Significativo

**=Altamente significativo

El andlisis de varianza para esta variable se observa en el Cuadro 10 el coeficiente
de variacién alcanz6 un valor de 13,46por ciento lo que permite otorgar confiabilidad

a los datos obtenidos.

Cuadro 13. Prueba de Duncan para el Factor A: Explante.

EXPLANTES | MEDIAS| N E.E.

APICAL 5,58 40 0,16 A
MEDIO 3,63 40 0,16 B
BASAL 2,85 39 0,16 C

Para el factor A se encontré alta significancia, por lo que se puede afirmar que existe
diferencia entre los tres tipos de explantes, en el Cuadro 11 en la prueba de Duncan
(5por ciento de Significancia) se observa que existe diferencias entre los tres tipos

de explantes.
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Cuadro 14. Prueba de Duncan para el Factor B: Concentraciéon de A .

CONCENTRACION | MEDIAS N E.E.

AG3 1,5 6,83 29 0,19 A

AG31 4,23 30 0,19 B

AG3 0,5 3,1 30 0,19 C
AG30 1,9 30 0,19 D

Para el factor B se encontré alta significancia, por lo que se efectu6 la prueba de

comparacion de medias de Duncan (5por ciento de Significancia); el resultado se

observa en el cuadro 12, indica que el mayor porcentaje a nimero de hojas por vitro

planta es el explante apical, sin embargo este valor es estadisticamente superior al

porcentaje de numero de hojas del explante medio; por otra parte estos valores son

significativamente superiores al explante basal.

N 8
U 7
M 7
E
R 6
o 5
m APICAL
D 4
E ® MEDIO
3 — BASAL
H 5 B
o
J 1 -
A
S 0 |
AG3 (Omg/It) AG3(0,5mg/lt) AG3(1mg/It) AG3 (1,5mg/lt)

CONCENTRACIONES

Figura 8. Efecto de los tratamientos en nimero de hojas presenten en vitroplantas

La figura 9 muestra que para los explantes apicales y medios, el nUmero de hojas por

vitro planta es mayor en relacion al explante basal. En base a esto se puede afirmar
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que los explantes apicales y medios de la variedad Huaycha presentan mejores

caracteristicas de crecimiento y desarrollo para la multiplicacion.

La adicién de 1,0 mg/L. de &cido giberélico en el medio de cultivo, constituye una
formulacion hormonal adecuada para inducir el proceso de organogénesis indirecta.
(Jiménez, 2009).

Las giberelinas son sintetizadas en los primordios apicales de las hojas, en las
puntas de las raices, en los frutos, tejidos jovenes y semillas en desarrollo. Esta
hormona induce el crecimiento del tallo, regulacion de la transicion entre la fase
juvenil y el adulto, induccién a la floracion y la determinacion sexual de la flor,
induccion de la germinacion ademas de promover la elongacion internodal.
(Sandoval, 2001).

6.1.3 Numero de raices

Cuadro 15. Andlisis de varianza para nimero de raices.

F.V. S.C. G.L. C.M. F p-valor
FACTOR A 7,95 2 3,98 55,22 <0,0001 **
FACTOR B 17,23 3 5,74 79,73 <0,0001**
FACTOR A*B 131 6 0,22 3,03 0,9026 NS
ERROR 7,78 108 0,07

TOTAL 34,27 119

C.V.=12,39

N.S.= No significativo
*=Significativo

*=Altamente significativo

El andlisis de varianza para esta variable se observa en el Cuadro 14 el coeficiente
de variacion alcanzd un valor de 12,39 por ciento lo que permite otorgar confiabilidad

a los datos obtenidos.

54



Cuadro 16. Prueba de Duncan para el Factor A: Explante.

EXPLANTES | MEDIAS| n E.E.

APICAL 5,7 40 011 | A
MEDIO 4,53 40 0,11 B
BASAL 3,8 40 0,11 C

Para el factor A se encontré alta significancia, por lo que se puede afirmar que existe
diferencia entre los tres tipos de explantes, en el Cuadro 15 en la prueba de Duncan
(5por ciento de Significancia) se observa que existe diferencias entre los tres tipos

de explantes, en relacion al nUmero de raices.

Cuadro 17. Prueba de Duncan para el Factor B: Concentracion de AG;.

CONCENTRACION | MEDIAS n E.E.
AG31,5 7,46 30 0,13 A
AG31 4,62 30 0,13 B
AG30,5 3,78 30 0,13 C
AG30 2,83 30 0,13 D

Para el factor B se encontrd alta significancia, por lo que se efectud la prueba de
comparacién de medias de Duncan (5por ciento de Significancia); el resultado se
observa en el cuadro 16, indica que el mayor porcentaje de crecimiento es a una
concentracion de AG3 1,5 mg/lt, sin embargo este valor es estadisticamente superior
al porcentaje de concentracion AG3 1 mg/lt, por otra parte estos valores son

significativamente superiores a la concentracion de AG3 de 0.5 mg/it.
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Figura 9. Efecto de los tratamientos en nimero de raices presentes en las vitroplantas.

La figura 10 muestra que para los explantes apicales y medios, son los que
presentan mayor cantidad en nimero de raices respecto al explante basal, se debe
tomar en cuenta que la concentracion de AG3 también ayuda al desarrollo de este

organo.

Otro regulador de crecimiento es el Acido Giberélico (4G3), 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, R., 2013).

Este compuesto es recomendado para la regeneracion de las plantas. Su principal
accion del Acido Giberélico es ayudar a la elongacion de las vitroplantas y reprime la

formacion de brotes de cualquier clase te tejido organizado. (Espinoza, R., 2013).

En la planta son sintetizadas en puntos de crecimiento como embriones, meristemas
0 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 (AG;), es el mas frecuente empleado
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en el cultivo in vitro. Tienen efectos similares a las auxinas, pero su distribucion no es
polar como las de estas, ademas trabajan en los puntos donde las auxinas son

inefectivas o inhibidas y viceversa. (Murillo, R., 2014).

Divisién y elongacién celular, crecimiento de longitud de la raiz principal e inhibicion

de la ramificacion radical y promueve germinacion de semillas.(INTAGRI, 2017).

La adicién de 1,0 mg/L. de acido giberélico en el medio de cultivo, constituye una
formulacion hormonal adecuada para inducir el proceso de organogénesis indirecta.
(Jiménez, 2009).
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7

CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados y los resultados obtenidos de al presente

investigacion se llego6 a las siguientes conclusiones:

>

Para la obtencion de vitroplantas se utilizaron meristemos con un tamafio de 10

mm de la variedad estudiada.

El explante basal de la variedad Huaycha no es apropiado para la multiplicacion

en concentraciones de AG3 bajas.

En el cuanto a altura de la planta se obtuvieron alturas de: 8,81 cm en el tipo de
explante apical, 7,37 cm en el tipo de explante medio y 6,19 cm en el tipo de
explante basal, en los tres tipos de explantes a una concentracion de AG3 de 1,5
mg/It.

En cuanto a la variable nimero de hojas los explantes que tuvieron mayor
cantidad de hojas fueron: el explante apical con 7 hojas, el tipo de explante

medio con 5 hojas vy el tipo de explante basal con 3 hojas.

Para la variable nimero de raices las vitroplantas que presentaron raices en
mayor cantidad en relacién a otros tratamientos fueron los explantes apicales con
un promedio de 7 raices, el tipo de explante medio presento 5 raices y basales

con 3 raices pero estos a una concentracion de 1,5 mg/lt.

En la introduccién de los meristemos y en los tratamientos de los explantes no se

adiciono auxinas en el medio de cultivo.
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8

RECOMENDACIONES

Sobre la base de los resultados obtenidos y de acuerdo a las conclusiones del

presente estudio, se realiza las siguientes recomendaciones:

>

Se recomienda la utilizacion de meristemos de 0.5 mm, para tener vitroplantas

con menor cantidad de virus.

Se recomienda para llevar a la etapa de enraizamiento de las vitroplantas es

preferible hacerlo a concentraciones altas de AG3.

Es preferible en la etapa de propagacion, la utilizacion de explantes apicales y
medios de las dos variedades estudiadas ya que demuestran eficiencia en el

desarrollo en altura, numero de hojas y numero de raices.

Se recomienda realizar estudios con la utlizacion de hormonas en
concentraciones adecuadas para llegar a un medio establecido donde la vitro
planta pueda desarrollarse en menor tiempo, con caracteristicas morfolégicas
adecuadas.

Es recomendable no utilizar explantes basales de la variedad Huaycha por no
presentar desarrollo Optimo en los tratamientos que contengan menor

concentracion de AG3. Al 1,5 mgl/lt.

Se recomienda desinfectar muy bien las muestras para obtener un por ciento de

contaminacion bajo.
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