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RESUMEN

La papa (Solanum tuberosum L.) es uno de los cultivos de alto interés de la regién
Andina y es la base de la alimentacion de miles de familias agricultoras. Sin embargo,
es afectado por agentes patégenos entre los principales estan bacterias, hongos y
virus los cuales reducen el rendimiento al tiempo que el material vegetal es dificil de
limpiar. La principal técnica empleada para la limpieza de virus en papa es la técnica
por cultivo de meristemos, pero también se han obtenido buenos resultados utilizando
el cultivo de callos.

El cultivo de callos también tiene la ventaja de producir mayores cantidades de plantas
para obtencién de semilla limpia de forma masiva, por tanto el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto de tres concentraciones de &acido 2,4
diclorofenoxiacetico en la formacion de callos de papa (Solanum tuberosum sp.) de
las variedades waycha pacefia e imilla negra en ambiente atemperado, donde se
evaluaron tres tipos de cortes (material vegetal): (raiz, tubérculo y hoja), en un medio
de cultivo (MS, 1962) con diferentes concentraciones de Acido 2,4 diclorofenoxiacetico
de (1, 3y 6 ml/L), donde la fase de observacion se evaluaron fue de tres meses.

Los resultados de callos obtenidos fueron: en cultivo de hojas tanto el factor A
(variedades waycha e imilla), el factor B (Dosis 1,3 y 6 ml/L) y la interaccién las
variedades y dosis no influyeron en la obtencién de callos en el cultivo en base a hoja.
En el cultivo de raiz el unico factor significativo es el factor B siendo la dosis 6 ml/L la
mas Optima con obtencidn de 75 % de callos. En tubérculo el factor A no es significativo
y el factor B resulta significativo y tras las pruebas Duncan resulta que el mejor
tratamiento es de 6 ml/L de 2,4 D ya que con esta dosis se obtuvo mas callos, mientras
gue la dosis 1 ml/L no formo callos y es la dosis menos recomendada.

En cuanto a la interaccién la mejor combinacion es Variedad imilla negra empleando
6 ml/L de 2,4 d con lo cual se obtuvo 25% de explantes que formaron callos. La
interaccién con rendimiento mas bajo y la menos recomendable es de 1 ml/L (de 2,4

D) ya que esta no produjo callos.



SUMMARY

The potato (Solanum tuberosum L.) is one of the crops of high interest in the Andean
region and is the basis of the diet of thousands of farming families. However, is affected
by pathogenic agents, the main ones being bacteria, fungi and viruses, which reduce
yield while making the plant material difficult to clean. The main technique used to clean
viruses in potatoes is the meristem culture technique, but good results have also been
obtained using callus culture.

Callus cultivation also has the advantage of producing larger quantities of plants to
obtain clean seed on a massive scale, therefore the objective of this was to evaluate
the effect of three concentrations of 2,4 dichlorophenoxyacetic acid on the formation of
potato tripe (Solanum tuberosum sp.) of the varieties Waycha pacefia and imilla negra
in a temperate environment, where three types of cuts (plant material) were evaluated:
(root, tuber and leaf), in a culture medium (MS, 1962 ) with different concentrations of
2,4 dichlorophenoxyacetic acid (1, 3 and 6 ml/L), where the observation phase was
evaluated was three months.

The callus results obtained were: in leaf cultivation, both factor A (waycha and imilla
varieties), factor B (Dose 1.3 and 6 ml/L) and the interaction of varieties and doses did
not influence the obtaining of callus. in leaf-based cultivation. In the root culture, the
only significant factor is factor B, with the 6 ml/L dose being the most optimal, obtaining
75% callus. In tuber factor A is not significant and factor B is significant and after the
Duncan tests it turns out that the best treatment is 6 ml/L of 2.4 D since with this dose
more calluses were obtained, while dose 1 ml/L did not form calluses and is the least
recommended dose.

Regarding the interaction, the best combination is the Imilla Negra variety using 6 ml/L
of 2.4 d, which resulted in 25% of explants that formed callus. The interaction with the
lowest performance and the least recommended is 1 ml/L (2.4 D) since this did not

produce calluses.
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1. INTRODUCCION

La papa es una de las principales fuentes productivas de la region Andina y es la base
de la alimentacion y la economia de la familia agricultora, el cultivo se constituye como
la especie vegetal mas cultivada en la zona andina destinada al auto consumo del

tubérculo fresco y deshidratado en chufio y tunta (Ballejos, 2010).

La papa al ser una especie cuya principal via de propagacién es vegetativa, implica la
trasmision de agentes patégenos como hongos y bacterias y de igual forma los virus
gue se presentan en la planta propagada o donadora; asi mismo la principal forma de
transmision de estos agentes patdgenos o virulentos es mediante planta madre que al
ser propagada via vegetativa transmite los microorganismos a los clones que a su vez
contaminan la parcela infectando futuras plantas del mismo cultivo. (Fundacién
PROINPA, 2015).

La semilla de papa en muchos casos contiene agentes patégenos como bacterias y
hongos, pero también organismos virulentos que son aun mas dificiles de limpiar. Para
gue el material vegetal de futura semilla esté libre de estos organismos se acostumbra
arealizar la limpieza viral del material vegetal empleando para ello la técnica de cultivo
de meristemos in vitro (Castro, 2003); Sin embargo la embriogénesis somatica (el cual
implica el cultivo de callos in vitro) es considerada como el método de propagacion
mas eficiente de propagacion debido a los altos coeficientes de multiplicacion; Los
callos presentan poca presencia de virus debido a que la multiplicacion celular ocurre

a una mayor velocidad en comparacion a la replicacion viral (Murillo, 2014).

En los ultimos afios la principal técnica empleada para la limpieza de virus en papa es
el cultivo de meristemos, pero también se han obtenido buenos resultados utilizando
el cultivo de callos, este método tiene la ventaja de ser uno de los que produce mayor
namero de plantas y el mas utilizado en la produccion a gran escala. (Guzman et al.
2010).



Los mismos autores argumentan que la hormona mas recomendada para inducir a la
formacion de Callos es la 2,4D, sin embargo, la concentracién a aplicar varia de
especie a especie segun el poder regenerativo del tejido vegetal. La dosis de la
hormona 2,4 D (acido 2,4 diclorofenoxiacético) adecuada para aplicar y poder obtener
callos a menor costo en el cultivo de papa andina aun no ha sido probada en papas
comerciales bolivianas donde a mayor o menor concentracién de la hormona obtengan
distintos resultados dado el efecto herbicida del acido 2,4 diclorofenoxiacético. Los
clones de variedades de papa que circulan en nuestro medio aun no han sido

evaluados.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto de tres concentraciones de acido 2,4 diclorofenoxiacetico en
la formacién de callos de papa (Solanum tuberosum sp.) de las variedades

waycha paceiia e imilla negra en ambiente atemperado
2.2 Objetivos especificos

e Realizar un analisis del porcentaje de contaminacién, oxidacion y sobrevivencia

de explantes de papa en la formacién de callos

e Evaluar el efecto del acido 2,4 diclorofenoxiacético en sus tres concentraciones

y en los diferentes explantes de raiz, tubérculo y hoja.

2.3 Planteamiento del problema

Actualmente la mayoria de los productores tropieza con el problema de semilla de
mala calidad en papa, al contener agentes patdbgenos como bacterias y hongos, sin
embargo, los virus siguen siendo uno de los problemas més frecuentes del cultivo de
patata y la semilla contaminada requiere procesos especializados para su limpieza.

Para que el material vegetal quede libre de la mayoria de virus se emplea la técnica
de cultivo de meristemos in vitro, es la técnica mas empleada cuando se trata de virus;
sin embargo, segun investigaciones como Mori et al. (1977) argumentan que en papa

como en otros cultivos, existen virus que afectan también a la region meristematica.

Por su parte Ortega (2003) cita a Sheffield, (1942) y Laghans et al. (1977), quienes
informan que “aunque los meristemos apicales son a menudo libres de virus, esto no
puede ser contemplado como un fendbmeno de ocurrencia universal. Existe suficiente
evidencia para sugerir que algunos virus actualmente invaden la regiébn meristeméatica

de los apices en crecimiento”.



Estas presencias de virus en los meristemos de plantas hacen que la eficiencia de la
técnica de limpieza mediante cultivo de meristemos in vitro reduzca. Ante esta
situacion plantean que es necesario utilizar de alternativa la técnica de cultivo de callos
para la limpieza general del material vegetal por ser méas efectiva y obtener mejores

resultados.

2.4 Justificacion

La papa es uno de los alimentos béasicos mas consumidos y populares de la
humanidad; sin embargo, una de las desventajas de este cultivo en nuestro medio es
la calidad de la semilla, en la mayoria de casos la semilla estd infectada con
microorganismos patdogenos muchas veces provenientes de la planta donadora de la
cual se obtuvieron los clones, otras que contrajeron estos contaminantes en la
naturaleza por insectos vectores que al final contaminan el suelo de la parcela, suelo
gue infectard al nuevo cultivo incluso de tratarse de semilla pre-basica sana, siendo

dificil obtener plantas libres de hongos bacterias y principalmente virus.

Los métodos para limpieza viral basados en cultivo de meristemos han quedado
insuficientes ante los virus que atacan al tejido meristematico, por tanto, se requiere
estudiar la técnica opcional que consiste en el cultivo in vitro de callos, evaluar la tasa
de prendimiento y las dosis adecuadas de hormona promotora de callos a objeto de
reducir la cantidad utilizada de la hormona, maximizar la cantidad de plantines
obtenidos, limpieza de virus del meristemo y todo a menor costo de produccion, de
esta manera promover mayor cantidad de programas orientados a la limpieza de
material vegetal de papa utilizando variedades comerciales del altiplano y por ende

tener mayor accesibilidad y disponibilidad de la misma.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Origen de la papa

La teoria de Candolle afirma que el origen de una especie cultivada es aquel sitio
donde existe mayor densidad y variabilidad genética. La papa (Solanum tuberosum.),
es originaria de Sudamérica de la regién andina ubicada entre Bolivia y Perl, donde
existe una amplia diversidad de especies silvestres y cultivadas, lo cual constituye una

fuente genética para futuras generaciones. (Canqui & Morales, 2009).

La papa (Solanum tuberosum) es un cultivo originario de los Andes. Actualmente
existen multiples variedades que se cultivan en todo el mundo desde el nivel del mar
hasta altitudes que llegan a los 4000 m.s.n.m. Por ser un cultivo muy importante a nivel
mundial, las Naciones Unidas declararon el 2008 como Afio Internacional de la Papa,
asi se promovio proyectos encaminados a fortalecer la importancia como alimento de

los paises en desarrollo (Mufioz, 2010).

3.2 El cultivo de papa

La papa, (Solanum tuberosum) pertenece a la familia de las solanaceas, es originario
de América del Sur, en la regidon andina entre Perl y Bolivia. Un centro secundario de

origen se ubica en la isla de Chiloé, en el sur de Chile (Tapia y Fries ,2007).

La Papa es uno de los cultivos de mayor importancia y principal fuente de ingresos
econdémicos para muchas familias campesinas de la zona del altiplano y valles de
Bolivia. Mas de 200 mil familias estan dedicadas a la produccion y otras 40 mil
personas en la intermediacidn, venta y provision de insumos derivados de la papa
(Crespo 2003). Segun INE citado por CIPCA (2023) en la campafia agricola 2020 —
2021, Bolivia alcanzo la produccion de papa de 1.272.649 Tn en una superficie total
de 191.321 hectareas, alcanzando el rendimiento promedio de 6.65 Tn/ha, siendo que
en la Campafia agricola 2019 — 2020 el total producido alcanzé los 1.317.923 Tny un

rendimiento de 7.2 Tn/ha.



3.3 Clasificacién taxonémica de la papa

Segun Rojas (2017), la papa tiene la siguiente clasificacién taxonémica en el sistema
APG IV:

Dominio: Eukarya

Reino: Plantae

Divisién: Angiospermas

Clado: Eudicotiledoneas

Clado: Superasteridas

Clado: Asteridas

Clado: Lamidas

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum L.

Nombre Comun: Papa, patata

3.4 Descripcion morfolégica de la papa

Tapia y Fries (2007), mencionan a la papa (Solanum tuberosum L), como una planta
herbacea; de habito: erecto, semirrecto y postrado; su reproduccion es tanto sexual
(semilla verdadera) como agamica o asexual (tubérculos). En el primer caso, es una
planta anual, y como agamica, es considerada perenne potencial debido a su

capacidad de reproducirse vegetativamente por medio de tubérculos.

Pardavé (2004), describe a la planta de papa de la siguiente forma:

3.4.1 Raiz

La planta de papa se desarrolla a partir de una semilla o de un tubérculo, las plantas

provenientes de semilla, forman una delicada raiz principal con ramificaciones



laterales. La planta originada de un tubérculo es un clon, no tiene raiz principal, forma
raices adventicias, primero en la base de cada brote y luego encima de los nudos, en
la parte subterrdnea de cada tallo, ocasionalmente en los nudos los estolones
emergen en grupos de 3 a 4 raices adventicias.

3.4.2 Tallos

El sistema de tallos de la papa, consta de tallos aéreos, estolones y tubérculos, la
planta proveniente de semilla, tiene un solo tallo principal, mientras las que provienen
de tubérculos pueden producir varios tallos principales. Las yemas que se forman en
el tallo principal y a la altura de las axilas de las hojas, pueden desarrollan para llegar

a forman tallos laterales secundarios, estolones e inflorescencia.

3.4.3 Hojas

Las hojas son alternas compuesta imparipinada, formadas por raquis, foliolos, peciolo
cada raquis lleva varios pares de foliolos laterales primarios y un foliolo terminal, estan
provistas de pelos de diversos tipos que se encuentran también presentes en las

demas partes aéreas de la planta.

3.4.4 Inflorescencia

Esta dividida generalmente en dos ramas principales, cada una de las cuales se
subdividen en otras ramas, de esta manera se forma una inflorescencia llamada
cimosa. Las flores son hermafroditas, el céliz consta de cinco sépalos que se unen
parcialmente en la base, la corola tiene cinco pétalos fusionados en la base para
formar un tubo corto, el androceo consta de cinco estambres y el gineceo tiene un solo

pistilo.

3.4.5 Fruto y semilla

El fruto es una baya bilocular de 15 a 30 mm de diametro, color verde, verde



amarillento o verde azulado. Cada fruto contiene aproximadamente 200 semillas. El
tubérculo de papa es un tallo subterraneo ensanchado. En la superficie posee yemas
axilares en grupos de 3 a 5 y protegidas por hojas escamosas (0jos). Una yema

presenta una rama lateral del tallo subterraneo.

3.4.6 Brotes

Se originan de las yemas de los tubérculos y son de color blanco o coloreados, el
extremo basal del brote forma la parte subterranea del tallo, después de la siembra
esta parte produce rapidamente raices y luego estolones, el extremo apical da origen

al tallo y hoja.

3.4.7 Estolones

Son tallos laterales y crecen horizontalmente a partir de las yemas, estos se alargan
con varios entrenudos y terminan en una hinchazén que es el futuro tubérculo. Sin
embargo, no todos llegan a formar tubérculos, un estolon no cubierto 6 en el suelo

puede desarrollarse en un tallo vertical con follaje normal (Pardave, 2004).

3.4.8 Tubérculo

El tubérculo es un sistema morfolégico ramificado; los ojos de los tubérculos tienen
una disposicion rotada alterna desde el extremo proximal del tubérculo (donde va
inserto el estolon) hasta el extremo distal, donde los ojos son mas abundantes. La
yema apical del extremo distal es la que primero se desarrolla y domina el crecimiento

de todas las otras. A este fendmeno se le ha denominado “dominancia apical”.

3.5 Descripcion de las variedades

3.5.1 Caracteristicas agrondmicas de la variedad waycha Pacefia

La Variedad Waycha Pacefia (Solanum tuberosum), presenta forma de tubérculo



redondo, ojos profundos, piel rosada con manchas blancas, pulpa de color blanco,
desarrollo erecto, semitardio, follaje color verde claro con estrias café y flores rosadas.
Asi mismo entre sus caracteristicas agronémicas presenta una rusticidad moderada,
el tiempo de maduréz va entre 100 a 140 dias, el tiempo de almacenamiento esté entre
4y 5 meses (SEPA, 2015).

Es muy productivo, con una rusticidad moderada y es una variedad muy aceptada en

el mercado local. (Quispe, 2003).

3.5.2 Caracteristicas morfoldgicas

La Variedad Waycha Pacefia se caracteriza porque tiene un habito de crecimiento
semi-erecto, tallo de color verde con poca pigmentacion, color de floracion es lila con
rojo morado, fruto bayo globosa de color verde, tubérculo redondo con ojos profundos,
la piel es roja con areas amarillas alrededor de los ojos, color de la pulpa crema,
madurez tardia de 150-180 dias (Marino, 2010).

3.5.3 Caracteristicas agronomicas de la variedad Imilla negra

La variedad Imilla Negra (Solanum tuberosum subsp. andigena) tiene un ciclo
vegetativo tardio de 150 a 180 dias, su rendimiento promedio es 6,5 toneladas/ha y su
tiempo de almacenamiento rodea los 6 meses. Se comporta mejor en suelos puruma
(virgenes) (suelos en los cuales no se cultivaron por mucho tiempo); las zonas de
produccion se encuentran ubicadas entre 3.800 a 4.100 m de altitud. (Iriarte et al.
20009).

3.5.4 Caracteristicas morfologicas

La especie es Solanum tuberosum spp. Andigena, tiene flores de color celeste con
violeta, tiene escasas flores y crecimiento erecto; tallo verde con pocas manchas. El
tubérculo es comprimido con ojos profundos, su color de piel es morado con areas de

color amarillo, pulpa blanca de color blanco crema con areas color violeta, calidad



culinaria buena con tiempo de coccién de 38 minutos, también destaca su bajo

contenido de glicoalcaloides (no amarga) (Iriarte et al. 2009).

3.6 Biotecnologia vegetal

Espinosa (2013), afirma que la biotecnologia vegetal es considerada como el area de
la ciencia y la tecnologia que utiliza organismos vivos o algunas partes constituyentes
para generar organismos modificados o productos derivados con utilidad clinica,

alimentaria o industrial.

CIATEJ (2020), menciona que la Biotecnologia Vegetal”, es el conjunto de técnicas
utilizadas para mejorar las variedades de plantas en funcion de caracteristicas de
interés agricola y de ornamentacion. Esta comprende conocimientos de diversas areas
de la ciencia como bioquimica, agronomia, biologia celular y genética. Ademas,
declaran que con su aplicacion se pueden obtener nuevos productos y modificar las
caracteristicas de otros, el aumento en su productividad, volumen y resistencia a
condiciones adversas como las generadas por bacterias, virus, hongos, sequia,

salinidad, frio y calor.

La biotecnologia es la aplicacién de organismos vivientes para el desarrollo de nuevos
productos y la Biotecnologia de Plantas o vegetal es la adicién de rasgos selectos a
plantas, para el desarrollo de nuevas variedades y que tiene como base principal el
cultivo de tejidos vegetales o cultivo in vitro, una de las més importantes aplicaciones
para la produccion masiva de plantas de interés econémico o biolégico (Salgado,
2014).

3.7 Cultivo de tejidos vegetales in vitro

El cultivo de tejidos vegetales es una técnica en la que se desarrollan fragmentos de
tejidos de una planta (explantes)in vitro en un medio artificial en condiciones
asépticas. Implica cultivar explantes (como la punta del brote, la punta de la raiz, el

callo, la semilla, el embrién, el grano de polen, el évulo o incluso una sola célula)
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aislados de la planta madre en un medio nutritivo estérii que conduce a la

multiplicacion celular y la regeneracion de la planta (Hasnain et al. 2022).

El cultivo in vitro es considerado sinénimo de “Cultivo de tejidos” siendo una
herramienta de la biotecnologia que permite el uso de un conjunto de técnicas que
establecen el cultivo en condiciones asépticas, usando como material de partida,
organos, tejidos, células, etc. Empleando medios nutritivos artificiales (Espinosa,
2013).

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

multiplicacion y mejoramiento de plantas (Murillo, 2014).

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

interés en el area de la biotecnologia vegetal.

3.7.1 Ventajas del cultivo de tejidos vegetales

El cultivo de tejidos vegetales es el inico medio conocido para erradicar virus, viroides,
micoplasmas y otros patégenos a partir de material vegetal infectado, propagacion
clonal intensiva de plantas libres de enfermedades en cortos periodos de tiempo,
ademas que se obtiene y mantiene el cultivo libre de plagas y enfermedades por ser
una técnica que requiere de mucha metodologia aséptica, evita la erosién genética y
reduce costos de produccién por labores agronémicas en el mantenimiento de grandes

colecciones de germoplasmas en el campo (Perea & Tirado, 2011).
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3.7.2 Desventajas del cultivo de tejidos vegetales:

Perea & Tirado (2011), mencionan que requiere de personal especializado: bidlogos,
fisiblogos, Fito mejoradores, bioquimicos, requiere infraestructura y equipamiento
especiales que en todos los casos son costosos, en adicion la adquisicion de
productos quimicos es costoso y dificil, especialmente en paises en vias de desarrollo
donde no abundan muchos laboratorios realizando investigacion, también mencionar
gue es dificil instalar laboratorios in vitro donde no exista servicio eléctrico o que
presenten interrupciones perioédicas que pueden perjudicar el crecimiento de los
cultivos y finalmente existe una escasa literatura relacionada al cultivo in vitro en

nuestro medio.

3.8 Tipos de contaminantes en el cultivo in vitro

Las plantas en su condicién de crecimiento natural tienen asociadas un fauna y flora
microbiana con la cual interactian sin verse afectado su desarrollo; por el contrario.
Algunos microbios, dentro de los que se encuentran ciertas bacterias, actian como
agentes endofitos benéficos asociados al sistema vascular de la planta. Sin embargo,
en condiciones de cultivo in vitro, estos microbios se convierten en contaminantes o

agentes facilitadores de contaminacion para los explantes (Suéarez, 2020).

Herndndez y Gonzéales (2010), sostienen que los contaminantes mas frecuentes en
condiciones in vitro son los hongos, las bacterias y levaduras denominados
"vitropatdgenos", aunque también existen otros como los virus, viroides vy
microartropodos (&caros y trips). Al mismo tiempo explican que el término
vitropatdégeno ha sido usado para aquellos organismos que no son necesariamente
patdgenos para las plantas en el campo, pero si son perjudiciales para células, tejidos
u érganos cultivados in vitro, mientras que el término patégeno ha sido confinado para

describir a un organismo que causa. enfermedad a las plantas cultivadas en el campo.
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3.8.1. Bacterias

Son las mas comunes entre los microbios contaminantes de tejidos vegetales en
condiciones in vitro. Algunos de los géneros de bacterias vitropatégenas con mayor
incidencia son Acinbacter, Agrobacterium, Bacillus, Corynebacterium, Erwinia,
Enterobacter, Lactobacillus, Pseudomonas, Staphyllococcus y Xantomona
(Agrios,2005).

Los sintomas mas comunes de la contaminacidn bacterial en los tejidos vegetales son
la muerte completa del explante, crecimiento desuniforme, necrosis localizadas, bajas
tasas de multiplicacion en brotes axilares y baja capacidad de enraizamiento.
Generalmente, la contaminacién con bacteria puede identificarse por la presencia de
manchas de aspecto acuoso y coloracién variada en el tejido vegetal, turbidez en
medios liquidos y por la presencia de colonias que crecen en forma circular sobre

medios semisolidos (Suéarez, 2020).

3.8.2. Hongos

Los hongos son microorganismos que generalmente actlan como contaminantes
externos de los explantes, aunque algunos se encuentran asociados con el sistema

vascular (Suéarez, 2020).

Los géneros mas comunes de hongos que actlian como contaminantes de cultivos in
vitro son: Aspergillus, Candida, Cladosporium, Penicillium y Saccharomyces, este
altimo conocido como levaduras. Sus contaminaciones se caracterizan por el
crecimiento micelial que rapidamente cubre el explante resultando en la muerte rapida
de los tejidos, aunque la presencia de levaduras puede confundirse con

contaminaciones de tipo bacterial (Carlite et al, 2021).

3.8.3. Oxidacidén

Causada por la liberacion de fenoles al medio de cultivo, que reaccionan con el
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oxigeno del frasco, produciendo una coloracién rojiza, amarillenta o café. Indica, que
los compuestos fendlicos actian como inhibidores del crecimiento emitidos por el
propio explante, capaces de causar el envejecimiento y muerte del mismo. Se han
documentado incluso diferencias en los grados de oxidacion entre los cultivares de

una misma especie (Poma, 2014).

3.8.4. Ritketsias y fitoplasmas

Las Ritketsias y fitoplasmas son tipos particulares de bacterias que pueden causar
enfermedades en organismos vegetales. Las rickettsias se caracterizan por ser
inmoviles, mientras que los fitoplasmas carecen de la pared celular. Ambos pueden
actuar como patdgenos externos o sistémicos, y son generalmente inoculados en la
planta por insectos vectores (Agrios, 2005). Los sintomas de contaminacién por
Ritketsias y fitoplasmas en tejidos vegetales in vitro son amarillamiento de las hojas,

reduccion del tamafio de los 6rganos y flacidez de los tejidos.

3.8.5. Virus y viroides

Los virus son nucleoproteinas Fitopatogenas, mientras que los viroides son pequeias
cadenas de ARN sin proteinas asociadas que suelen causar enfermedades en las
plantas. Ambos se desplazan dentro de las plantas a través de los conductos
vasculares y necesitan de una célula hospedera para llevar a cabo sus funciones

basicas (Suares y Jaraba , 2004).

Las contaminaciones ocasionadas por estos microorganismos no son eliminadas con
la desinfeccién superficial de los explates, y los sintomas mas comunes de estas son
hojas amarillentas, presencia de mosaicos en la ldmina foliar, crecimiento lento y baja

capacidad de enraizamiento (Suarez, 2020).
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3.8.6. Vitrificacion

Gallo (2019), afirma que es un fendmeno llamado también hiperhidricidad que consiste
en el aumento del potencial hidrico de las células que causa un enverdecimiento de
los tejidos y los torna quebradizos. En algunos casos se hace referencia a esta como

una enfermedad fisioldgica.

3.9 Factores que intervienen en la micropropagacion

El estado fisiologico de las plantas donadoras y la época del afio son aspectos de gran
influencia en la morfogénesis. Como regla general se puede decir que cuanto mas
joven e indiferenciado se encuentre el explante a cultivar, mejor sera su respuesta in
vitro. La época del afio es un factor que suele tener mucha importancia en la
micropropagacion y que generalmente esta asociado al grado de dormancia que

presentan ciertos explantes (yemas) (Echenique et al., 2004).

La atmosfera gaseosa es un factor determinante en los procesos morfogénicos y esta
condicionada por el tipo y tamafio de los frascos seleccionados, asi como por el

sistema de cobertura de los mismos (Radice, 2004).

El ambiente in vitro se caracteriza por alta humedad relativa, temperatura constante,
bajo nivel de densidad de flujo de fotones fotosintéticos, fluctuacién en la
concentracion de CO2, alta concentracion de azucar, sales y reguladores del
crecimiento en el medio de cultivo, acumulacion de sustancias toxicas y ausencia de
microorganismos. Esto causa bajos niveles de transpiracion, absorcién de nutrientes,
CO2, asi como un alto nivel de respiracion en la oscuridad, lo que resulta en un pobre

crecimiento celular (Barbén, 2003).

El genotipo es un factor determinante en todos los procesos morfogénicos desde la
capacidad del explante para su establecimiento en condiciones in vitro como para la
proliferacion de callos o la diferenciacién y crecimiento de nuevos 6rganos (Radice,
2004).
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La capacidad de regeneracion de un explante depende en gran medida del genotipo,
incluso dentro de la misma especie, lo que refleja diferencias en el poder de activacion

de las rutas embriogénicas (Parrot, 1993).

Es conocido que la luz y la temperatura han sido consideradas como los factores
fisicos mas importantes en la micropropagacion. La luz es uno de los factores que
determina el desarrollo de los organismos autétrofos, en ello radica la importancia de

controlar la luz en los cultivos in vitro (Pelacho et al., 2002).

El fotoperiodo puede afectar los niveles internos de los reguladores del crecimiento
donde cambios en la intensidad luminosa pueden causar organogénesis y cambios

morfoldgicos especificos debido a la longitud de onda de la iluminacién (Pérez, 2006).

3.10 Callogénesis

Marulanda et al. (2021), indican que el uso de las técnicas del cultivo de tejidos
vegetales in vitro representa una herramienta eficiente para propagar genotipos élite
mediante la organogénesis directa; ademas, las plantas obtenidas estan libres de
enfermedades. Los primeros estudios con esta técnica en heliconias fueron quienes a
través de yemas laterales lograron la regeneracién de manera indirecta in vitro de H.
psittacorum y encontraron que las plantas obtenidas produjeron mas vastagos que las

propagadas de forma convencional.

El callo es una masa de tejido compuesto por células indiferenciadas que se forman
en explantes después de algunas semanas en un medio de crecimiento con las
hormonas apropiadas. Para estimular la induccion y el desarrollo de los callos, se
emplean hormonas de crecimiento como 2,4-D, NAA, kinetina, etc. La organogénesis
permitira la regeneracion efectiva de nuevas plantas a partir de callos (Hasnain et al.
2022).

Vincenty (2019), indica que se denomina tejido calloso a una masa amorfa generada

16



por células vegetales poco diferenciadas y de rapida proliferacion. En condiciones
naturales este tejido aparece como un mecanismo de cicatrizacion cuando se
presentan heridas o en agallas inducidas por organismos fitopatégenos. La aparicion
natural de tejido calloso se da como consecuencia de un cambio en los niveles

endogenos de fitohormonas, principalmente auxinas y citocininas.

A través, de la biotecnologia las plantas pueden ser producidas por medio del cultivo
de callos a través de dos procesos: la organogénesis indirecta y embriogénesis
indirecta. La embriogénesis indirecta es la formacion de un embrion vegetal a partir de
tejidos de callo derivados de explantes, mientras que la organogénesis indirecta es la
formacion de érganos vegetales in vitro como raices, tallos y otros, que también tienen
gue pasar por una etapa intermedia llamada callo. Asi, bajo ciertas condiciones
nutritivas y hormonales, partes como 6rganos y tejidos (explantes) son capaces de
diferenciar sus células y reiniciar su crecimiento por division celular, en condiciones in
vitro. Gracias a estas técnicas de micropropagacion vegetal podemos obtener una

planta completa a partir de una parte de ella. (Vincenty, 2019).

Figura 1:

Callogénesis

Re;eneracién de plantas via embriogénesis somatica (por formacion de embriones)

¢

Hojas o tallos o
raices, etc.

C Embriogénesis asexual o somatica 1

Cientos y miles de embriones
somaticos

Fuente: (Cruz, 2023)
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Los callos se pueden multiplicar como tejido no organizado durante un periodo
ilimitado a través de subcultivos periédicos en medio fresco o inducirlos a diferenciar
estructuras organizadas (raices, brotes, embriones) mediante la manipulacién del
medio de cultivo (Bhojwani & Dantu, 2013).

3.10.1 Diferenciaciéon de embriones somaticos.

En esta etapa se forman los embriones somaticos a partir de los callos embriogénicos
desarrollados en la fase anterior. Una via simple para promover la diferenciacion de
embriones es la transferencia de callos inducidos en medios con 2,4-D y citoquininas

a un medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento. (McKerrie y Brown, 2008).

3.11 Medio de cultivo

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

son utilizados de acuerdo al requerimiento del cultivo (Aguirre, 2010).

Espinosa (2013), argumenta que se da el nombre de medio de cultivo al sustrato
artificial de composicion compleja, utilizando para el crecimiento y desarrollo de las
vitroplantas. EI medio de cultivo permite que dé forma artificial y bajo condiciones
estériles pueda vivir y multiplicarse células, tejidos y 6rganos separados del tejido que

les dio origen.

La combinacion sdlida o liquida de nutrientes y agua es el medio de cultivo,
generalmente contiene sales inorganicas, carbohidratos, vitaminas y aminoacidos.
Generalmente se denomina medio basal y puede ser suplementado con algin
regulador de crecimiento. Ocasionalmente con otras sustancias y gelificando
generalmente con agar. Asi mismo se pueden encontrar variantes de acuerdo a la

etapa de propagacion (Caillante, 2017).
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Alcantara et al. (2019), sostienen que los reguladores de crecimiento pueden ser
clasificados segun: su estructura molecular, su actividad a nivel vegetal, sus efectos
inhibitorios o estimulantes y otras clasificaciones. Las fitohormonas se clasifican en
familias, por ejemplo, las auxinas, que abarcan varios compuestos con estructura y
actividad similar. Por otra parte, reguladores como el etileno son sustancias
especificas y no se conocen otras que cumplan una actividad similar. Ciertas funciones
de las fitohormonas pueden ser observadas a nivel fenotipico. Estos autores
elaboraron una tabla clasificando los reguladores de crecimiento en: auxinas,
giberelinas, citoquininas, acido abscisico, acido, etileno, acido salicilico, poliaminas,

acido jasmonico, brasinoesterioides y estrigolactonas.

3.11.1 Composicion del medio de cultivo

3.11.1.1 Sales inorgénicas o minerales.

Macronutrientes: 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, nitrégeno, 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, zinc,

Micronutrientes: Para una adecuada actividad metabdlica, las células vegetales
requieren de micronutrientes. Los mas esenciales son: Fe, Mn, Zn, Bo, Cu, Co y Mo.
Los dltimos cinco elementos son fundamentales para la sintesis de clorofila y la funcién

de los cloroplastos. (Alvarez, et al., 2007).

3.11.1.2 Compuestos orgénicos.

Segun Menezes et al. (2016), todo medio esta basicamente compuesto de
macronutrientes, micronutrientes, pero también compuestos organicos como

vitaminas, aminoacidos y una fuente de carbono.
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3.11.1.3 Fuentes de carbono.

Mendoza (2007), indica que la sacarosa es la fuente de carbono mas ampliamente
usada, y se emplea a una concentracién de 2 a 3%; sin embargo, en ciertas especies
se emplean concentraciones muy elevadas (5 a 12%). Ocasionalmente se emplea la
glucosa en cultivo de monocotiledoneas, asi como la fructosa y el almidén para otras

especies.

3.11.1.4 Reguladores de crecimiento.

Segun Alcantara et al. (2019), los reguladores vegetales son compuestos sintetizados
guimicamente u obtenidos de otros organismos y son, en general, mucho mas
potentes que los analogos naturales. Es necesario considerar aspectos criticos como
oportunidad de aplicacion, dosis, sensibilidad de la variedad, condicién de la planta,
etc., ya que cada planta requerira de unas condiciones especificas de crecimiento que
pueden afectarse por la concentracion de ellos en el medio. Los reguladores vegetales
son productos sintéticos que se han convertido en las primeras herramientas capaces
de controlar el crecimiento y actividad bioquimica de las plantas por lo que su uso ha

aumentado en los ultimos afos.

e Auxinas.

Las auxinas sintéticas mas activas tales como el acido 3-indolbutirico (AIB), acido a-
naftalenacetico (ANA) y el acido 2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D), generalmente
producen elongacion celular y expansién de los tejidos, division celular (formacion de
callo) y formacion de raices adventicias. A bajas concentraciones predomina la
formacion de raices adventicias y a altas concentraciones se da la formacion de callo
en lugar de raices. Tienen efecto en la dominancia apical y formacion de 6rganos;
estimulan el alargamiento y division celular tanto en yemas existentes como en la
emergencia de yemas adventicios; también promueven el enraizamiento. Las auxinas

gue mas se usan en cultivo de tejidos son: ANA, AlA 'y 2-4-D (Rodriguez, 2012).
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Gutiérrez (2009), indica que ha demostrado que la accién de las auxinas sobre el
alargamiento celular estd basada en una serie de modificaciones que se producen
previas a este proceso, tales como: incremento del contenido osmético de la célula,
aumento en la permeabilidad celular al incrementarse la plasticidad de la pared y
aumento en la sintesis del acido ribonucleico mensajero (ARNm) y proteinas

especificas, lo cual origina un incremento de la plasticidad y de la extension celular.

Las concentraciones a usar de las auxinas varian de especie a especie, pero
generalmente se utilizan de 0.1 a 10 mg/l. La actividad auxinica en células cultivadas
se considera de la manera siguiente 2,4-D > ANA > AIB > AIA (L6pez y Chaparro,
2007).

e Citocininas.

Jordan y Casaretto (2006), argumentan que las citocininas son hormonas esenciales
en el accionar de varios procesos vinculados al crecimiento y desarrollo de las plantas
y relacionados a la accion de varios genes. Se trata de derivados de la base adenina
gue en su posicibn N6 muestra varias substituciones, no teniendo (la adenina sola),
efecto hormonal alguno. El reconocimiento de las cualidades de las citocininas se inici6
con el descubrimiento de la kinetina en la época de los 50, siendo este un artefacto
producto de la degradacion del ADN en espermatidas de arenque sometidas a
autoclavado (temperatura y presion). Actualmente las citicininas pueden clasificarse
en naturales (generadas por plantas) y artificiales (Sintetizadas mediante procesos

guimicos).

Es probable que las citocininas se sinteticen en las puntas de las raices y se desplacen
por la xilema hacia las hojas, donde desempefian importantes funciones en el
metabolismo y envejecimiento. Cuando la cantidad de citocininas es baja en
proporcion con las auxinas, se produce un desarrollo en las raices; pero cuando es
elevada, se desarrollan tanto las yemas como los brotes, cuando la relacion es

intermedia se desarrollan tejidos de callos no diferenciados, también provocan la
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elongacion de algunas hojas y la elongaciéon de segmentos de tallos etiolados, es la

respuesta se deben en gran parte a la expansion celular (Gutiérrez, 2009).

e Giberalinas

Las giberelinas, también conocidas como acidos giberélicos, tuvieron su primera
aparicion en afios cercanos a la década de 1930. Dentro de esta investigacion se pudo
observar la asociacion de un hongo que anteriormente era conocido como Gibberella
fugikuroi como agente etiolégico de la enfermedad “bakanae” las plantulas de arroz.
Ademas, informan que, con el paso del tiempo, algunos cientificos lograron aislar y
caracterizar diferentes tipos de giberelinas a partir de la filtracion y purificacion de los
metabolitos que eran capaces de producir estos hongos, logrando 117 principales
reguladores hormonales y sus interacciones en el crecimiento vegetal diferenciar 3

tipos de giberelinas en la década de 1950. (Cortés et al., 2019).

Las giberelinas promueven la division celular al reducir la interface del ciclo celular e
inducir las células en fase G1 a sintetizar ADN. También promueven la elongacion
celular al incrementar la plasticidad de la pared y aumentar el contenido de glucosa y
fructosa, provocando la disminucién del potencial hidrico, lo cual permite el ingreso de

agua en la célula y produce su expansion (Perea, 2009).

3.11.1.5 Vitaminas.

Pelacho et al., (2007), mencionan que las vitaminas son compuestos organicos que a
bajas concentraciones desempefian en el metabolismo celular funciones cataliticas y
reguladoras, las vitaminas son necesarias para llevar a cabo una serie de reacciones
cataliticas en el metabolismo y son requeridas en pequefias concentraciones. Las
vitaminas mas empleadas son: tiamina, acido nicotinico, myoinositol, &cido

pantoténico, acido folico, riboflavina y la vitamina E.

Asi mismo Roca y Mroginski (1993), indican que los medios de cultivo contienen
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comunmente varias vitaminas, es probable que en forma general sélo sea esencial la

incorporacion de tiamina.

3.11.1.6 Agentes solidificantes

Roca y Mroginski (1993), mencionan que en los medios semisélidos comunmente se
adiciona agar (0.6% a 1%). La efectividad de un cultivo depende tanto de los
ingredientes basicos (nutrimentos, azucar y hormonas) como del agente gelificante.
Comunmente se ha empleado el agar como un sistema de soporte para la preparacion

de medios so6lidos o semisdlidos.

3.11.2 Acido 2,4-Diclorofenoxiacetico (2,4-D)

Rivero et al. (2008), indican que el acido 2,4-Diclorofenoxiacético es una potente
auxina que se usa en el cultivo in vitro para la formacién de callos y la induccion de
embriones somaticos, conocido por su nombre comun como 2,4-D se le clasifica

dentro del grupo de los herbicidas fenoxi o fenoxiacéticos o clorofendlicos.

Figura 2:
Estructura quimica del acido 2,4D

O\)kOH

Cl Cl

Acido 2 4-Diclorofenoxiacético

Fuente: (Glpbio, 2024)
Férmula quimica: C8H6CI203
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Prieto (1992), indica que el 2,4 D fue introducido en el afio 1954 como el primer
herbicida sistémico y selectivo para el control de malezas de hoja ancha en cultivos
de cereales, siendo ampliamente usado en la actualidad debido a su bajo costo y facil
acceso para el agricultor, a su vez se estd demostrando actualmente que a pequefas
concentraciones promueven el enraizamiento. En la actualidad también se estan

realizando trabajos de enraizamiento con acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D).

Bejarano (2007), menciona que el 2,4-D se le incluye dentro de los “herbicidas
hormonales” porque actua de modo parecido a la hormona natural auxina o acido
indol-3-acético (AlA). Las plantas de manera natural producen hormonas que son
sustancias quimicas que actuan de manera precisa y en cantidades muy pequefas y
su concentracion es regulada por la propia planta; en el caso de la auxina es una
hormona que regula el sano crecimiento y desarrollo vegetal, pero en su forma
sintética y a una concentracion mucho mayor provoca la muerte de la planta ya que

no encuentra un mecanismo de control interno.

El mismo autor menciona también que el 2,4-D es un herbicida sistémico debido a que
se absorbe por las hojas o la raiz y se transporta por la savia a todo el cuerpo
alcanzando los tejidos internos y partes no rociadas. Se acumula en las regiones de
crecimiento e induce malformaciones que matan a la planta. Es considerado uno de
los primeros herbicidas “selectivos” pues mata mas a las plantas de hoja ancha y
causa poco dafio a los de hoja angosta; se ha usado para controlar malezas de hoja
ancha, anuales y perennes, en su post-emergencia, en cultivos de cereales, cafa de
azucar, pastizales, areas industriales y en céspedes, jardines domeésticos y campos

de golf.

3.12 Etapas de la micropropagacion de plantas

Fase O (Preparativa): Esta etapa inicial comprende la seleccién de la planta madre y
una serie de pretratamientos en condiciones higiénicas controladas, cuyo objetivo es

mejorar la eficiencia en el desarrollo posterior de los cultivos in vitro. La misma tiene
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una marcada influencia sobre la calidad posterior de las plantas resultantes del

proceso, desde el punto de vista sanitario, fisioldégico y genético (Zayas, 2005).

Fase | Establecimiento o Iniciacion de los cultivos: consiste en cultivar un pequefio
segmento de plantas (explantes) sobre un medio sintético en condiciones controladas,
con el propésito de regenerar las plantas enteras (Roca y Mroginski, 1993). Los
desinfectantes mas utilizados son el hipoclorito de sodio (NaClO), hipoclorito de calcio
(CaClO2), peroxido de hidrogeno (H202), etanol y dicloruro de mercurio (HgCI2).

Ademas, se pueden afadir algunas gotas de Tween-20 (Zayas, 2005).

Fase Il Multiplicacion: Se considera la etapa mas importante del proceso, la
micropropagacion de una especie o variedad definiéndose no solo el niumero de
plantas y propagulos a obtener, sin embargo, su calidad genética por esta fase en la

gue reproducen variantes somaclonales (Maceo, 2007).

Fase Il Enraizamiento: El enraizamiento in vitro es la etapa final del proceso de
micropropagacion que precede a una etapa de multiplicacién (con subcultivos)
periédicos en medio rico en hormonas estimulantes. Cuanta con 2 etapas: Etapa 1 en
la cual se observan microtallos en estado de proliferacion y etapa 2 de elongacion.
Estas etapas estan influenciados por diversos factores tales como el oxigeno,
temperatura, sacarosa, potencial estomatico, pH y nutrientes minerales que dependen
basicamente de las condiciones fisicas de cultivo (Paz et al. 2016).

Fase VI aclimatizacion: Durante el cultivo in vitro las plantas crecen en condiciones
de baja intensidad luminosa, alta humedad relativa, temperatura constante, escaso
intercambio gaseoso y medios de cultivos ricos en compuestos organicos,
especialmente sacarosa. Estas condiciones provocan cambios en la morfologia y
fisiologia de las plantas que las hacen diferir de las que crecen en invernaderos o en

el campo (Barranco et al., 2002).

La aclimatacion de plantas cultivadas “in vitro” es la ultima fase del proceso de
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micropropagacion y es considerada una etapa critica donde se determina la
sobrevivencia y establecimiento de plantulas (Lesar et al. 2012). Es una etapa critica
ya que implica cambios drasticos en la condicidn de cultivo para las plantas, la cual
puede provocar estrés y muerte. Durante el cultivo “in vitro” las plantas presentan un
crecimiento anormal con cambios de tipo morfolégico, anatémico y fisiolégico (Cafial
et al. 2001).

3.13 Cultivo in vitro de papa

Muchas investigaciones han tenido como objeto de estudio las especies
pertenecientes a la familia Solanaceae debido a su importancia econémica. En
particular, los estudios genéticos y gendmicos se han enfocado principalmente en la
papay el tomate ya que producen érganos de interés comercial (el fruto en el caso del

tomate y el tubérculo en la papa) (Rigano et al. 2013).

Granger (2016), menciona que hace mas de tres décadas se han establecido cultivos
in vitro de Solanum tuberosum L., en la mayoria de los casos con el objetivo ultimo de
mejorar caracteristicas agrondmicas. Las suspensiones celulares han sido utilizadas
como un modelo para estudiar rutas metabolicas, variacion, expresion génica, entre

otros aspectos genéticos, bioquimicos y fisioldgicos relevantes.

Sin embargo, hasta el momento no se han establecido bioprocesos a partir de cultivos
de células en suspension de papa por lo que se desconocen reportes de parametros
gue serian fundamentales. Ademas, se ha reportado que la composicion adecuada del
medio de cultivo para lograr un establecimiento de callos y de crecimiento, depende
del genotipo. Para establecer cultivos de células en suspensién de una nueva variedad
de papa es necesario entonces encontrar la composicion del medio que favorece el

crecimiento del callo y la suspension de este genotipo. (Shahab-ud-din et al., 2011).
El cultivo in vitro en papa ha presentado gran variedad de estudios, en el que se

emplea distintos explantes como: estolones, nudos, esquejes, anteras, hojas, tallos

entre otros; con diferentes fines como induccién a embriogénesis, regeneracion,
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micropropagacion, dichas técnicas aportan informacién para la conservacion y
mejoramiento genético de la planta (Hernandez & Diaz, 2019).

Un equipo de investigadores de la Universidad Nacional de Colombia Sede Bogoté
desarroll6 tres nuevas variedades de papa de la subespecie andigena, entre las que
se destaca la variedad Pastusa Suprema obtenida mediante técnicas convencionales
de mejoramiento genético, por el cruce de un clon interespecifico (Solanum
stoloniferum 230490 x Solanum phureja var. Yema de huevo) con Solanum tuberosum

subsp. andigena var. Parda pastusa (Lépez & Chaparro, 2007).

3.13.1 Callogénesis en papay caracteristicas

Granger (2016), menciona que en general hay muy pocos reportes de callogénesis en
cultivares solanaceos de la subespecie andigena, probablemente debido a la baja
eficiencia de regeneracion de brotes en estos genotipos. Dentro de las técnicas de
cultivo in vitro de tejidos vegetales que se han desarrollado en papa se tiene a los
cultivos a partir meristemos, brotes axilares desarrollados de puntas meristeméticas,
puntas de apices y también por embriogénesis somatica. Los estudios condujeron a
gue la regeneracién bajo condiciones in vitro esta en relacion con el genotipo de los
explantes, al existir diferencias porcentuales en la formacion de callos embriogénicos

en las distintas variedades y cultivares de papa.

Al igual que en otras especies, se ha evidenciado que los requerimientos hormonales
para el cultivo in vitro de S. tuberosum L. son dependientes del tipo de explante (Anjum
& Ali, 2004). Se ha reportado la obtencién de callos a partir de diferentes tejidos como
raices (Hawkins & Lips, 1997; Zacharius et al., 1985 citado por Granger,2016) y tallos.
Hay un reporte de induccién de callos en la variedad Pastusa Suprema en el que se
utilizan entrenudos como explantes (Jiménez et al., 2009); sin embargo, no se conocen
reportes previos de la evaluacion del tipo de explante en la callogénesis de esta

variedad.

En la evaluacién del efecto del tipo de explante se encontré que en general los nudos
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de las raices de la papa presentaron mayor organogéenesis en comparacion con los
entrenudos, por lo cual en adelante se utilizaron los entrenudos como tejido de
explante para la induccion de callos. El estado fisiologico del tejido meristematico de
los nudos le confiere una mayor capacidad de respuesta regenerativa ante los
estimulos hormonales porque este en la planta, tiene precisamente la funcién de

formar nuevos tejidos (Granger, 2016).

Llanco (2013), menciona que, en el grado de formacion de callos, existen diferencias
considerables, segun la aplicacién de la concentracién de regulador de crecimiento
BAP. Llanco evaluo el grado de formacion de callos en los diferentes tratamientos:

T1 (6% de sacarosa x sin BAP), T2 (6% de sacarosa x 2.5 mg/l BAP) y T5 (8% de
sacarosa x sin BAP), no presentaron formacién de callos. Mientras que los
tratamientos T3 (6 % sacarosa x 5 mg/l BAP) y T6 (8% sacarosa x 2,5 mg/l BAP)
presentan un rango de formacién de callos de 1(escaso), se evidencia pequefias
formaciones de callos en algunas vitroplantas. El tratamiento T7 (8% sacarosa x 5mg/I
BAP) muestra un rango de formacion e callos de 2 considerada moderada, mientras
gue los tratamientos afectados severamente por la formacion de masas de células
desorganizadas fueron; T4 (6 % sacarosa x 10 mg/l BAP) y T8 (8% sacarosa x 10 mg/I

BAP), encontrandose dentro del rango 3 abundante formacion de callos.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 LOCALIZACION

El presente trabajo se realizé en los ambientes del Laboratorio de Biotecnologia
Vegetal de la Facultad de Agronomia dependiente de la Universidad Mayor de San
Andrés (UMSA), geograficamente situada entre los paralelos 16°30°00,2” latitud Sur,
y 68°08°26,2” longitud Oeste del Meridiano de Greenwich; a una altura aproximada de
3650 ms.n.m.

Figura 3.

Localizacion del area de investigacion.

Nota: Elaborado en base a imagenes obtenidos en linea (Google, 2024).

El laboratorio de biotecnologia vegetal decultivos agricolas cuenta con 2 areas
denominadas area sucia y area esterilizada. El &rea sucia es un area de lavado y un
area de preparacion y esterilizacion. El area esterilizada cuenta con salas de
micropropagacion de medios de cultivo, y la sala de crecimiento y conservacion in
vitro, con una iluminaciéon entre 2000-4000 lux del fotoperiodo del area de crecimiento
fue de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad, para la etapa de introduccién y
multiplicacion, controlado por un temporizador programable, manteniéndose a una

humedad relativa entre 70-80% y temperatura de 18-20°.
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4.2 MATERIALES

4.2.1 Material vegetal

Se utilizé plantas de papa de 4 y 5 meses de edad de dos variedades (imilla negra y
waycha pacefa) de Solanum tuberosum, provenientes de la Estacion Experimental de
KiphaKiphani perteneciente a la fundacion PROINPA (promocion e investigacion de
cultivos andinos) localizado en el municipio de Viacha, en el departamento de, La Paz
la ubicado geograficamente a: 16°40°27.19”Latitud Sur y 68°17°58.1” Longitud Oeste
a una altitud de 3.873 ms.n.m. y distante a 41 km del centro de la cuidad de La Paz. A

partir de estas plantas, se utilizaron hojas, raiz y tubérculos respectivamente.

4.2.2 Equipos e insumos de laboratorio

Autoclave horizontal, balanza analitica y de precision, camara de flujo laminar de aire,
camara de crecimiento, microondas, pH-metro, agitador magnético, refrigerador,
termdémetros de maximas y minimas, destilador de agua, timer, pipetas graduadas,

probetas, cajas Petri, vaso de precipitacion, vasos de vidrio.

Hojas de bisturi N° 11, mangos para bisturi, pinzas largas, magnetita, tijeras, estilete,
mechero de alcohol, papel aluminio, papel de madera, papel secante,toalla, parafilm,
guardapolvos, barbijos, gorra quirargica, detergente, jabon desinfectante antibacterial,

alcohol en gel, guantes de latex, camara fotografica, marcadores, planillas de registro.

En cuanto a los reactivos: Las sales minerales y vitaminas del medio basal MS
Murashige y Skoog ,1962. La auxina de induccion a callos: acido 2,4
diclorofenoxiacetico. Ademasde Hidréxido de sodio (NaOH al 1N), acido clorhidrico
(HCl al 1N), agua destilada esterilizada, agua destilada, alcohol etilico al 70 por ciento

(v/v), hipoclorito de sodio (NaClO), myoinositol, Agar y sacarosa.
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4.2.3 Material de gabinete

Planillas de registro, marcador, camara fotografica, equipo de computacion,

impresora, regla, programa informatico infoStat.

4.3 METODOLOGIA

Se efectuaron ensayos preliminares, que incluyeron desde la realizacién de pruebas

piloto, adecuacién del laboratorio y los materiales (instrumental y vegetal).

4.3.1 Flujograma de la investigacion

La figura 4 muestra los pasos principales que se llevaron a cabo para la realizacion

de investigacion.

Figura 4.

Diagrama de flujo de la investigacion.
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Nota: Elaborado en base a la metodologia realizada dentro de laboratorio (2024).
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4.3.2 Procedimientos experimentales de la investigacion
4.3.2.1 Seleccion de las plantas

Se realiz6 una seleccion positiva de plantas del cultivo de papa (hojas, tallos, raiz y
tubérculo) de la variedad imilla negra y waycha pacefia, obtenidos en campo en un
grupo de plantas de buen tamafio que no presentaron algin sintoma de enfermedad

ni danos. Posteriormente se trasladd a laboratorio.

4.3.2.2 Preparacion del medio de cultivo

En el laboratorio de biotecnologia vegetal se usa un medio de cultivo estandar para
los cultivos in vitro, la cual consta de: 30g/L de sacarosa, 100 mg/L de Myonositol, 4,5
g/L de medio base Murashige y Skoog (1962) y 6,5 g/L de agar agar; en un rango de
5,6 — 5,7 de pH.

Se prepar6 el medio de cultivos para cada una de las variedades. Cada uno de ellos
fueron adicionados con una auxina de induccién a callos; al primer medio de cultivo se
adicion6 1 ml/L de acido 2,4D, el segundo con 3 ml/L de acido 2,4D, el tercero con 6
ml/L de acido 2,4D.

Se pesaron 20 mg de acido 2,4D en la balanza de precision, se diluyé en 20 ml de
agua estéril en frascos de vidrio roturandolos con sus respectivos nombresy

concentracion 1mg/iml.

En un vaso precipitado de 1000 ml se puso el magneto, dentro del vaso precipitado se
llené con agua esterilizada hasta 600 ml y se trasladd al agitador magnético,
adicionando los reactivos en el siguiente orden, a medida que estos se vayan
diluyendo completamente: sacarosa, medio base Murashige y Skoog (1962),
myoinosytol y el acido 2,4D en su respectiva concentracion. Se midié el pH
estabilizando a un rango de 5,6- 5,7. Teniendo el pH optimoaforramos con agua

esterilizada hasta los 1000 ml y finalmente se adiciond el agar hasta su dilucién
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completa.

Se lo llevo al microondas por un periodo de 15 minutos para la coccion del agar, luego
se procedio de inmediato a distribuir a 15 ml de medio de cultivo por vaso, cubriéndose
con parafilm, papel aluminio la parte de la boquilla de los tubos de ensayo y se esterilizd
en la autoclave a una temperatura de120 °C, 1 atmosfera de presién por veinte
minutos. Para concluir una vez esterilizados los tubos de ensayo se trasladaron a la

camara de flujo laminar para la introduccion posterior de los explantes.

4.3.2.3 Esterilizacion de los materiales

El material utilizado (cajas Petri, pinzas, bisturi, etc.) fue lavado, secado y envuelto
en papel madera, se esterilizé en la autoclave a una temperatura de 120 °Cy 1
atm de presion por veinte minutos. Luego los materiales fueron trasladados a la
camara deflujo laminar para su segunda esterilizacion a una radiacion ultra violeta y

aire estéril por 15 minutos.

4.3.2.4 Limpieza y descontaminacion del material vegetal

Primeramente, se lavo toda la planta con agua corriente eliminando restos de tierra 'y
suciedad. Para la desinfeccion en tubérculos se realizo la limpieza con la ayuda de
detergente y una esponja, eliminando cuidadosamente los brotes e impurezas que
estuvieran presentes en ellos realizando enjuagues con agua destilada;

posteriormente se los seco y se envolvid entre papel sabana.

4.3.2.5 Desinfeccion de explantes

En cuanto a hojas, se emplearon secciones en promedio 1.5 x 2.0 cm, sometidos a
desinfeccidn externa mediante inmersion en una solucion de etanol al 70% por 30 sy
en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% por 10 m. Para eliminar los residuos de
los agentes desinfectantes, se efectuaron tres enjuagues sucesivos con agua

destilada estéril (ADE), con tiempos de 5 min. En la camara de flujo laminar fueron
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cortadas en dos partes de forma perpendicular a la nervadura principal.

Asimismo, bajo condiciones asépticas, se procedié a diseccionar las raices y los
tubérculos de las dos variedades de papa: los explantes de raiz tenian una longitud
aproximada de 5 mm de largo y los tubérculos tenian una dimensién aproximada de 8
a 10 mm por lado, se desinfectd los explantes mediante inmersién en solucion de

etanol al 70% por 30 s y en una solucion de hipoclorito de sodio al 3% por 10 min.

4.3.2.6 Introduccién de los explantes

Los brotes diseccionados se llevaron a cajas Petri, donde se realizaron cortes con
bisturi y pinzas, descartando los extremos basales que presentan necrosis en los
tejidos, por efecto de los agentes desinfectantes. Finalmente se cultivd a razén de un
explante por vaso, donde la mitad del explante se enterré en el medio de cultivo

preparado.

Cada explante fue sembrado en un vaso preparado con 15 ml de medio basico MS
luego, con los respectivos registros de la variedad y fecha de la actividad,
transfiriendolos a sala de crecimiento o incubacién bajo ambiente controlado

(temperatura, humedad relativa, fotoperiodo) respectivamente.

4.4 Andlisis estadistico

4.4.1 Etapa de introduccion

4.4.1.1 Disefio experimental

Se utilizé el Disefio Experimental Completamente al azar (DCA) con arreglo bifactorial con
los factores de estudio A factor correspondiente a la variedad (Waycha pacefia e Imilla negra)
y B factor correspondiente a las diferentes concentraciones (1, 3, 6 ml/L) con 10 repeticiones

respectivamente de acido 2,4 diclorofenoxiacetico.
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4.4.1.2 Modelo lineal aditivo

El modelo aditivo lineal estadistico utilizado para el disefio es el siguiente:

Yijk= p+ai+pj+(ap)ij+eijk

Donde:

Yijk = Una observacion cualquiera.

M = Media General.

ai = Efecto del i-ésimo factor A (variedades de papas nativas).

Bj = Efecto del j-ésimo factor B (concentracion de fitohormonas).

(aB)ij = Interaccion entre i-j (efecto de la interaccion variedades de papa
nativas*concentracion de fitohormonas).

gijk =Error Experimental.

4.4.1.3 Factores de estudio para la etapa de introduccion

Factor A = Variedad de papa nativa.

Al =Waycha pacefia
A2 = Imilla negra

Factor B = Concentraciones de fitohormona.
B1=1 ml/L &acido 2,4 D

B2 =3 ml/L &cido 2,4 D
B3 =6 ml/L acido 2,4 D
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Tabla 1.

Distribucioén de los factores de estudio para raiz, hoja y tubérculo

Distribucion Unidad
Factor | Factor Tratamientos Combinacion Descripcion Repeticiones experimental
A B
B1 T1 A1 x B1 Var. waycha pacenia 10 10
x1mliiL 24D
Al B2 T2 Al1xB2 Var. waycha pacena 10 10
x3ImliiL 24D
B3
T3 A1x B3 Var. waycha paceiia 10 10
x 6 miL 2.4D
B1 T4 A2 x B1 Var. Imilla negra x 1 10 10
A2 mi/L 2,4D
B2 T5 A2 x B2 Var. Imilla negra x 10 10
3miL 24D
B3 6 A2 x B3 Var. Imilla negra x 6 10 10
mi/L 2.4D
Total de unidades experimentales 60

Nota: En la distribucion de cada 6rgano rendia 60 unidades (los tres érganos dan 180

unidades experimentales).

4.4.1.4 Croquis del disefio experimental en la etapa de introduccion

La siguiente tabla presenta el croquis experimental y la distribucion de las unidades de

estudio, con un disefio experimental completamente al azar (DCA).
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Figura 5.

Croquis del disefio experimental de la investigacion.
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Nota: Elaborado en base al orden puesto en laboratorio, (2024).

4.4.2 Variables de respuesta en la etapa de introduccion
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hongos o algun agente contaminate externo, la relacién define numero de explantes
contaminadas entre nimero de vitroplantas totales por cien. Por tanto, el dato expresa

el nimero de explantes contaminadas en porcentajes.

4.4.2.2 Porcentaje de oxidacion

Es la alteracion que se produce al entrar en contacto con el oxigeno del aire. En el
tubérculo ocurre porque cuando se rompen sus tejidos se libera una enzima llamada
polifenoloxidasa (PFO) que tiene la capacidad de oxidar. Se evalué el numero de
explantes que presentaron cambio de color (café, marron o rojiza) en el medio de
cultivo y el corte (raiz y tubérculo); esta variable fue evaluada por cuantificacion y

observacion directa.

4.4.2.3 Porcentaje de supervivencia

Expresa en namero de callos que lograron sobrevivir en porcentaje. Se realiz6 el
porcentaje de callos que lograron expresar su totipotencia favorablemente (los que
sobrevivieron), en relacion al nimero de plantulas desarrolladas entre el nUmero de
callos totales por cien.

4.4.2.4 Formacion de callos

Se observo las explantes en los cuales hubo formacién de callo, cada 15 dias
después de la introduccién durante tres meses. Los datos obtenidos en laboratorio se

transformaron de discontinuo a continuo con la férmula: Vx + 1.

4.4.2.5 Explantes sin respuesta

Se realiz6 el conteo de las explantes que no lograron desarrollar callo alguno, la

evaluacion se realiz6 a los 40 y 70 dias después de la introduccién. Los datos

obtenidos se transformaron de discontinuo a continuo con la formula: Vx + 1.

38



5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1 Analisis del porcentaje de contaminacion, oxidacion y sobrevivencia de

explantes de papa en la formacion de callos

5.1.1 Porcentaje de contaminacion

Se identific el nimero total de explantes contaminados (presencia de hongos, bacterias

0 agentes contaminantes externos) este valor se expresé en porcentaje.

MUESTRA DE HOJA
Tabla 2.

Porcentaje de contaminacion del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A variedad Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
contaminacion contaminadas contaminacion
(%)
Waycha pacefia 27 3 30 10
Imilla negra 29 1 30 3.3
Total 56 4 60 13.3

En la tabla 2, se evidencia que el porcentaje de explantes contaminados es de 13,3 %
por tanto el restante 86,7 % son explantes no contaminados. En cuanto a los datos
individuales, la variedad waycha pacefia obtuvo una contaminacion promedio es de

10% mientras que el cultivo in vitro en base a tejido de hojas de imilla negra solo 3.3%.

Tabla 3.

Porcentaje de contaminacion del factor B: concentraciones de 2,4D.

Factor B Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
concentraciones contaminacion contaminadas contaminacioén
(%)
1 ml/L 4cido 2,4 D 18 2 20 10
3 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
6 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
Total 56 4 60 20
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En la tabla 3, se observa el porcentaje de contaminacién en explantes es del 20 % y

el porcentaje de plantas sanas sera del 80 %. (no contaminadas). La dosis de 1Im/L

obtuvo 10% de contaminados mientras que las dosis 3 y 6 ml/L solo 5% cada uno.

Por otro lado, Gallo (2019), indica que esto es debido a la introduccion accidental de

microorganismos como la presencia de bacterias y hongos, en su ensayo el porcentaje

de vitroplantas contaminadas es de 10,3% para el tipo de corte y un 33,32% de

contaminacion para las concentraciones de (IAB), al respecto el valor obtenido en el

presente trabajo fue del 13.3% de contaminacion para la variedad y 20% de

contaminacion para las concentraciones.

MUESTRA DE RAIZ
Tabla 4.

Porcentaje de contaminacion del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
variedad contaminacién contaminadas contaminacion
(%)
Waycha pacefia 27 3 30 10
Imilla negra 28 2 30 6.7
Total 55 5 60 16.7

En la tabla 4, se observa que el porcentaje de contaminacién del factor A (variedad de

papa nativa) en cultivo en base a raiz fue del 16.7%, donde existe un 83.3% de

explantes no contaminadas, esto atribuible al estricto protocolo de desinfeccién del

material vegetal e instrumental de laboratorio empleados. la variedad waycha obtuvo

un porcentaje de contaminacién de 10% mientras que la variedad Imilla negra solo

6.7%.
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Tabla 5.

Porcentaje de contaminacion del factor B: concentraciones de 2,4D en raiz

Factor B Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
concentraciones contaminacion contaminadas contaminacién
(%)
1 ml/L &cido 2,4 D 18 2 20 10
3 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
6 ml/L &cido 2,4 D 18 2 20 10
Total 55 5 60 25

Como se puede observar en la tabla 5, el porcentaje de contaminacion de cultivos en
base a tejido de raiz botanica para el factor B (3 concentraciones de acido 2,4D
empleado) es de 25 %, donde hay el 75 % de explantes no estan contaminadas, de un
total de 60 explantes en estudio. Las dosis 1 y 6 ml/L obtuvieron 10% de contaminados

mientras que la dosis 3 ml/L solo 5%.

La presencia de agentes contaminantes en la etapa de micropropagacion segun
Gutiérrez (2009), ascienden a un 20% los agentes contaminantes identificados fueron
de naturaleza fungica. Donde Caillante (2017), obtuvo un porcentaje de contaminacion
del 15.5% para el tipo de explante y un 26,65% de contaminacion para las
concentraciones de (AG)3, al respecto el valor obtenido en el presente trabajo fue del
16.7% para la variedad y 25% de contaminacion para las concentraciones.

MUESTRA DE TUBERCULO
Tabla 6.

Porcentaje de contaminacion del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
variedad contaminacion contaminadas contaminacion
(%)
Waycha pacefia 28 2 30 6.7
Imilla negra 27 3 30 10
Total 55 5 60 16.7
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En la tabla 6, se evidencia que el porcentaje de explantes no contaminadas, es de 83,3
%, donde existe el 16,7 % de explantes contaminadas, en el factor A: variedad de papa
(waycha pacefa e imilla negra), de una poblacion total de 60 explantes en estudio. La
poblacién de explantes de variedad waycha obtuvo un porcentaje de contaminacion

de solo 6.7 % de contaminados mientras que la imilla negra 10%.

Tabla 7.

Porcentaje de contaminacion del factor B: concentraciones de 2,4D

Factor B Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
concentraciones contaminacién contaminadas contaminacién
(%)
1 ml/L acido 2,4 D 18 2 20 10
3 ml/L 4cido 2,4 D 19 1 20 5
6 ml/L &cido 2,4 D 18 2 20 10
Total 55 5 60 25

En la tabla 7, se observa el porcentaje de contaminacién que es de 25 %, donde hay
el 75 % de explantes no contaminadas. Para la evaluacién de dosis se obtuvo que las
dosis 1 y 6 ml/L obtuvieron un 10% de poblacion contaminada, mientas que la

poblacion sometida a la dosis de 3 ml/l solo obtuvo un 5% de contaminados.

Menciona Monrroy (2009), son considerados como agentes contaminantes comunes
en laboratorios de cultivos de tejidos y corrobora la presencia de contaminacion
fungica en la etapa de establecimiento a condiciones in vitro de papa. Asimismo,
Llanco (2013), obtuvo un porcentaje de contaminacion del 20% en la variedad de papa

Imilla negra.
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Figura 6.

Resultados y comparacion del porcentaje de contaminacion.
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Nota: La figura se elaboré con los resultados obtenidos en laboratorio.

En la figura 6 se observa que se presentd menor contaminacion en los cortes de hoja
tanto en el factor A como en el factor B con una contaminacion del 13.3% y 20%
respectivamente, en cuanto a raiz y tubérculo, ambos presentaron el mismo

porcentaje de contaminacion siendo del 16.7% y 25% en ambos cortes.

5.1.2 Porcentaje de oxidacion

Para determinar esta variable de respuesta se cuantifico el nUmero de explantes y
medios de cultivo que presentaron una tonalidad marrén, café o rojiza, el cual indica

la presencia de oxidacién y fue medida por observacion directa de los vasos.

MUESTRA DE HOJA
Tabla 8.
Porcentaje de oxidacion del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes sin Explantes Total Porcentaje de

variedad oxidacion oxidadas oxidacion (%)
Waycha pacefia 30 0 30 0
Imilla negra 30 0 30 0
Total 60 0 60 0
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Se puede observar en la tabla 8 que, el porcentaje de explantes oxidados, es de 0 %,

lo que indica que ninguno de los 60 explantes se oxidaron, por tanto, el 100 % de los

explantes en hoja no presentan oxidacion, para el factor A variedad de papa nativa de

cultivo en base a tejido de hoja.

Tabla 9.

Porcentaje de oxidacion del factor B: concentraciones de 2,4D

Factor B Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
concentraciones oxidacién oxidadas oxidacién (%)
1 ml/L acido 2,4 D 20 0 20 0
3 ml/L acido 2,4 D 20 0 20 0
6 ml/L acido 2,4 D 20 0 20 0

Total 60 0 60 0

En la tabla 9, se observa un porcentaje de oxidacion de 0 %, donde el 100 % de los

explantes no se oxidaron, para el factor B, de 3 concentraciones de 2,4D en hoja, de

un total de 60 vitroplantas en estudio.

Caillante (2017), explica que en su ensayo el porcentaje de explantes oxidados es de

0% para el tipo de explantes y un 0% en el porcentaje de oxidacién para las

concentraciones de (AG)3, al respecto los valores obtenidas en el presente trabajo fue

0% de oxidacion para variedad y 0% de oxidacion para las concentraciones.

MUESTRA DE RAIZ

Tabla 10.

Porcentaje de oxidacion del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes sin Explantes Total Porcentaje de

variedad oxidacién oxidadas oxidacion (%)
Waycha pacefia 29 1 30 3
Imilla negra 27 3 30 10
Total 56 4 60 13
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En la tabla 10, se evidencia que el porcentaje de explantes oxidados, que es de 13 %,
donde el 87 % de los explantes no presenta oxidacion, para el factor A variedad de
papa nativa (waycha pacefa e Imilla negra) la variedad waycha obtuvo un porcentaje
de oxidacion de 3% mientras que la variedad Imilla negra 10%.

Tabla 11.

Porcentaje de oxidacion del factor B: concentraciones de 2,4D

Factor B Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
concentraciones oxidacién oxidadas oxidacién (%)
1 ml/L &cido 2,4 D 18 2 20 10
3 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
6 ml/L acido 2,4 D 19 1 20 5

Total 56 4 60 20

La tabla 11 nos muestra que el porcentaje de oxidacion es del 20 %, por tanto, se
obtuvo el 80 % de los explantes sin oxidacion, Las dosis 1 ml/L obtuvo 10% de

oxidados mientras que las dosis 3 'y 6 ml/L solo 5% cada uno.

Gallo (2019), explica que en su ensayo el porcentaje de explantes oxidados es de 0%
para el tipo de corte y un 0% en el porcentaje de oxidacién para las concentraciones
de (AIB), al respecto los valores obtenidas en el presente trabajo fue 13% de oxidacién
para variedad y 20% de oxidacion para las concentraciones, esto puede ser debido a

gue el tipo de explante es diferente.

El mismo autor también indica que la oxidacion es causada por la liberacién de fenoles
al medio de cultivo, que reaccionan con el oxigeno del frasco, produciendo una
coloracion rojiza, amarillenta o café, depende del tipo de material que se emplee. Los
compuestos fendlicos actian como inhibidores del crecimiento emitidos por el propio

explante, capaces de causar el envejecimiento y muerte del mismo.
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MUESTRA DE TUBERCULO
Tabla 12.

Porcentaje de oxidacion del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes sin Explantes Total Porcentaje de

variedad oxidacién oxidadas oxidacion (%)
Waycha pacefia 27 3 30 10
Imilla negra 28 2 30 7
Total 55 5 60 17

En la tabla 12, se observa que el porcentaje de explantes oxidados, que es de 17 %,
donde el 87 % de explantes no presenta oxidacion, el tamafo de la poblacién fue de
un total de 60 explantes en estudio de los cuales la variedad waycha obtuvo un 10 %

de oxidados mientras que la imilla negra un 7 % de poblacién oxidada.

Tabla 13.

Porcentaje de oxidacion del factor B: concentraciones de 2,4D

Factor B Explantes sin Explantes Total Porcentaje de
concentraciones oxidacién oxidadas oxidacion (%)
1 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
3 ml/L acido 2,4 D 16 4 20 20
6 ml/L acido 2,4 D 20 0 20 0

Total 55 5 60 25

La tabla 13 evidencia un porcentaje de oxidacién de 25 %, en el cual se observa que
un 75 % de los explantes no se oxidaron. Las dosis de 3 ml/L obtuvo un 20% de
oxidados; la dosis de 6 ml/L rindi6 un 0% de oxidados siendo el mas bajo; mientras

gue los cultivos sometidos a dosis de 1 ml/L obtuvieron 5% de explantes oxidados.
Llanco (2013), menciona que la oxidacién se da principalmente por la desinfeccion

superficial de los explantes, con altas concentraciones de hipoclorito de sodio (NaOCI)

o por la prolongada exposicion al compuesto quimico, el mismo obtuvo en su ensayo
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un porcentaje de contaminacion del 10% en la variedad de papa Imilla negra.

Figura 7:
Resultados y comparacion del porcentaje de oxidacion.
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Nota: La figura se realizé con los datos en porcentaje tomados en laboratorio.

Como se puede observar en la figura 7 los explantes de hoja obtuvo un 0% de
oxidacion, seguido por raiz con un 13% de oxidacion en el factor A y un 20% de
oxidacion en el factor. Finalmente, el corte que obtuvo mayor oxidacion es en el
tubérculo tanto en el factor A como para el factor B, donde se obtuvo un 17% y 25%

de oxidacion respectivamente.

5.1.3 Porcentaje de sobrevivencia

Se identific6 el numero total de explantes que se desarrollaron, (observando su

crecimiento), este valor se expreso en porcentaje.
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MUESTRA DE HOJA
Tabla 14.

Porcentaje de supervivencia del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes Explantes Total Porcentaje de
variedad Vivos muertos Mortalidad (%)
waycha pacefia 26 4 30 13.3
Imilla negra 27 3 30 10
Total 53 7 60 23.3

En la tabla 14, se aprecia que el porcentaje de explantes en hoja para el factor A
(variedades de papa nativa), es del 76.7 %, donde el 23.3 % de explantes con callo
presentan mortandad. En el caso de variedad huaycha el porcentaje de sobrevivencia

fue del 13.3 % mientras que los explantes de variedad imilla negra 10%.

Tabla 15.

Porcentaje de sobrevivencia del factor B: concentraciones de 2,4D

Factor B Explantes Explantes Total Porcentaje de
concentraciones Vivos muertos Mortalidad (%)
1 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
3 ml/L &cido 2,4 D 18 2 20 10
6 ml/L acido 2,4 D 16 4 20 20

Total 53 7 60 35

El porcentaje de sobrevivencia en cultivo de hoja se observa en la tabla 15 donde
existe un 65% de sobrevivencia, y el otro 35 % es de explantes muertos. Las dosis de

1, 3y 6 Im/L obtuvieron 5,10 y 20 % de explantes sobrevivientes respectivamente.

Caillante (2017), explica que se logré que el porcentaje de sobrevivencia es de 75%
para el tipo de explantes y un 66.7% en el porcentaje de sobrevivencia para las
concentraciones de (AG)3, al respecto los datos obtenidos en el presente trabajo fue
76.7% de sobrevivencia para la variedad y 65% de sobrevivencia para las
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concentraciones.

MUESTRA DE RAIZ
Tabla 16.

Porcentaje de sobrevivencia del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes Explantes Total Porcentaje de
variedad Vivos muertos Mortalidad (%)
waycha paceia 30 0 30 0
Imilla negra 28 2 30 6.7
Total 58 2 60 6.7

En la tabla 16, nos muestra que el porcentaje de sobrevivencia en raiz que es de 93.3
%, donde existe un 6.7 % de explantes muertos en la variedad Imilla negra, en el factor
A (variedad de papa nativa). la variedad waycha obtuvo un 0 % de muertos y la
variedad Imilla negra 6.7% de explantes muertos. La variedad waycha obtuvo un 0 %

de muertos y la variedad Imilla negra 6.7% de explantes muertos

Tabla 17.

Porcentaje de sobrevivencia del factor B: concentraciones de 2,4D.

Factor B Explantes Explantes Total Porcentaje de
concentraciones Vivos muertos Mortalidad (%)
1 ml/L &cido 2,4 D 20 0 20 0
3 ml/L &cido 2,4 D 19 1 20 5
6 ml/L acido 2,4 D 19 1 20 5

Total 58 2 60 10

En la tabla 17, se observa el porcentaje de mortandad en raiz que es de 10 % donde
el 90 %, de los explantes presentan supervivencia. Las dosis 3 y 6 ml/L obtuvieron 5%

de mortalidad cada uno, mientras que la dosis 1 ml/L obtuvo 0% de explantes muertos.

Asimismo, Gallo (2019), indica que se logr6 que el porcentaje de sobrevivencia es de

89.59% para el tipo de corte y un 75.01% en el porcentaje de sobrevivencia para las
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concentraciones de (AIB), al respecto los valores obtenidos en el presente trabajo fue
93.3% de sobrevivencia para la variedad y 90% de sobrevivencia para las

concentraciones.

MUESTRA DE TUBERCULO
Tabla 18.

Porcentaje de sobrevivencia del factor A: Variedad de papa nativa.

Factor A Explantes Explantes Total Porcentaje de

variedad Vivos muertos Mortalidad (%)
waycha pacefia 28 2 30 6.7
Imilla negra 28 2 30 6.7
Total 56 4 60 13.4

En la tabla 18, se evidencia el porcentaje de mortalidad en cultivo de tejidos en base
a tubérculo es del 13.4 %, dando un 87 % de explantes vivos. Ambas variedades

(waycha e imilla) obtuvieron 6.7 % de explantes muertos.

Tabla 19.

Porcentaje de supervivencia del factor B: concentraciones de 2,4D

Factor B Explantes Explantes Total Porcentaje de
concentraciones vivas muertas Mortalidad (%)
1 ml/L &cido 2,4 D 20 0 20 0
3 ml/L 4cido 2,4 D 19 1 20 5
6 ml/L acido 2,4 D 17 3 20 15

Total 56 4 60 20

La tabla 19 nos muestra el porcentaje de sobrevivencia en tubérculo con distintas
dosis, que es de 80 %, dando un 20 % de explantes muertos. Las dosis 1, 3y 6 ml/L

obtuvieron 0; 5y 15% de explantes muertos respectivamente.

Al respecto Gutiérrez (2009), indica una de las desventajas para iniciar el cultivo in
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vitro, sin duda es el porcentaje de sobrevivencia, ya que después del establecimiento
dependera del manejo adecuado de los explantes, del medio de cultivo y del tipo de
organo a emplear, en este caso es recomendable utilizar brotes jévenes de tubérculos
de papa. Llanco (2013), indica que se logré que el porcentaje de sobrevivencia es de
70%.

Figura 8:
Resultados y comparacion del porcentaje de sobrevivencia.

Porcentaje de sobrevivencia
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15 10
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hoja raiz tuberculo
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Nota: La figura se realiz6 con los datos en porcentaje tomados en laboratorio.
La figura 8 nos muestra que existe mayor mortandad en los callos de hoja teniendo un
23.3% en el factor A y un 35% en el factor B, seguido de los callos en tubérculo, donde
existe un 13.35 de mortandad para el factor Ay un 20% en el factor B, finalmente y

por tanto el que tuvo mayor sobrevivencia son los callos en raiz con tan solo un 6.7%

de mortandad en el factor A y un 10% en el factor B.

5.2 Evaluacion del efecto del acido 2,4D en sus tres concentraciones, en
diferentes explantes de raiz, tubérculo y hoja.

5.2.1 Formacion de callos obtenidos por explantes
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MUESTRA DE HOJA
Una vez realizado el analisis de varianza para la formacion de callos en hoja, se obtuvo
un coeficiente de variabilidad, fue de 8.11% lo que permite otorgar la confiabilidad a los

datos obtenidos.

Se observada que todos los tratamientos y la interaccion son no significativas (NS), lo

gue indica que, en el grupo de tratamientos evaluados, las seis son similares.
Figura 9.
Resultados y comparacion para formaciéon de callos obtenidos en hoja.

Formacion de callos en hoja
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Nota: La figura se elabor6 con los resultados obtenidos en laboratorio.

Como se observa en la figura 9, a una concentracion de 1 ml/L se tiene 8 y 6 callos para
las variedades waycha pacefia e imilla negra respectivamente, con 3 ml/L se tiene 7y 6
callos, mientras que para la dosis 6 ml/L la var. Waycha tiene 8 callos y la var. Imilla

negra 7 callos formados.

Por otro lado, Lee Y.I. y Lee N. (2003), indican que el 2,4-D fue esencial en su ensayo
para que pueda darse la formacion de callo. Por su parte, Espinosa et al. (2012),
explican que los resultados de su investigacion, demostraron que el empleo de
explantes de hojas, peciolos y tallos en el cultivo in vitro de Morera permitié altos

valores de formacion de callos, y que el 2,4-D en el medio de cultivo resulto
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imprescindible. Lo que concuerda con el presente experimento ya que también

demuestra que es fundamental el uso de esta auxina para la formacién de callos.

MUESTRA DE RAIZ
Los resultados obtenidos para la variable formacion de callos en raiz de dos
variedades de papa nativa con diferentes concentraciones de 2,4 D se presentan en

la tabla 2, descritos a continuacion.

Tabla 20.

Andlisis de varianza para formacion de callos obtenidos en raiz.

F.V. SC GL CM F p-valor
F-A 0.02 1 0.02 1.31 0,2576(NS)
F-B 0.08 2 0.04 3.03 <0,0500 (*)
F-A* F-B 0.06 2 0.03 2.05 0.1392(NS)
Error 0.74 54 0.01
Total 0.90 59
CV =10.0%

NOTA: CV=Coeficiente de variacion; **=altamente significativos; *= significativo; NS=No significativo.

El Coeficiente de Variacion es igual a 10.0 %, esto indica que los datos son confiables y

el manejo del experimento ha sido bueno.

Como se observa en la tabla 20, existen diferencias significativas entre los niveles de
concentracion de 2,4D (factor B) siendo la dosis 6 ml/L la més Optima con obtencion de
75 % de callos. En tanto para la interaccion variedad de papa hativa por concentracion

de 2,4D es no significativa.

Los datos obtenidos en laboratorio (sin la transformacion de datos para el ANVA) fue
gue de 60 explantes 40 formaron callos. Es decir 66, 67% formaron callo.
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Tabla 21.
Prueba de Duncan para la comparacibn de medias del factor B diferentes

concentraciones de 2,4 D.

Facto B Conteo Medias Agrupacion
Concentracién de 2,4 D simple transformado de medias
6 ml/L acido 2,4 D 15 de 20 1.22 A
1 ml/L acido 2,4 D 14 de 20 1.17 AB
3 ml/L acido 2,4 D 13 de 20 1.13 B

Nota: Medias con una letra comuln son similares.

En la tabla 21, se puede observar que la concentracion de 2,4-D tiene influencia en la
obtencion del numero de callos. Al aplicar una concentracion de 6 [ml/l] de 2,4-D se
obtuvo 15 callos de 20 explantes (75% obtuvo callos) y al reducir la concentracion en 1
[ml/l] de 2,4-D el promedio disminuye a 14 callos (70 %), sin embargo, ambas
concentraciones reportan obtencion de callos. La dosis estadisticamente diferente por
resultados mas bajos es 3 ml/L cuyo promedio de callos obtenidos es de 13 explantes
de un total de 20 (65 %).

Segun Espinosa et al. (2012), la composicién béasica del medio de cultivo
suplementado con el regulador de crecimiento (2,4-D) favorecieron la proliferacion
celular en segmentos y probablemente, esta respuesta se presentd por el efecto
sinérgico de la presencia de reguladores enddégenos en las condiciones fisicas de
cultivo, que promovieron modificaciones del metabolismo celular y por consiguiente se

indujo la respuesta morfogénica de divisién en las células (George, 2008).

MUESTRA DE TUBERCULO
En el andlisis de varianza que se presenta en la Tabla 9, se describen los resultados
de las fuentes de variabilidad de la variable formacién de callo en tubérculo y son

descritos a continuacion.
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Tabla 22.

Andlisis de varianza para formacion de callos obtenidos en tubérculo.

F.V. SC GL CM F p-valor
F-A 0.05 1 0.05 2.32 0,1333(NS)
F-B 0.36 2 0.18 9.15 0,0004 (**)
F-A*F-B 0.18 2 0.09 4.50 0.0156 (*)
Error 1.06 54 0.02
Total 1.65 59
CV =12.96%

NOTA: CV=Coeficiente de variacion; **=altamente significativos; *= significativo; NS=No significativo.

El Andlisis de Varianza, para la variable de respuesta formacién de callos en tubérculo
(tabla 22), indica un coeficiente de variacion de 12.96 % indicando buen manejo de las
unidades experimentales. El factor A, (Variedades waycha e imilla) resultaron ser no

significativas en la formacién de callos.

En cuanto al factor-B (Dosis de 2,4 D empleadas) se observa que existen diferencias

altamente significativas (**), por lo cual se realiza la siguiente comparacion Duncan.

Tabla 23.
Prueba de Duncan para la comparacion de medias del factor B diferentes
concentraciones de 2,4 D.

Facto B Conteo Medias Agrupacion
Concentracion de 2,4 D simple de medias
6 ml/L acido 2,4 D 9de 20 1.19 A
3 ml/L &cido 2,4 D 3de 20 1.06 B
1 ml/L &cido 2,4 D 0de 20 1.00 B

Nota: Medias con una letra comuln son similares.
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Observando la Tabla 23 (Prueba Duncan) para el factor B (dosis de 2,4D empleadas)
existe diferencia significativa siendo la dosis 6 ml/L de 2,4D la que mejor produccion
de callos obtuvo, 9 callos de 20 explantes es decir 45 % de los explantes formaron
callos. Mientras que la dosis de 1 ml/L produjo O callos es decir 0 % de obtencion de
callos. En cuanto al tratamiento de 3 ml/ L es un valor intermedio de 3 callos por cada
20 explantes; 15 % de los explantes formaron callos.

En cuanto a la interaccion de factores, FA x FB, resulté que las diferencias son
significativas (*) indicando que los factores de estudio actian dependientemente uno

del otro para el desarrollo de callos en el tubérculo.

Tabla 24.
Andlisis de varianza de efectos simples para Interaccion variedad*concentracion en

relacion a la formacion de callos en tuberculo.

F.V. SC GL CM F p-valor
Variedad (1 ml/L) 1 0.000  0.0000  0.000 1.000(NS)
Variedad (3 ml/L) 1 0.00858  0.0086 0.4355 0.5121 (NS)
Variedad (6 ml/L) 1 0.21447 0.2145 10.8871  0.00172 (**)

En la tabla 24, de analisis de interaccidon variedad por concentracién, con respecto a
la formacién de callos en tubérculo, se pueden apreciar diferencias significativas, en
respuesta a la variedad y la concentracion de 6 mg/L y efectos no significativos para

las concentraciones 1y 3 mg/L.
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Tabla 25.
Andlisis de varianza de efectos simples para Interaccion concentracién * variedad en

relacion a la formacion de callos en tuberculo.

F.V. SC GL CM F p-valor
Concentracion 2 0.04575  0.0229 1.1613 0,3208(NS)
(Waycha pacefia)
Concentracion 2 0.49184 0.2459 12.4839  0.000349 (**)
(Imilla negra)

En la tabla 25, de analisis de interaccidn concentracion por variedad, con respecto a
la formacion de callos en tubérculo, se pueden apreciar diferencias altamente
significativas, en respuesta de la concentracion (var. Imilla negra) y efecto no
significativo para la concentracion (var. Waycha Pacefia).

En los andlisis de varianza de efectos simples muestran diferencias en la interaccion,
donde el promedio mas bajo es de 0 callos y se obtiene a una concentracién de 1 ml/L
en ambas variedades, mientras que con la dosis de 3 ml/L en la variedad waycha
pacefia se obtuvieron 2 callos y en la var. imilla negra se obtuvo 1 callo. En cuanto a
las interacciones de var. waycha con 6 ml/L da un rendimiento de 2 callos, sin
embargo, la mejor interaccion resulto ser 6ml/L en la variedad imilla negra cuyo

numero de callos es de 9 callos obtenidos.

La formacién de callos esta dada, por el tipo de explantes a usarse. La morfogénesis
tiene un fundamento genotipico y la respuesta diferencial del material vegetal de
partida va a estar condicionada y relacionada por esto. Cada especie presenta
respuestas diferentes bajo las mismas condiciones de cultivo (Martin, Chong y Pérez,
2015).

Segun Sadino (2015). Las auxinas promueven tanto la divisibn como el crecimiento

celular. Por consiguiente, se pudo evidenciar en la presente investigacién que, la

variacion de concentracion de la auxina 2,4-D afect6 en el aumento de nimero de
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células indiferenciadas (callos).

5.2.2 Explante sin respuesta

MUESTRA DE HOJA

En la variable explante sin respuesta se realizo el respectivo Andlisis de Varianza
(ANVA), para hoja en las diferentes fuentes de variabilidad, donde el Coeficiente de
Variabilidad fue de 16.10%, el cual indica un buen manejo de las unidades

experimentales y salié no significativo (NS) en todos los factores y la interaccion.

Los explantes sin respuesta son estadisticamente iguales para todas las dosis aplicadas
sobre hoja. Es decir, ninguna cantidad de dosis interfiere en aumentar la inhibicién de
crecimiento de callo por su efecto herbicida, de igual manera la variedad o la interaccion

entre ambos factores.

Figura 10.

Resultados y comparacion para explante sin respuesta en hoja.

Explante sin respuesta en hoja
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Nota: La figura se elabor6 con los resultados obtenidos en laboratorio.

Como se observa en la figura 10 que, en hoja, para las variedades waycha pacefa e
imilla negra a una concentracién de 1y 3 ml/L se tiene 1 de 20 y 3 de 20 explantes sin
respuesta respectivamente, mientras que para la dosis 6 ml/L la var. Waycha tiene 2
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explantes sin respuesta y la var. Imilla negra 3 explantes que no tienen respuesta.

Se puede atribuir el resultado en hoja que debido a que estuvo en un ambiente
controlado, con mismas condiciones de horas luz y temperatura, ayudé a que haya un

mejor manejo y no afecten el experimento.

MUESTRA DE RAI{Z

Se realizo el respectivo analisis de varianza para raiz en la variable explantes sin
respuesta en el cual dio un coeficiente de variabilidad fue de 10.80 (en el rango
aceptable) indicando un buen manejo de las unidades experimentales y se observo
gue no existen diferencias significativas (NS) en el factor A y factor B de igual manera

en las interacciones resultantes.

Figura 11.

Resultados y comparacion para explante sin respuesta en raiz.

Explante sin respuesta en raiz
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Nota: La figura se elaboré con los resultados obtenidos en laboratorio.

Como se observa en la figura 11, a una concentracion de 1 ml/L se tiene 5y 2 vitroplantas
sin respuesta para las variedades waycha pacefia e imilla negra respectivamente, con 3
ml/L se tiene 4 de y 6 de explantes sin respuesta respectivamente, mientras que para la
dosis 6 ml/L la var. Waycha tiene 3 explantes sin respuesta y la var. Imilla negra tiene 0

explantes que no tienen respuesta.
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Cabe mencionar que en este corte (raiz) se obtuvieron crecimiento de raices en lugar
de callos los cuales se contaron en la variable explantes sin respuesta. Las variedades
y las dosis aplicadas no influyen en la formacion de explantes sin respuesta al utilizar

cultivo de raiz.

En cuanto al resultado en raiz se puede atribuir que debido a que estuvo en un
ambiente controlado, con mismas condiciones de horas luz y temperatura, que ayudo
a que exista un mejor manejo y no afecten el experimento en condiciones

homogeneas.

MUESTRA DE TUBERCULO
En el analisis de varianza de la tabla 4 se presentan los resultados obtenidos para

tubérculo en la variable explantes sin respuesta y son descritos a continuacion:

Tabla 26.

Andlisis de varianza para explantes sin respuesta.
F.V. SC GL CM F p-valor
F-A 0.0011 1 0.0011 0.14 0,7113(NS)
F-B 0.06 2 0.03 3.74 0.0302 (*)

F-A*F-B 0.02 2 0.01 0.97 0.3860(NS)
Error 0.44 54 0.01
Total 0.52 59
CV =7.39%

NOTA: CV=Coeficiente de variacion; **=altamente significativos; *= significativo; NS=No significativo.

Como se observa el analisis de varianza en la Tabla 26, evidenciamos que el
coeficiente de variabilidad fue del 7.39% indicando confiabilidad en la toma de datos y
los resultados en el presente trabajo de investigacion.

En el Andlisis de Varianza, para la variable “explantes sin respuesta” en el explante de
tubérculo, se observan diferencias significativas entre los niveles de concentracion de

2,4D (factor B), indicandonos que los diferentes promedios son estadisticamente

60



distintos consecuentemente se procedi6 a realizar la prueba de medias Duncan.

Tabla 27.
Prueba de Duncan para la comparacion de medias del factor B diferentes

concentraciones de 2,4 D.

Facto B Medias Agrupacion
Concentracién de 2,4 D de medias
1 ml/L acido 2,4 D 1.26 A
3 ml/L acido 2,4 D 1.22 AB
6 ml/L acido 2,4 D 1.18 B

Nota: Medias con una letra comuin son similares.

Como se puede observar, en la tabla 27, la concentracion de 2,4-D infiere en la formacion
de callos y da lugar a explantes sin respuesta, sin embargo, como dato adicional en
algunos explantes se produjo la formacion de raices.

La dosis 1 ml/L produjo significativamente mayor porcentaje de plantas sin respuesta
estando clasificado como categoria A por el comparador Duncan. Resulta que al
aumentar la concentracion a 3 ml/L el promedio de explantes sin respuesta disminuye a
1,22 de valor estadistico; finalmente la dosis con el promedio mas bajo por tanto la mejor
fue de 6 ml/L que produce muy pocos explantes sin respuesta. Variable que puede
aprovecharse para utilizarse en callos de formacion lenta (a objeto de propagacion y al

mismo tiempo conservacion)

Con respecto a la presencia de raices existentes se menciona que; cuando la cantidad
de citocinas es baja en proporcion con las auxinas, es posible el desarrollo de raices
en un explante; pero cuando es elevada, se desarrollan tanto las yemas como los

brotes (Gémez, 1999).

En la actualidad se estan realizando trabajos de callogénesis y enraizamiento con 2,4
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diclorofenoxiacético (2,4-D), siendo ampliamente usado debido a su bajo costo y facil
acceso para el agricultor, a su vez se esta demostrando actualmente que a pequefias

concentraciones promueven el enraizamiento (Prieto, 1992).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados de la presente investigacion determinaron que existe un efecto variable
en la introduccién in vitro de las variedades de papa y las diferentes dosis. Entonces

una vez realizadas todas las evaluaciones se concluye que:

e El efecto del acido 2,4 diclorofenoxiacético en la formacion de callos fue la
siguiente: en cultivo de hojas tanto el factor A (variedades waycha e imilla), el
factor B (Dosis 1,3 y 6 ml/L) y la interaccion son similares indicando que no
influyeron en la obtencion de callos mientras que en el cultivo de raiz el factor
B es significativo siendo la dosis 6 ml/L la mas Optima con obtencién de 75 %

de callos, con una alta produccion de callos en ambas variedades.

e En el explante en base a tubérculo,el tratamiento de 6 ml/L de 2,4 D resulto el
mejor, debido a que con esta dosis se obtuvo 9 callos de un total de 20
explantes mientras que la dosis 1 ml/l no formo callos y es la dosis menos

recomendada.

e En el efecto del acido 2,4 diclorofenoxiacético en la variable vitroplantas sin
respuesta, en cultivo de hojas, las dosis aplicadas no influyen en la formacién
de explantes sin respuesta al utilizar cultivo de hojas, asi mismo en el cultivo de
raiz, por otro lado, en el cultivo en base a tubérculo, la dosis de 1ml/L fue la que

produjo mayores explantes sin respuesta.

e En cuanto a los efectos producidos, la contaminaciéon en las vitroplantas de
hojas la variedad Imilla negra obtuvo el menor porcentaje de contaminacion con
un 96.7% de plantas libres de contaminacién, en cuanto a el factor B las dosis
3y 6 ml/L se tuvieron la menor cantidad de vitroplantas contaminadas con el

95% libre de contaminacién en ambas dosis.

e Para el explante de raiz la variedad Imilla negra obtuvo el menor porcentaje de
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contaminacion con un 93.3% sin contaminacion y en el factor B, la dosis de 3

ml/L tuvo los mejores resultados con un 95% no contaminadas.

En el explante de tubérculo la variedad waycha obtuvo menor porcentaje de
contaminacion con un 93.3% de vitroplantas libre de contaminacion y en el

factor B las dosis de 3 ml/L con un 95% sin contaminacion.

En cuanto a la variable de respuesta, porcentaje de oxidacién; en hojas tanto la
papa waycha como imilla negra obtuvieron 0% de explantes oxidados, asi

mismo en todas las dosis.

Para el explante de raiz la variedad waycha obtuvo un porcentaje de oxidaciéon
de 3% mientras que la variedad Imilla negra 10%. Las dosis 1 ml/L obtuvo 10%

de oxidados mientras que las dosis 3y 6 ml/L solo 5% cada uno.

En el explante en base a tubérculo la variedad waycha obtuvo un 10 % de
oxidados mientras que la imilla negra 7 %. Las dosis de 3 ml/L obtuvo un 20%
de oxidados; la dosis de 6 ml/L rindié un 0% de oxidados siendo el méas bajo;
mientras que los cultivos sometidos a dosis de 1 ml/L obtuvieron 5% de

explantes oxidados.

Respecto a la variable porcentaje de sobrevivencia en cultivo de hojas en las
vitroplantas de la variedad waycha, el porcentaje de supervivencia fue 86.7 %,
mientras que las vitroplantas vivas de imilla negra fueron 90%. Las dosis de 1,

3y 6 Im/L obtuvieron 95,90 y 80 % de supervivencia respectivamente.

En el cultivo en base a raiz, la variedad waycha obtuvo un 100 % de
supervivencia y la variedad Imilla negra 93.3% de sobrevivencia en el factor B
las dosis 3 y 6 ml/L en ambas dosis se obtuvieron 95% de sobrevivencia,

mientras que la dosis 1 ml/L obtuvo el 100% de explantes vivos.
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e Entubérculo ambas variedades (waycha e imilla) obtuvieron 93 % de explantes
vivos en cuanto al factor B las dosis 1, 3 y 6 ml/L obtuvieron 100; 95 y 85% de

supervivencia.
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7. RECOMENDACIONES

Una vez analizados los resultados y analizando el presente trabajo junto a otros

estudios de investigacion se recomienda:

e Realizar trabajos de investigacion con diferentes condiciones de luz como en
oscuridad para gue los callos en tubérculo se desarrollen con mayor facilidad o

se obtengan una mayor cantidad de callos en una de estas condiciones.

e Utilizar nuevas concentraciones de 2,4- D para determinar la dosis en la cual

esta auxina tenga un efecto herbicida.

e Proponer investigaciones en otras variedades de papas cultivadas nativas y

silvestres para evaluar su comportamiento ante el 2,4 D en condiciones in vitro.

e Evaluar la formacién de callos en papa probando otro tipo de auxinas o

complementando con el 2,4D con el BAP, Zip.

e Realizar pruebas en diferentes 6érganos de papa como peciolos, tallo aéreo,

pétalos y anteras.
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ANEXOS

83



Anexo 1. Recoleccion de las plantas de papa en campo, la variedad waycha pacefa

(izquierda) y la variedad imilla negra (derecha).
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Anexo 3. Limpieza y desinfeccién de raices, hojas y tubérculos de papa para el

colocado en cajas Petri
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Anexo 5. Lavado de materiales para la Anexo 6. Preparacion de

preparacion del cultivo soluciones madre

Anexo 7. Soluciones madre para la Anexo 8. Pesado de myo- inositol

preparacion del medio de cultivo
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Anexo 9. Pesaje en la balanza Anexo 10. Pipeteado de la auxina 2,4
analitica para el medio de cultivo.

Anexo 11. Area de preparacion de Anexo 12. Sellado de los vasos y
medios de cultivo. Autoclavado.
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Anexo 14. Esterilizacion de los materiales para la introduccién bajo los rayos UV.

Anexo 15. Desinfeccion de los cortes de tubérculo, raiz y hoja (respectivamente en la

fotografia), con etanol al 70% e hipoclorito de sodio al 3% en tubérculo, raiz y hoja.

Anexo 16. Introduccion y multiplicacion de cortes de papa (tubérculo, raiz y hoja) al medio

de cultivo.
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Anexo 17. Rotulado de las muestras multiplicadas en la sala de crecimiento.

Anexo 19. Evaluacién del crecimiento y desarrollo de las explantes tanto en tubérculo, raiz y

hoja como se puede observar en la fotografia respectivamente.
a3 :
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Anexo 20. Formacién de callos en raiz donde en las Ultimas tres fotografias se puede

observar la oxidacion de los explantes.

S

Anexo 21. Formacion de callos en tubérculo donde se puede observar la oxidacién en

algunos explantes.

90



91



Anexo 24. Analisis de los callos formados a partir de raices, tubérculos y hojas.
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Anexo 26. Protocolo experimental de desinfeccion de las variedades Waycha pacefia e Imilla

negra.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Titulo: EFECTO DE TRES CONCENTRACIONES DE ACIDO 2,4
DICLOROFENOXIACETICO EN LA FORMACION DE CALLOS
DE PAPA (Solanum tuberosum sp) DE LAS VARIEDADES
WAYCHA PACENA E IMILLA NEGRA EN AMBIENTE

ATEMPERADO.

Unidad/Programa: Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.

Proyecto: Cultivo in vitro de dos variedades de papa (waycha paceia e
Imilla negra).

Cédigo: 004-04-24-BIO/CIA

Nombre del Responsable: Doris Fanny Mollisaca Mamani

Lugar de Ejecucion: La Paz - Bolivia, Laboratorio de biotecnologia Vegetal, Facultad
de agronomia - UMSA.

Fecha de Inicio: 15/06/2022

Fecha de Conclusion: 10/02/2024

Cddigo de Registro del Experimento: 2VARPAP-2024BIOTEC/ING

Tipo de investigacion:

Basica X)
Adaptativa ()
Aplicada ()

Palabras Claves: in vitro, esterilizacion, desinfeccion, explante.

Justificacion: Con la presente investigaciéon, se busca una buena desinfeccién y eficacia de
los explantes de variedades de papa, utilizando diferentes tiempos de
inmersion en NaClO, a si mismo se podra realizar futuros trabajos con los

datos obtenidos.

Objetivo General: Desarrollar un protocolo de desinfeccién para las dos variedades de papa

(waycha pacefia e imilla negra).
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Objetivo Especifico:
- Hallar el tiempo indicado para la desinfeccién eficaz.
- Verificar el grado de contaminaciony supervivencia de losexplantes

sometidos en el NaClO.

Tratamiento
- Tiempos de exposicion en el desinfectante.

Tipo de Metodologia

El material vegetal fue obtenido de la Estacion Experimental de KiphaKiphani perteneciente a
la fundacion PROINPA (promocién e investigacién de cultivos andinos) localizado en el
municipio de Viacha, en el departamento de, La Paz. Se recolectd dos variedades de papa:
waycha pacefa e imilla negra, debido a que estas papas son de interés econémico, genético

y social.

Etapa | Descontaminacién del material vegetal del medio externo al laboratorio.

¢ Realizar la seleccidn de las plantas sanas y libres de patdgenos,

e lavar con agua corriente las raices y hojas para eliminar residuos.

e Limpieza y desinfeccion del area de trabajo con alcohol al 70% e NaClO al 3%.
e Limpieza de los tubérculos con agua y detergente granular y liquido.

e Realizar tres enjuagues posteriores al lavado del tubérculo

e Secar los tubérculos y envolverlos en papel madera o sabana

Etapa Il Desinfeccién del material vegetal previo a la introduccion a diferentes tiempos

del hipo cloruro de sodio.

¢ Los explantes se someten a desinfeccion externa mediante inmersion en un frasco de

vidrio contenida de alcohol al 70% por treinta segundos.

¢ Para ambas variedades waycha pacefia e imilla negra, la concentracion al 3% de NaClO
durante 10 minutos.

e Hipoclorito de sodio al 3 % agitando durante 10 min

e Realizando 3 enjuagues de 5/10 min con agua destilada
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Anexo 27 Protocolo experimental de Introduccion de las variedades Waycha pacefia e Imilla

negra.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Titulo: EFECTO DE TRES CONCENTRACIONES DE ACIDO 2,4
DICLOROFENOXIACETICO EN LA FORMACION DE CALLOS
DE PAPA (Solanum tuberosum sp) DE LAS VARIEDADES
WAYCHA PACENA E IMILLA NEGRA EN AMBIENTE

ATEMPERADO
Unidad/Programa: Laboratorio de Biotecnologia Vegetal.
Proyecto: Cultivo in vitro de dos variedades de papa (Waycha pacefia e Imilla
negra) empleando tres diferentes dosis de fitohormona 2,4 D.
Cadigo: 004-04-24-BIO/CIA
Nombre del Responsable: Doris Fanny Mollisaca Mamani
Lugar de Ejecucion: La Paz - Bolivia, Laboratorio de Biotecnologia Vegetal, Facultad
de Agronomia - UMSA.
Fecha de Inicio: 15/06/2022
Fecha de Conclusion: 10/02/2024

Cdédigo de Registro del Experimento: 2VARPAP-2024BIOTEC/ING

Tipo de investigacion:

Basica X)
Adaptativa ()
Aplicada ()

Palabras Claves: in vitro, desinfeccion, explante.

Justificacion: Con la presente investigacion acerca de la introduccién de los explantes de las
variedades nativas de papa, utilizando diferentes concentraciones de la
fitohormona 2,4 D (Acido 2,4 Diclorofenoxiacético) se busca tener eficacia y
optimizacion en el desarrollo de callos (tejido de células indiferenciadas) de
los explantes de cuyo tejido proviene de diferentes érganos vegetales y dos
variedades nativas de papa.

Objetivo General: Desarrollar un protocolo de introduccién para las dos variedades de papas

nativas (Waycha pacefa e Imilla negra).

95



Objetivo Especifico:
- Determinar las concentraciones de fitohormona adecuada para el

desarrollo de callos en los explantes de las variedades nativas.

Tratamientos
- Medio de cultivo estandar con acido 2,4 D 1 ml/L
- Medio de cultivo estandar con acido 2,4 D 3 ml/L

- Medio de cultivo estandar con acido 2,4 D 6 ml/L

Tipo de Metodologia

Los explantes de papa se someten a desinfeccion. Posterior a ello se introduce a los medios

de cultivos establecidos anteriormente para cada variedad.

En el laboratorio de biotecnologia vegetal se usa un medio de cultivo estdndar para loscultivos
in vitro, el cual consta de: 30gr/L de sacarosa, 100 mg/L de Myonositol, 4,5 gr/L de medio base

Murashige y Skoog (1962) y 6,5 gr/L de agar agar; en un rango de 5,6 — 5,7 de pH.

Para las dos variedades de papa se prepara tres tipos de medios de cultivos.adicionados con

una diferente dosis de la fitohormona inductora de callos para cada medio de cultivo:

- Variedad Waycha: se introdujo 30 explantes en medio de cultivo con 1 ml/L de 2,4 D.
Otros 30 en medio de cultivo cuyo contenido de 2,4 D era de 3ml/L y finalmente 30 explantes

en medio de cultivo con una concentracién de 2,4 D. eran 6 ml/L de fitohormona
- Parala variedad Imilla Negra: se introdujo 30 explantes en medio de cultivo con 1 ml/L de 2,4
D.Otros 30 en medio de cultivo cuyo contenido de 2,4 D era de 3ml/L y finalmente 30

explantes en medio de cultivo con una concentracién de 6 ml/L de fitohormona 2,4 D.

- Los explantes probados en primera instancia fue tejido de hoja. Posteriormente también se

realizé el mismo procedimiento para raiz y finalmente para tubérculo.
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Etapa lll Introduccion del material vegetal alos medios de cultivo con fitohormonas

Para la introduccion de los explantes a los vasos con el medio de cultivo, lo que se procedié

en la sala de multiplicacion del laboratorio fue:

- Primeramente es necesario tener toda el area y el material a emplear en condiciones
asépticas, por tanto acomodamos dentro la camara de flujo laminar: alcohol al 70% en
un frasco de vidrio; se procedi6é a desinfectar el material a utilizar (hojas bisturi, bisturi,
pinzas) y también el material a esterilizar mediante radiacion UV, como ser: (mechero,

parafilm, gorra, guantes, barbijoquirirgico y guardapolvo) esterilizandolo en la camara

de flujo laminar; con rayos ultravioletas y aire de filtracion por 15 minutos.

- Una vez esterilizados los materiales e insumos dentro de la cdmara de flujo laminar, se

continua colocandose la indumentaria adecuada para trabajar dentro la camara de flujo

laminar (gorro quirargico, guardapolvo, guantes quirargicos y barbijo).

- Descubrimos las pinzas y lo sumergimos en el alcohol, asi también la caja Petri,

flameandolas en todomomento previo a su utilizacién.

- Se descubre el frasco de vidrio que contiene los cortes de papa, lo sacamos sobre la
caja Petri, realizando cortes con bisturi y pinzas flameadas, obteniendo explantes de

longitudes entre 8 a 10 mm. descartamos los extremos apicales y basales que presenten

necrosis en los tejidos.

- Finalmente, estos explantes fueron introducidos a razén de un explante por recipiente,

La posicion vertical cuando el explante tiene una base quedando 1/3 del encima del

medio de cultivo.

- Unavez sembrados los explantes en el MC los recipientes (vasos de cristal) son sellados
con parafilm, registrando el tratamiento, la variedad y fecha, se transfiereinmediatamente

a sala de crecimiento del laboratorio, que cuenta con ambientes controlados para el

desarrollo de las vitroplantas .

97



